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82. Elektrochemiseh-konstitutive Beziehungen beim Haemoglobin
von Wolfgang Pauli und Walther Sehwarzacher.
(10. IV. 45.)

Die folgenden Versuche am hochgereinigten Haemoglobin (Hb)
wurden seinerzeit!) im Zusammenhange mit einer Folge systemati-
scher Untersuchungen an anderen wasserloslichen Proteinen?) aus-
gefiihrt. Da jedoch auch seither keine den gleichen Zielen ganz ent-
sprechenden Beobachtungen von anderen Autoren vorliegen und die
Beziehungen zu den Erfahrungen mit anderen Eiweisskorpern einer
weiteren Ausgestaltung giinstige Aussichten bieten, erschien die Be-
arbeitung derselben angezeigt. Auch hier stand nach der Herstellung
eines weitgehend elektrolytfreien, in keiner Weise denaturierten
Ausgangsmaterials dessen physikalisch-chemische Charakterisierung
sowie dessen genau definierte Proteinsalzbildung — unter Vermeidung
jeder elektrochemischen Verzerrung oder Komplikation durch Ver-
wendung von Puffern — im Vordergrund. Dabei hat es sich erwiesen,
dass hierin dem Hb unter den Proteinen eine gewisse Schliissel-
stellung zukommt. Die Reinigung desselben lésst sich ndmlich — nach
der Xrystallisation — mittels Elektrodialyse (ED) und Elektro-
dekantation (EDek) bei voller Schonung des Oxyhaemoglobins leicht
bis zur elektrischen Leitfihigkeit eines reinen destillierten Wassers
durchfithren, und diese Hb-Loésung besitzt eine Eigenreaktion, die
praktisch mit der H--Aktivitdt des reinen Wassers von 20° C zu-
zusammenfillt. In diesem Bereich liegt auch (pyg = 6,85-6,95,
G. 8. Adair®) der isoelektrische Punkt des Hb. Das ergibt wiederum
eine bisher von keinem anderen Protein bekannte strenge Symmetrie
der Salzbildung bei nicht zu hohem Zusatz von starken Siuren oder
Basen, welche dem in dieser Arbeit angestrebten Vergleich von posi-
tiven und negativen Eiweissionen gleicher Grosse und Ladung in
elektrochemischer wie in konstitutiver Hinsicht iiberaus zustatten
kommt.

Reinigung des Haemoglobins. 3 1 frisches Aderlassblut des
Pferdes werden mit Ringer-Citratlosung iiber Nacht klar absedimen-
tiert, mit 0,75-proz. Kochsalzlosung zu gleichen Teilen versetzt in

1) In den Jahren 1922/23. Ausser gelegentlichen kurzen Hinweisen bisher unver-
6ffentlicht.
%) Pauli und Mitarbeiter, Literatur in Pauli-Valko, ,,Kolloidchemie der Eiweiss-
koérper*’, Dresden-Leipzig 1933.
%) G. 8. Adair, Proc. Roy. Soc. London [A], 120, 573 (1928); vgl. auch R. M. Ferry,
J. Biol. Chem. 57, 819 (1923).
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der Kilte absitzen gelassen und der klar abgetrennte Blutkérperchen-
brei, mit wenig Wasser gemischt, unter Erwéirmen auf 30° C mittels
weniger Tropfen Ather himolysiert. In der tritbungsfreien, rubin-
roten, in eine Kiltemischung gestellten Losung ist die Krystallisation
(lange rhombische Nadeln) nach 12 Std. vollendet. Die Krystalle
werden mit eisgekiihltem Wasser wiederholt abgenutscht und noch-
mals umkrystallisiert. Die damit bereitete dunkelrote Ldsung zeigt
verdiinnt das typische Oxy-Hb-spektrum. Bei Verwendung frischen
defibrinierten Blutes an Stelle des Citrat-versetzten und folgender
Entfernung des Serums durch Waschen mit 0,75-proz. Kochsalzlésung
in der Zentrifuge war das Ergebnis der Krystallisation vollig gleich.
Der gelsste Blutfarbstoff wurde darauf im Faltendialysator?) in
55 Std. bis zur Leitfihigkeit » ~ 1 x 10~4 r. O. gebracht und darauf
im mittleren Pauli-ED-Apparat allmidhlich auf 220.V Elektroden-
spannung ansteigend, am Schluss noch bei 440 V der ED unter-
worfen. Im Anfange kommt es zur Schichtung (EDek), worauf die
klare Oberschicht durch reines Wasser unter Mischung ersetzt wird.
Nach 60 Std. ED resultierte eine klare Losung, deren x zwischen
2,3—-5 x10-% r. 0. lag. Beim rtuhigen Stehen an der Luft unter
Toluol erfolgt ein Leitfihigkeitsanstieg um eine Gréssenordnung auf
10-% r. O. Dieser bei allen hochgereinigten Eiweisslosungen von
Pauli und Mitarbeitern beobachtete zeitliche Anstieg geht auf die
Reaktion mit dem Luftkohlendioxyd zuriick und ist mittels ED vollig
reversibel. Eine hochgereinigte Hb-Losung zeigt keine Elektro-
schichtung. Diese tritt nur bei der minimalen anfinglichen Siuerung
infolge der geringeren Durchlissigkeit der negativen Membranen fiir
Anionen auf. Der Gehalt an Hb betrug 4-59. Die H--Aktivitit
reiner Proben bewegte sich zwischen py = 7,048 bis 6,9, also bei
1 x 10-"-n., wihrend sie beispielsweise fiir das noch am néchsten ste-
hende Pseudoglobin?) im Bereich 0,959, bis 5,49 % von ag = 7,3 x10-7
bis 1,31 x 10-%-n. (pg = 6,136 bis 5,88) anwichst.

