
Nr. 4/1954] L a n g e n b e c k ,  F i t t k a u  50 1 

1 .2  - Iv ap h t h o  c h inon  - 3.6 - d i s u 1 f on s a u r e s  K a l  iu  n~ : Lange, goldgel be Stahchen, 
loslirh in 8 Tln. kaltem Wasser. 

K,C,oH,O,S, (394.4) Ber. S 16.26 Gef. S 16.29 
1 . 2  - N ap h t, hoc h inon  -4.6 - di  sulf o n s a u r e s  K a l i  u m : Dicke, verwachsene, wahr- 

scheinlich tetragonale Kristalle, lijslich in 8 Tln. kaltern Wasser. 
K,C,,H,O,S, (394.4) Ber. S 16.26 Cef. S 16.12 

1 .2  - S a p h t h o  c h i n o  11 - 4.7 - d i s 11 1 f o n s a u r e s K a 1 i u in : Goldgelbe feine Nadeln, 16s- 

A n t h r a c e n c h i n o n -  (1.2)-sulfonsiiure-(4) nach 1,. F. Fieser'o). 
lich in 8 Tln. kaltem Wasser. 

79. Wolfgang Langenbeck und Siegfried Fittkau: Organisehe 
Hatalysatorcn XXXIII. Mitteil. *) : Peroxydasewirkung verschiedener 

Oxyhamoglobine 
[Aus dern Chemischen Institut der Universitat Halle] 

(Eingegangen a m  3. Februar 1954) 

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

K. W i l l s t a t t e r  und A. Pollinger') haben schon 1923 gefunden, daB die 
Oxyhamoglobine des Pferdes, des Hundes, des ltindes und des Schweines sich 
in ihrer I'eroxydasewirkung deutlich unterscheiden. Die Aktivitiiten ver- 
halten sich wie 15.2: 11.5: 11.4:9.3. Die Hamoglobine unterscheiden sich nur 
in der Zusammensetzung und dem Bau der Globine2), sie liefern also ein 
Beispiel fur die Beeinflussung einer prosthetischen Cruppe (bzw. eines Cofer- 
ments, des Protohams) durch verschiedene Proteine. Damit wird eine Frage 
beruhrt, die augenblicklich im Mittelpunkt der Enzymforschung steht : Wie 
kommt die Aktivierung der Cofermente durch die Apofermente zustande ?3) 
Es schien uns deshalb interessant, die erwiihnten Versuche auf die Oxyhamo- 
globine anderer Saugetiere auszudehnen. 

Willstatter und Pollinger haben die eingesetzten Mengen der Oxyhamo- 
globine auf die Trockengewichte bezogen. Da aber die Globine nicht genau 
die gleichen Molokulargewiqhte besitzen und die Hamoglobine hartnackig 
Wasser festhalten, war es zweckmafiiger und genauer, Katalysatormengen von 
gleichem Eisen- bzw. Hamgehalt zu vergleichen. Auch haben wir alle Mes- 
sungen bei mehreren p,-Werten (2.9, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 und 6.0) ausgefuhrt, 
so dan immer die pH-Optima der Wirkung verglichen werden konnten. Die 

lo) J. Amer. chem. Soc. GO, 469 r19281. 
*) XXXII.Mittei1.: W. Langenbcck ,  H. L e  B l a n c  u. B. Lukowczyk,  Chern. 

1) Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 130, 281 119231. 
2 ,  Vergl. d a m  K. R. Por te r  u. F. S a n g e r  in: F. <J. W. R o u g h t o n  u. J. C. Kendrew,  

s, Vergl. auch 1%'. Langenbeck ,  Natiirwissenschaften, 37,44 [1950]; Z. elektrochern. 

Ber. 87,496 [1954], voranstehend. 

,,Haemoglohin" (London 1949), S. 121. 

angew. physik. Chem. 54, 400 [1930]; Advances in Enzymol. 14, 180-190 [1953]. 
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Kurven der Abbild. 1 zeigen die peroxydatischen Aktivitiiten (mg Purpuro- 
gallin nach 15 Min. bei Oo) der mehrfach umkristallisierten Oxyhamoglobine 
des Pferdes, des Rindes, der weiBen Ratte, des Meerschweinchens, des Schwei- 
nes, des Hundes und des Kaninchens in Abhangigkeit vom pH4). Die Mes- 
sungen beziehen sich jeweils auf einen (iehalt der eingesetzten Oxyhamo- 
glohinmengen von 0.1 mg Hamin. 