Samtliche potentiometrischen H'-Bestimmungen wurden mit der rotierenden H,-
Elektrode3) ausgefiihrt, die den Vorzug besitzt, auf der alkalischen Seite eine Stérung
durch Carbonatbildung weitgehend auszuschalten. Die Werte sind auf 20°C bezogen.
Die Cl-Aktivititen wurden in Serien von 3—5 Calomelektroden vorgenommen und nach
Bedarf wiederholt. Alle Leitfahigkeitsmessungen bei 25° £ 0,01° C. Fiir die Berechnung
des frei gebliebenen Sdure- oder Laugenanteils dienten die gut reproduzierbarent) Be-
stimmungen der Aktivitatskoeffizienten von (. Scaichard®). Beziiglich der Berechnung
der vom Hb aufgenommenen oder abgegebenen Protonen (Siéure- oder Laugenbindung)

und der Grenzen ihrer Zuverlissigkeit vgl. die Darstellung bei Pauli-Valko 1. c. Die Aus-
schaltung des Diffusionspotentials mittels ganz gesittigter KCl-Losung wird hier nicht

1) A. Erlach und Pauli, Koll. Z. 34, 213 (1924).

%) v. Klobusitzky und Pauli, Bioch. Z. 260, 201 (1933).

3} Pauli und J. Matula, Koll. Z. 21, 49 (1917).

4} Paulv und H. Wit, Bioch. Z. 174, 308 (1926); Pauli mit J. Frisch, Bioch. Z. 202,
337 (1928).

5) G. Scatchard, Am. Soc. 47, 696 (1925).
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nur durch die niedrigen H*(OH')-Aktivitaten, sondern auch durch den stark herabsetzend
wirkenden gegenlaufigen Beweglichkeitsunterschied von Proteinion und Gegenion besonaers
begiinstigt. Viskosimetrische Messungen wurden mit passenden W¢. Ostwald’schen
Kapillarviskosimetern bei 25°C vorgenommen.

1. Zunéchst wurde mittels abgestufter Zugabe starker Siure die
Hochstzahl der verfiigbaren Proton aufnehmenden, also positiven,
sowie durch Laugenzusatz die der Proton abgebenden, negativen
Gruppen in der wiederholt beschriebenen Weise potentiometrisch
ermittelt.

Diese entstammen im wesentlichen seitenstindigen Amino- bzw. Carboxyl-Gruppen
in die Peptidketten eingebauter Diamino- bzw. Dicarbonsiuren, wobei die letzten und
schwichsten erst in erheblichem Siure- oder Laugeniiborschuss zur Reaktion gelangen.
Wiahrend demgemass bei Beginn des Zusatzes praktisch die ganze Saure oder Lauge zur
Bildung des Hb-Salzes verbraucht wird, so dass z. B. die anwesenden Halogenionen der
Saure oder die Alkaliionen der Base als Gegenionen fast zur Géinze der einsinnigen Protein-
ladung zugehdren, besteht in hsherem Saure- oder Laugengehalt neben dem hochwertigen
Kolloidion ein Uberschuss an solchen einwertigen Gegenionen, welcher zu deren gestei-
gerten Inaktivierung und Assoziation fiihrt. Diese Erscheinung beherrscht dann das Bild
in den hohen Séure- oder Laugenkonzentrationen, wihrend der geringe weitere Zuwachs an
Eiweissladungen daneben zuriicktritt.

In der folgenden Tabelle I finden sich bei steigendem HCl-
Zusatz n. die Daten der jeweiligen Normalitdt der Proteinionen n*t
einer 1,84-proz. Hb (stets Endkonzentrationen nach der Mischung)
mit den potentiometrisch ermittelten H--Aktivititen a und den zum
Ableiten der neben dem Proteinsalz vorhandenen freien Siure be-
niitzten Aktivitatskoeffizienten fay angefiihrt.

Tabelle I,

1,849 HbMI+HCI (Fig. 1).
n. HCl fop x 10 I alf 103
0,001 967 6,644 | 2,27x1077 1,0
0,0025 948 5839 | 1,45x107¢ 2,5
0,005 932 5,034 | 9,24x107° 4,99
0,0125 907 3,951 | 1,12x107% | 12,376
0,025 878 2,796 | 1,6 x10-% | 23,18
0,05 863 1,747 | 1,19x10°2 | 29,2

In einer anschliessenden Tabelle 1T sind die gleichen Daten fir
ein anderes Hb'V angegeben, dessen Gehalt sich indirekt mit geniigen-
der Sicherheit zu 1,96 %, (Endkonz.) bestimmen liess?).