30 35 40 4.5 53 Lu 60 
Pn - 

Abbild. 1 .  Aktivitiits-m-Kurven versahiedener Oxyhhmoglobine (Ordinate : mg Yurpuro- 
gallin) - . -. -. Pferde-Oxy-Hb, -N-N-N- Rinder-Oxy-Hb, 3-0-0 Ratten-Oxy-Hb, 
A-A-A Mserschweinchen-Oxy-Hb, X-I--X Schweine-Ory-Hb, - - - - Hunde-Oxy:Hb, 

-~ Kaninchen-Oxy-Hb 

Man ersieht aus der Kurvenschar, daB die Oxyhiimoglobine-sich nicht nur 
in den Aktivitiiten, sondern auch in der Lage der p,-Optima sehr deutlich 
unterscheiden. Die Verhiiltniszahlen von Willstatter und Pollinger konnten 
auch unter den verfeinerten Bedingungen im wesentlichen bestiitigt werden48). 
Neu und bemerkenswert ist die auffallend hohe Aktivitiit des Meerschwein- 
chen-Oxyhiimoglobins. Sie ist etwa dreimal so grolj wie die des Hunde-Oxy- 
hamoglobins. Wir sehen in den Ergebnissen eine Bestatigung unserer Theorie 
der aktivierenden Gruppen3). 

Abbild. 2 bringt einen Vergleich der Aktivitaten von Pferde-Oxyhiimo- 
globin mit Hiimin, Pyridin-parahamatin und Imidazol-parahamatin5). Auf- 

') Dem pharmakologischen Institut der Univ. Halle, insbesondere Herrn Prof. Dr. F. 

*a) Wil l s t i i t t er  und P o l l i n g e r .  arbeiteten ohne Puffer, also in der Nahe des 

j) W. Langenbeck, R. Hutschenreuter u. W. Rott ig ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 

Holtz danken wir fiir die Vberlassung von Kleintierblut. 

Neutmlpunktes. 

86, 1750 119321. 
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fallend ist besonders die starke Verschiebung des p,-Optimums durch das 
Globin. Beim Imidazol-parahamatin ist im untersuchten p,-Bereich daa 
Optimum noch nicht erreicht. 

px - 
Abbild. 2. Aktivitiita-pH-Kurven von Hiimin, (-. ---) 

Pyridin-parahiimatin (- - - -), 
Imidazol-parahamatin (- ) und Pferde-Oxyhiimoglobin ( a  ---...) 

Abbild. 3 zeigt den Effekt des Umkristallisierens auf die Aktivitlit der 
Oxyhamoglobine des Hundes, Pferdes und Meerschweinchens. Man erkennt, 
daB schon nach der zweiten Kristallisation die Aktivitlit fast konstant ist. 
Eine Ausnahme macht nur das sehr leicht losliche Schweine-Oxyhiimoglobin 
(8 .  u.). 

Abbild. 3. Aktivitiit von Oxyhiimoglobinen -. -. -. - einmal, - - - - zweimal, - dreimal umkristallisierte Priiparate; ..-...*.. Veirgleichsbestimmung 
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Beschreibung dcr VPrsuchc E, 

I)a r R t c 1 I u ng u n d Rein  i g n ng de  r Ox y h am oglo b ine 

[Jahrg. 87 
- ... ~ . 

I ) i c  rohen Oxyhiinioglobin-Losungen aus Citratblut wurdcn im wesentlichen nach dem 
VcrTibhrrn von R. W i l l s t h t t e r  untl A. Fol l inger l )  dargestellt. 

1. ITmkris ta l l isat ion u n t e r  Z u s a t z  von  Alkohol  
Pferde-Oyhi imoglobin :  60 ccm der filtrierten Hohlosung wurden bei 0 0  unter Tur- 

binicrcn allmahlich mit 15 ccm Alkohol vcrsetzt und 12 Stdn. hei -To aufbcwahrt. Die 
abgeschiedcncn Kristalle wurden noah fcucht in derselbcn A r t  noch zwcinial umkristalli- 
sicrt,. Lange flache Nadcln. 