1) Ein offenkundiges Versehen in den Versuchsprotokollen konnte nachtriglich leicht
richtiggestellt werden. Es betraf die Angabe 1,7842 g Hb auf 20 cm?, was in unserer
Tabelle II zu einer Endkonzentration 4,45% fiihren wiirde. Das ergibe den unméglichen
Wert 681075 n. statt 156 x 10~° maximal gebundenes H' je 1 g Hb, wie er sich aus
Tabelle I und II und in Ubereinstimmung mit einer nach unseren (unversffentlichten)
Messungen erschienenen Bestimmung von K. Feliz und 4. Buchner (siehe unten) ableitet.
Ein weiterer Anhalt ergibt sich aus den Reihendaten der Viskositidt mit steigendem Saure-
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Tabelle II.
1,96% Hb+ HCI (Fig. 1).

n. HCl fag x 10 g ay ol 10
0,004675 932 5,15 7,05 x 1079 4,67
0,01 921 4,11 7,73x10-3 9,92
0,02 887 3,44 3,63x10~4 | 19,6
0,03 875 2,60 2,51x10% | 27,133
0,04 870 2,03 9,31x10-3 | 29,3
0,05 863 1,756 | 1,76x10~2 | 29,6

Eine anschauliche Darstellung des Ganges der Normalitit n'Z
der Hb-ionen abhingig von der zugefiigten Salzsiure geben die ent-
sprechenden Kurven I und IT in Fig. 1, welche auch zeigen, dass
die beiden Kurven sehr nahe beieinander liegen, entsprechend dem
geringen Unterschied im Hb-Gehalt.
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Fig. 1.
nIL.Normalitat des Hb-Salzes.
T 1,84% Hb+HCL, II 1,96% Hb+HCL, IIT 1,84% Hb+KOH, LiOH

In der folgenden Tabelle IIT sind die Normalitdten n™ des Hb-
Salzes mit steigendem Laugezusatz fir KOH und LiOH wieder-
gegeben. Daneben finden sich die Aktivitdtskoeffizienten faC®, die
— z. T. durch graphische Intrapolation abgeleitet — zur Ermittlung
der frei gebliebenen Lauge aus der gemessenen ajl (fiir 20° C aus pg
berechnet) dienten. Der Rest n! =n —all /fa%" stellt die durch
Protonabgabe seitens des Hb neutralisierte Lauge dar.

zusatz. Das Viskositdtsmaximum lag fiir 1,849, HbIT pei 0,025-n. HC, fiir HbIV bei
0,03-n. HCI und in spiteren Versuchen von Pauli [mit Blank, Bioch. Z. 202, 337 (1928)]
fiir 2,37% Hb bei 0,04-n. HCL. Auch darnach miisste Hb!Y nahe 2%, liegen. Setzt man oben
statt 1,7842 g die Angabe 0,7842 g, dann gibt das in bester Ubereinstimmung mit allen
Versuchsreihen den Wert 1,96% HbV fiir Tabelle II.
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Die Frage der Vernachlissigung eines stirker storenden Einflusses der Gegenionen-
aktivitit des Kolloidions auf die mittlere Aktivitit der Gegenionen der Mischung wurde
bei fritheren Gelegenheiten (Pauli-Valko 1. c., S. 37) eingehend erértert. In den niederen
Laugenzusitzen zeigen die Ergebnisse fiir die hier mogliche Breite der fa-Werte nur ge-
r'nge Unterschiede. Bei hohem Laugen- (oder Saure-) Uberschuss kommt es zu einer
teilweisen Anlagerung der Gegenionen des Hb, so dass der freie Rest das mittlere fa der
Gegenionen in der Losung relativ wenig beeinflusst. Dem Einfluss wird bis zu einem ge-
wissen Grade durch Verwendung des auf die Gesamtkonzentration der Gegenionen be-
zogenen Aktivititskoeffizienten Rechnung getragen. Das Verfahren von X. Feliz (1. c.),
bei dem das py in freier Lauge oder Saure sowie in Anwesenheit von Hb bestimmt wird
und die Differenz der zugefiigten Saure oder Lauge fiir das gleiche py; als vom Hb neutra-
lisiert gilt, geht, ohne zu grésseren Abweichungen zu fithren, in der Vernachlissigung
noch weiter, indem die zum Hb gehérigen Gegenionen unberiicksichtigt bleiben. Im
Grunde ist dieser Weg analog dem von P. S. Lewts') in Anlehnung an das von L. Harris
fiir einfache Aminosiduren angegebene Verfahren beim Hb gewihlten. Hier wird jedoch
in Anwesenheit von Ammoniumsulfat und wechselndem Zusatz von Schwefelsiure mit
und ohne Hb potentiometrisch titriert und die erste Reihe auf die korrespondierenden
Punkte der zweiten bezogen.

Tabelle III.
1,84% Hb (Fig. 1).

£ 8 . 1 S
n. KOH 301}:))(10 a.(I)IH n™x 10-3n. LiOH a(I)IH nllx 10-3|1 5*1)0 :
0,0025 955 2,71 X108 2,5 0,0025|1,42x10-% 2,5 2,5
0,005 929 1,37 x10-3 4,985 | 0,005 (6,79 x10~% 4,93 4,956

0,0125 892 1,93 x10-% 1 12,28 0,0125(7,35%x10~4| 11,63 11,95
0,025 856 4,77 x10-3} 19,43 0,025 [5,5 x10~®| 18,58 19,00
0,05 812 2,275%x10-2 1 21,98 0,05 [2,27Tx107%; 22,04 22,01

*) Von einem Unterschiede der fa fiir KOH und LiOH konnte in diesen Kon-
zentrationen abgesehen werden.
**} Mittelwerte fiir beide Losungen.

Wie Tabelle TIT zeigt, fallen die abgeleiteten Normalititen n™ des
Hb-Salzes fiir beide Laugen nahe zusammen. In Fig. 1 sind die ge-
fundenen Werte n'™ eingetragen, die Kurve IIT stellt dort den
Gang fir beide Alkalilaugen dar.

Man kann nun aus den n™-Werten fiir Sdure und Lauge und dem
Hb-Gehalt die Hochstzahl der so nachweisbaren Proton auf-
nehmenden bzw. abgebenden Gruppen je 1 g Hb ableiten, wie dies
fiir eine Reihe von Proteinen in fritheren Arbeiten?) geschehen ist.
So bestimmt sich als oberer Grenzwert der H--Aufnahme 156,5 x10-°%-n.
fiir 1 ¢ Hb im Mittel aus, 159 x 10-5-n. (Hb™) und 154 x 10-5-n. (HbV).
K.Felizund A. Buchner3) fanden am 1-proz. Hb den Wert 156 x10-5-n.
Fiir unsere Laugen ermittelte sich das Maximum der Protonabgabe

1) P.§. Lewis, Biochem. J. 21, 46 (1927).
2) Literatur bei Pauli-Valko, Kolloidchemie der Eiweisskorper, 1933, Dresden-
Leipzig.
3) K. Feliz und A. Buchner, Z. physiol. Ch. 1T1, 276 (1927).
41b
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126 x 10-3-n. je 1 g Hb wieder in vorziiglicher Ubereinstimmung mit
der Angabe 127 x 10-%-n. bei K. Felix.

Aus den Messungen von P. S. Lewts (l. c.) wiirden sich fiir die von ihm verwendete
Schwefelsiure und Ammoniumsulfat 146,4 X 10~5-n. und fiir Natronlauge 95,4 X 10~5-n.
je 1 g Hb Hochsthindung berechnen. Im ersten Falle kénnte das Titrationsergebnis durch
den hohen Gehalt an zweiwertigen Gegenionen merklich beeintrichtigt worden sein.
Die Titration mit Lauge erfolgte in Anwesenheit von Ammoniumsulfat nach dem Formol-
verfahren Sérensen’s und liefert ein vollig abweichendes Resultat. Die bemerkenswerten
Untersuchungen von B. Hastings, D. D.van Slyke und Mitarbeitern') betreffen vor
allem gewisse Unterschiede von reduziertem Hb und CO-Hb und stehen auch wegen ihres
geringeren P -Bereiches mit unseren Versuchen nur in entferntem Zusammenhang.

Die n-Kurven gestatten fiir jeden Punkt der steigenden Siure-
oder Laugenzugabe die zugehorige Normalitit des positiven oder
negativen Hb-ions abzulesen. Aus dem Gehalt und dem Molekular-
gewicht M des streng monodispersen Hb (M = 69000, G. S. Adar,
The Svedberg) kann ferner die Ladungszahl Lz der Teilchen ab-
geleitet werden, und zwar sowohl das erreichbare Ladungsmaximum
wie auch die Tonenwertigkeit zu jedem n'-Wert.

Dem Trockengehalt ¢ (g/L) entspricht eine Molaritit m = ¢/M,
was eine Hb-Wertigkeit Lz = n!'!/m ergibt. Da, vom Grenzwert der
Teilchenladung abgesehen, fiir das Protongleichgewicht eine merk-
liche Verteilung nach beiden Seiten anzunehmen ist, werden im all-
gemeinen die Lz mittlere Ionenwertigkeiten darstellen. Fiir unser
1,84-proz. Hb™ ermittelt sich m = 2,667 x 10~ Beistehend folgt
eine Tabelle mit den berechneten Werten fiir die optimal verfiig-
baren positiven bzw. negativen ionischen Gruppen je 1 ¢ und der zu-
gehorigen maximalen Lz je Teilchen fiir einige wasserlosliche Pro-
teine ?).