Huntle-Oxyhiimoglobin:  100 ccin der Rohlosung wiirden bci Oo mit 20 ccin Alkohol 
versetzt; sonst wie ohen. Lange, rhombische, an den Enden zugespitzte Nadcln. 

Kind c r - 0 x y 11 ii m og 1 ob i  n : Die Liisung wurde mit ihres Vol. an Alkohol versctzt und 
24 Stdn. bei -12" aufbewahrt. Die Kristalle saugte man in ciner auf - 15" gekuhlten 
Kutsche uh nnd kristallisiertc noch zweinial in dcrselhen Weise uni. Rhombische, zu- 
gespitztc langc Nadeln. 

Meersch we in  c hen - 0 x y h a m o g l o b  in  kristallisicrte schon bei der Hamolyse der 
Rlutltorpwchen init der rloppelten Menge Wasser vollstandig aim. Es wurdc ziveimal mit 
kaltem Wasser gcwaschen, bei 550 rasch init Waaser in Lijsung gcbracht, filtriert und, 
mit 20 ccm Alkohol versetzt, 4 Tage bci 0 0  oufbewohrt. Derbe Kristalle, nach dem opti- 
when Verhalten rhornbisch. 

R a t  t.en - 0 x y hamoglo  b i n ,  iihnlich schwer loslich wie das Mcerschwcinchen-Oxy- 
hiimoglobin, wurtlc in derselben Weise bei 55" umkristallisiert. 100 ccni der filtrierten 
Liisung wurdcn mit 10 ccm Alkohol vcrsctzt und 12 Stdn. bci On anfbcwahrt. Diinne, 
hcxagonale Ta.feln. 

Schweine-Oxyhiimoglobin: Kristallisation und Reinigung dcs schr lcicht liislichen 
Stoffs erfolgten ahnlich wie bci Riiidcr-OxyhiinioglohiIi, nur wurde die Lijsiing 1-3 Wo- 
rhen bei -- 16" aufhcwahrt; die abzcntrifugierten Kristallc wurden mit 30-proz. Alkohol 
nachgewasclien. Schr leicht zerflieBliche, feine Nadeln. 

2. K r i s t a l l i s a t i o n  u n t e r  Z u s a t z  von  A m m o n i u m s u l f a t  
K u n i n c h e n -  Oxyhamoglobin :  16 ccm moglichst konzentricrte Hiimoglobinlosung 

wiirden init 3 ccm 0.5 m Phosphatpiiffer vom pH 7.4, dunn unter ltiihren tropfenweise mit 
40 ccin gesiittigter ,4mmoniunrsulfatlijsung versctzt. Die Kristallc wurden nach 6 Stdn. 
almentrifugicrt, in wenig Wasscr gclijst und bei 00 mit wcnig Ainmoniumsulfatlosung 
vcrsetzt. Xach wenigen Minuten war fast vollstiindige Kristallisation eingetreten. Lang- 
liche, sehr Icicht losliche Tafeln, monoklin odor triklin. 

S chweine - Ox y hamoglo  bin : I<ristallisation und Umkristallisation wie bei Kanin- 
c!heri-Uxyhainoglobin. Ini Gegensatz zur Alkohol-Methode wurden dcrbe Doppelpyra- 
midcn erhalten. Ihe mit Ammoniumsulfat ahgeschiedenen Oxyhiimoglobinc wurden vor 
der Messung in Wasscr geliist und clurch Cellophan siilfatlrei dialysiert. 

Das nacli dem Ammoniumsulfat-Verfahrcn dargestellte Schweine-Or?lhainoglol~in war, 
1)csontlern nach der Dialyse, mesentlich aktiver als das Alkoholprodukt. Wahwcheinlich 
war das letztcrc bei der mehrwochigen Auskristallisation z.TI. inaktivicrt. 

Tufel 1 .  l ' e roxydase-Akt iv i ta t  d c s  Schweine-Oxyhiimoglobins  be im 
o p t i m a l c n  pH 3.5 

Aus alkohol. Liisung einmal kristallisiert: 
9 ,  ,, zweimal 9 3  0.778 ,, 

mit Ammoniumsulfat dreimal ,, 0.921 ,, 

0.610 mg Purpurogallin 

I)asselbe nach dcr Dialysc 1.033 ,, . _ _  . .- _ _  .- 
R ,  Weitere expcrimentclle Einzelhciten, anch Mikrophotographicn der krist. Oxy- 

hamoglobine, findet man in der Diplomarbeit von S. F i t  t k a u, Halle 1953, die demnachst 
in der w iss. Zeitachr. der Martin-Luther-Universitiit Halle-Wittenberg veriiffentlicht wird. 
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3. P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  
Die Papierelektrophorese der mehrmals umkristallisierten OxyhLmoglobine von Meer- 

schweinchen, Pferd und Rind ergab keinerlei Anhaltspunkte fur die Anwesenheit frcmder 
Proteine. 