Tabelle IV.

i max.H- Aufn./max. H--Abg.| neg. max. | max.

Protein M jelg,n.x10%je 1 g,n.x10% pos. Gr. Lz- Lz’
Ovalbumin . . . 44 000 110 134 1,22 48 59
Seralbumin . . . 70000 148 159 1,08 102 110
Pseudoglobulin . | 167 000 148 126 0,36 247 213
Himoglobin . . 69 000 156 127 0,81 108 87

Darnach zerfallen je nach dem Uberwiegen der optimal verfiig-
baren negativen oder der positiven ionischen Anteile diese Proteine
in zwei Gruppen. Das Hb gehért mit dem Pseudoglobulin zu den
starker positivierbaren, die zugleich ohne jeden Zusatz kationisch
wandern, wihrend elektrolytfreies Ovalbumin und Seralbumin an-
ionisch tiberfiihrt werden. Uber die elektrochemisch-konstitutiven

1) B. Hastings, D.D.van Slyke, J. M. Neill, M. Heidelberger, C. R. Harington,

J. Biol. Chem. 60, 89 (1924); B. Hastings, C. D. Murray, M. Hetdelberger, ebenda 61,
317 (1924).

%0 (lgio?ezﬁgh'ch d. Mol.-Gew. vgl. H. Neurath, Colloid Cold Spring Harbor Symp. 8,
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Beziehungen bei verschiedenen Proteinen im Vergleich mit Hb
konnen am Schlusse nur einige Andeutungen folgen. Sie werden
einer anderweitigen niheren Erérterung vorbehalten.

Die kathodische Wanderung des Hb erfolgt im Pauli-Landsteiner-Uberfithrungs-
apparat selbst mit 220 V (Uberschichtung mit dest. Wasser oder Zusatz und Uberschich-
tung mit 2 X 107%.n. KCl) nur zu einem sehr kleinen Bruchteil, der nach 2 Stunden als
zart rosa gefdrbter, schmaler Saum an der kathodischen Seite eben erkennbar wird.
Ebenso wie fiir die kathodische Wanderung von Pseudoglobulin gentigt zu deren Unter-
driickung die geringe Menge CaS0,, die sich darin lésen lisstl). Dieses Verhalten kénnte
auf eine merklich bevorzugte interionische Wechselwirkung (Anlagerung) von SO,”
gegeniiber Ca'~ mit dem zwitterionischen Hb hinweisen (s.u.). Einer weitergehenden
elektrochemischen Vergleichbarkeit von Hb und Pseudoglobulin steht jedoch der Unter-
schied der Molekulargewichte entgegen, der es bewirkt, dass bei sehr naher oder tiberein-
stimmender Protolyse die Ionenwertigkeit der Pseudoglobulin-Teilchen fiir das gleiche n!!!
fast 2%, mal so gross ist wie die des Hb. Das macht sich schon bei niederem n!!! elektro-
chemisch sehr stark geltend.

2. An einer Reihe wasserloslicher Eiweisskorper war gezeigt
worden?), dass der Gang ihrer Viskositit mit stetig steigendem
Siurezusatz einen starken Anstieg erfihrt, durch ein Maximum geht
und wieder abfillt. Bestimmungen der Aktivitit der Gegenionen
(Chlorion des Proteinchlorids bei Salzsiurezusatz) lehrten, dass der
Gang der Viskositit ein gewisses Abbild der Ionisationsverhiltnisse
des Proteinsalzes darstellt, wie der parallele Verlauf der Aktivitit
der zugehorigen Gegenionen, seiner Leitfiihigkeit, seines osmotischen
Druckes sowie der Wanderungsgeschwindigkeit der Proteinionen er-
kennen lassen. Der gleiche Parallelismus lidsst sich auch am Hb
nachweisen. Dariiber belehrt die anschliessende Tabelle V und die
zugehorige Figur 2.

In der Tabelle sind fiir Hb'" (1,96%) neben n, n'™, all, auch die C1'-Aktivitaten agy.
das zum Protein gehérende Cl’(a.glI = agl—ag) ferner die nach Abzug der %O von 5!
auf das Hb-Chlorid entfallende Leitfahigkeit %L sowie die rel. Viskosititen % angegeben.
Die Ableitung von %y, kann, wie bei fritheren Gelegenheiten ausgefiihrt, einer graphischen
Darstellung der gemessenen ayy und x entnommen oder unter Verwendung der Leit-
fahigkeitskoeffizienten fA erfolgen.

Tabelle V.
HbY 1,96-proz. + HCL
n. HCOl |nfx10 aff t e eix10% [alilx 108 | #Ix 107 | Xx 108 5
0,004 675 4,67 7,06x1078 | 4,13 » 4,13 0,384 3,82 | 1,10
0,01 9,92 7,73x10-% | 8,17 | 8,09 0,775 741 | 1,14
0,02 19,6 3,63%x10-4| 14,5 14,14 1,47 13,06 | 1,36
0,03 27,133 2,51x16-3| 19,9 17,39 2,78 16,3 1,58
0,04 29,3 9,31x10-3| 25,0 15,69 5,57 13,5¢ | 1,39
0,05 29,6 17,6 x107| 31,4 | 138 8,21 1,77 1,23

1y Pauly und Th. Stenzinger, Bioch. Z. 205, 71 (1929).
2) Literatur bei Pauli-Valko, 1. c., S. 238.
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Fig. 2.
1,96% Hb+ HCI, 7-Viskositit.
ali! = CF-Aktivitat von Hb-Cl.  »'! = sp. Leitfahigkeit von Hb-Cl.

Die Ubereinstimmung im allgemeinen Verlauf von Viskositit,
Gegenionenaktivitit alll sowie der Konduktivitit »™' des Protein-
chlorids und in der Lage der Maxima sind der Tabelle V und Fig. 2 un-
mittelbar zu entnehmen.

Uber die Viskosititsverhiltnisse bei Laugenzusatz zu Hb™!
(1,84 9,) orientiert an Messungen mit LiOH die néchste Tabelle VL.
In Fig. 3 sind die » und »™-Werte fiir das Haemoglobinat einge-
tragen. Der Gang iiber ein gleich gelegenes Maximum ist auch hier
deutlich erkennbar.

Tabelle VI.
HbM 1,849 +LiOH, 5 = 1,058.

n. LiOH | n™x108 ally xIx10% | K MEx104 7
0,0025 2,5 1,42x10°5 1,40 1,40 1,079
0,005 4,93 | 6,79x10-5 2,94 2,94 1,096
0,0125 11,63 | 7,35%x10~% 8,61 7,69 1,134
0,025 18,58 | 55 x10-3 21,9 10,74 1,285
0,05 22,04 | 227x1072 63,5 4,04 1,273

Die zugehorigen Kurven der Fig. 3 lassen auch fiir die Bildung
der negativen Hb-Ionen am Verlauf von '™ die Beziehung zwischen
Viskositatsanstieg und Ionisation anschaulich hervortreten, wie dies
vor lingerer Zeit analog an der Laugenbindung von Ovalbumin
(Pauli und J. Frisch)!) gezeigt worden war. Die Uberschreitung des

1) Bioch. Z. 202, 337 (1928).
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Maximums erscheint hier an den Uberschuss der Gegenionen ge-
kniipft, welcher nahe vor dem Absehluss der Protonabgabe, also der
optimalen Feldstirke des Proteinions mit dem weiteren Laugen-
zusatz jih anwéchst und zur gesteigerten Inaktivierung und Asso-
ziation der Alkaliionen an das Hb-Jon fithrt. Es handelt sich zu-
nichst um zwei Hauptphasen des Viskosititsverlaufes, Anstieg und
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Abfall, der erstere imn Zusammenhang mit dem Gange der wachsen-
den Aufladung des Proteinions, der letztere mit einer anschliessenden,
gesteigerten interionischen Wechselwirkung im #usseren Felde des-
selben.
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Fig. 4.
7 von 1,84% Hb+HCI und 1,84% Hb+LiOH bezogen auf n*%.

3. Die folgenden Beobachtungen am Hb geben erstmalig
direkte Anhaltspunkte fiir eine Zweiteilung des Mechanismus
des Jonisationseffektes auf den Viskosititsanstieg bei
einem Protein. In Fig. 4 ist fir 1,84-proz. Hb der Gang der Viskositit
abhingig von der Normalitit (n™) der positiven bzw. negativen
Hb-Ionen mit steigendem HCl- bzw. LiOH-Zusatz aufgetragen.
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Daran lisst sich feststellen, dass fiir beide Fille zunéchst ein sanfter
Anstieg besteht, der jedoch bei einem bestimmten Punkte fast
knickartigc in eine steile Erhebung iibergeht, wobei der Winkel
gegen die Abszisse von etwa 27° auf 70° umschligt. Dieser Knick
liegt fiir die Sdure bei n! ~ 0,005, fiir die Lauge bei n™ ~ 0,012.
Bis zu dem ersten Punkte fallen die n-Kurven der positiven und
negativen Hb-JTonen praktisch zusammen. Er entspricht etwa 26 posi-
tiven Ladungen, der Knick in der Laugenkurve ungefihr 47 nega-
tiven Ladungen je Hb-Teilchen. Es gibt somit in unserem Falle einen
kritischen Wert der Teilchenladung, bei dessen Uberschreiten
eine rapide Erhohung des fiir » wirksamen Teilchenvolumens ein-
setzt, das bis dahin nur eine allmiihliche Vermehrung erfuhr. Dieser
kritische Punkt bedeutet beim positiven Hb-Ion etwa 1/, beim
negativen etwas iiber 1/, der erreichbaren Héchstladung. Somit be-
steht zugleich eine stirkere Empfindlichkeit von » oder des dabei
wirksamen Ionenvolumens seitens des positiven verglichen mit dem
negativen Hb-Ion, ein Hinweis auf eine zu prifende Verschiedenheit
(s. u.) in Bau oder Anordnung der beiden Ionen auch im Falle der
Gleichheit der Ladungszahlen (Lz) der Hb-Teilchen. Hier handelt es
sich um ein Anfangsgebiet der Siure- oder Laugenwirkung bei einer
H'- bzw. OH’-Aktivitit der Grossenordnung 10-¢ bis 10-%n., fir
welches weder ein Teilchenzerfall noch eine Teilchenaggregation
(Koagulation) in Frage kommt.