4. Hiimoglobin-Bes t immung 
a) Eine abgewogene Menge (etwa 50 mg) feuchtes Oxyhiimoglobin wurde im Reagens- 

glaa mit 1.5 ccm konz. eisenfreier Salpetersiiure erwiirmt, dann gekocht und mit einigen 
Tropfen Perhydrol entfiirbt. Lichtelektrisch-kolorimetrische Eisenbestimmung mit Sulfo- 
salicylsiiure nach L. Lorber”). 

b )  Die Hiimoglobinlosung wurde durch Erwiirmen rnit 0.1 nHCl denaturiert und nach 
M. Kiesea) lichtelektrisch-kolorimetrisch als Hamochromogen bestimmt. Shtt Ammo- 
niak wurde Pyridin zugesetzt, das ein bestandigeres und intensiver gefiirbtes Hiimo- 
chromogen ergibt. Vcrgleich mit Hamochromogcn aus rcinem Hiimin. 

Die Methode a) wich bei mehreren Messungen desselben Priiparates um hochstens 
4.4% vom Mittelwert ab, Methode b) um hochstens 1.5%. Auch die Abweichungen der 
beiden Methoden voneinander uberschritten diese Yehlergrenze nicht. 

5. A k t i  v i t a t s  mess  u n g  
Es wurde die MeBmethode von W. L a n g e n b e c k ,  R. H u t s c h e n r e u t e r  und \Y. 

R o t t i g s )  angewandt, die von der Methode von R.. Wil ls t i i t t e r  und A. S to l lg)  nur 
wenig abweicht. Sie beruht auf der Bildung von Purpurogallin aus Pyrogallol bei Oo 
(Acetat] uffer). Das Purpurogallin wird nach 15 Min. ausgelthert und lichtelektrisch- 
kolorimetrisch bestimmt. Die noch feuchtcn Oxyhamoglobin-Kristalle oder die wiiBr. 
Losungen wurden entsprechend ihrem vorher analytisch hestimmten Hiimingehalt (8.0.) 

von 0.1 mg eingewogen. Eine kinetakche Messung zeigte, dalJ unter diesen Redingungen 
nach 15 Wn. der Reaktionsverlauf noch linear kt. 

~ ~ ... ~- - 

$0. Egon Stahl: ffber das Cham-Azulen und dessen Vorstufen, 
11. Mitteil.*) : Ch’am-Azulencarbonsaure aus Kamille**) 

[Aus dem Rotanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe] 

(Eingegangen am 12. Februar 1954) 

Aus proazulenhaltigen Kamillenauszugen wurde eine kristalline, 
blaue Azulencerbonsiiure erhalten und ihre Identitat mit der aus 
Schafgarbe isolicrten Saure bcwiesen. 

Beim Erwarmen einer angesauerten Proazulenanreicherung***) aus Ka- 
mille tritt nach kurzer Zeit eine blaue Triibung auf. Die blaue Substanz laDt 
sich mit Ather ausschutteln und aus der Atherphase mit waBrigem Alkali zum 
groBen Teil wieder entziehen. 

’) Biochem. Z. 181,391 119271. 
8 )  Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 204,199 [1947). 
9)  Liebigs A n n .  Chem. 416,21 [1918]. 
*) I. Mitteil.: E. S t a h l ,  Chem. Ber. 07,202 [1954]. 

**) Herrn Prof. Dr. K. Bodendorf  danke ich fur die Durchsicht der Arbeit und das 
Interesse, das er ihr zuteil werden lieB. 
***) Die Behandlung mit Alkali - in gleicher Weise wie bei Schafgarbe*) durchgefiihrt - 

ergibt keine rotbraune Farbe, keinen blumigen Geruch und beim nachfolgcnden Ansiiuern 
auch keine Blaufiirbung. 