Als Ursache fiir den beim Ubergang in die einsinnig ionische Form eintretenden
Viskositatsanstieg wurde von Pauli vor lingerer Zeit auf die gesteigerte Hydratation
und deren topische Anordnung hingewiesen, indem dieselbe zum Unterschiede von der
zwitterionischen Form zugleich weiterreichende Solvathiillen schafft. K. H. Jeyer und
H. Markl) haben dann auf die Bedeutung der begleitenden Gestaltinderung der Protein-
teilchen infolge der innermolekularen, ionischen Abstossungskrafte hingewiesen, welche
den Ubergang aus einer geknduelten in eine gestreckte Gestalt der Hauptvalenzketten
bewirken, eine Annahme, die wohl fiir zahlreiche Hochpolymere zutreffen diirfte, bei
den Eiweissteilchen, die nach allen Erfahrungen komplizierterc Assoziate von Ketten dar-
stellen, einer entsprechenden Abdnderung bedarf. G. Ettisch und G. Schulz?) haben das
Prinzip der Gestaltinderung durch die intraionische Abstossung {ibernommen, indem sie
eine biindelweise Anordnung paralleler Hauptvalenzketten zugrundelegen, welche durch
die Abstossung ihrer ionischen Gruppen gelockert werden bis zur Abspreizung der Ketten,
wobei diese jedoch an einzelnen Stellen verbunden bleiben.

Unser Befund eines kritischen Wertes der elektrischen Auf-
ladung des Hb, dessen Uberschreiten nach einem anfinglichen, sanften
zu einem steilen Anstieg der Viskositdt fithrt, wiirde entschieden
einer Zweiteilung des zugrundeliegenden Mechanismus entsprechen
und zugleich eine Vereinigung der angefiihrten Gesichtspunkte der
verschiedenen Autoren zulassen. Erst sobald die intraionische Ab-
stossung ein gewisses Ausmass erreicht, kime es hier zur Uber-

') K. H. Meyer, Bioch. Z. 214, 253 (1929); K. H. Meyer und H. Mark, Der Aufbau

der hochpolymeren organischen Naturstoffe, Leipzig 1930.
%) G. Ettisch und G. Schulz, Bioch. Z. 239, 48 (1931).
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windung der assoziierenden Kohésivkrifte im Proteinteilchen, wobei
mit Wahrung eines gewissen Zusammenhaltes — unter Eintritt und
Blockierung von Wasser — eine betrichtliche Volumvermehrung und
damit der jihe Anstieg von » einsetzt. Vor Erreichung dieses Punktes
wire nur die fortschreitende Teilchenhydratation im Sinne der
obigen Ausfiihrungen ohne Desassoziation der Hb-Molekel wirksam.
Die Kohisivkrifte im Hb-Teilchen konnen mannigfacher Art sein
und sich im weiten Feld einerseits von zwitterionischer, elektro-
statischer Wechselwirkung zu dipolischer Anziehung bis zur Quadru-
polbildung, anderseits von van der Waals'schen Kriften bis zu ort-
licher, mehr oder minder loser Briickenbindung bewegen. Die aus-
geprigte Zweiteilung im Ablauf des intraionisch bedingten Viskosi-
titsanstieges, und zwar sowohl fiir die negative wie fiir die positive
Aufladung bildet anscheinend eine bemerkenswerte Besonderheit
des Hb, doch haben sich anschliessend gewisse Analogien im Ver-
halten anderer Proteine (s. u.) nachtriglich feststellen lassen.

Einen hervorhebenswerten Umstand bedeutet der Unterschied
im Viskositdtsbild bei positiver Aufladung gegeniiber der
negativen, bei gleicher Wertigkeit des Hb-Ions (n™). Der jihe
Anstieg des » setzt im ersten Falle nicht nur schon bei weniger als
der halben Wertigkeit ein wie im zweiten, sondern erreicht auch eine
mehr als ‘doppelte Hohe. Man koénnte zunichst als Erkldrung dafiir
eine gesteigerte interionische Wechselwirkung des negativen Hb-
Tons mit seinen Gegenionen in Betracht ziehen, welche zur stéirkeren
Abnahme der Aktivitits- und Leitfihigkeitskoeffizienten und — durch
die gesteigerte Inaktivierung und Anlagerung der Gegenionen — auch
des innermolekularen Yonisationseffektes im Hb fithren wiirde. So-
weit die bisherigen Erfahrungen reichen, lehren sie jedoch, dass im
Gegenteil gerade beim negativen Hb-Ion die korrespondierenden
Abweichungskoeffizienten der Gegenionen hohere Werte aufweisen
als beim positiven Hb-Ion. Auch der dritte Teil der Viskositétskurve,
deren Absinken im Uberschuss der zugesetzten Sdure oder Lauge,
verweist im Falle der negativen Hb-Ionen mit seinem sanfteren Ab-
stieg nur auf eine geringere Wechselwirkung mit den Gegenionen.
Man wird demnach noch mit anderen Erklirungsmoglichkeiten fiir
den unterschiedlichen Viskositidtsverlauf bei positiven und negativen
Hb-Ionen zu rechnen haben (s.u.).

4. Unter giinstigen Umstéinden konnen, wie das folgende Bei-
spiel lehrt, dem Verlauf der Viskositét wertvolle Unterlagen fiir ander-
weitige gesetzmissige Beziehungen entnommen werden. Der Gang
der n"™-Werte mit steigendem Laugenzusatz (Tabelle III, Fig. 1)
zu Hb zeigt fiir KOH und LiOH eine weitgehende Ubereinstimmung,
zugleich fallen auch die korrespondierenden »-Daten praktisch zu-
sammen (Fig. 2). Da in diesem Bereich die Unterschiede im # der
nahe gleichen, freien Laugenanteile vollig vernachlissigbar sind,
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darf aus der Ubereinstimmung der #-Werte der Schluss auf die
gleichen Gestalt- und Hydratationsverhiltnisse der gleich-
wertigen Hb'-Ionen (fir dasselbe n') bei K- oder Li' als Gegenion
gezogen werden. Das wiirde zugleich besagen, dass unter diesen Um-
stinden sowohl die Grenzbeweglichkeit v_ des Hb’-Ions, wie auch
dessen interionische Wechselwirkung mit diesen Gegenionen, also die
auftretenden Leitfahigkeitskoeffizienten fAi gleich sein werden. Da
nun in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen an anderen Proteinen
fiir die Beweglichkeiten auch des hochstwertigen Hb-Ions nur missige
Werte (bis hochstens 30) zu erwarten sind, dagegen deren Unter-
schied zwischen K (u¥ = 73,52) und Li (ul! = 38,69) betrichtlich
ist, wire fiir jede gegebene Normalitdt (n'!) und Leitfihigkeit
(#) des Hb-Salzes der Wert v_ des zugehorigen Hb’-Ions aus
den zwei Gleichungen fiir K- bzw. Li-Hamoglobinat auf einfache
Weise abzuleiten.

: - f‘u(vgb +u;{) und

II
Bezeichnen wir die Leitfahigkeit des KHb mit "%II =—1%00

II
die des LiHb mit x%; = —1%@ £ p(vEP +uld), dann ergibt sich fiir das gleiche n™ durch
1 Hb K Li K
e : xIII__vco +uao Hb Qi — Uy,
Division der Quotient q = —= = TEb L und daraus v~ = —i-q

X111 w TUg

In der folgenden Tabelle VI finden sich fiir 1,84-proz. HbI!I neben den n.-Werten
der zugesetzten Lauge, die Mittelwerte der Laugenbindung n'!!, die Ladungszahlen Lz je

Teilchen, ferner die Leifihigkeiten xh und x%l in den Mischungen Hb + Lauge, der auf

das HbK entfallende Anteil der Leitfahigkeit x} ; und der korrespondierende »7; fiir HbLi

und schliesslich die berechneten Grenzbeweglichkeiten vEHD der Hb-Ionen.

Tabelle VI.
KOH, LiOH, 1,84% Hb!! (Fig. 5).

n. Lauge | n'0x10%| Lz | x};x10% | 52 x10¢ [5d x104) 52 x104|  vHD
0,0025 | 2,5 9,38 2,44 1,40 2,44 1,40 8,267
0,005 4,96 | 18,69 4,80 2,94 4,80 2,94 | 16,306
0,0125 | 11,95 | 46,05 | 13, 8,61 | 11,98 769 | 22,13
0,025 | 19,00 | 68,0 29,7 21,9 1691 | 1074 | 21,88
0,05 22,01 | 86,0 — 63,5 746% | 474 | 22,0

*) Aus "%II berechneter Wert.

Nach diesen Ergebnissen (Fig.5) wachsen die Grenzbeweglich-
keiten v_ des Hb' mit bis Lz ~ 18 steigender Wertigkeit nahe linear,
allerdings nur um etwa 0,87 fiir eine Teilchenladung also unver-
gleichbar mit niedrig molekularen Ionen, welche bei identischer
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Atomzahl und Verdoppelung der Wertigkeit eine 1,3-fache Er-
hohung?!) von v_ aufweisen. Ab Lz = 18 bis Lz = 46 wird die Zu-
nahme der Grenzbeweglichkeit stetig geringer, im Mittel um 0,214
je Teilchenladung. Mit Wachsen von Lz iiber 46 findet keine weitere
Zunahme der Grenzbeweglichkeit statt. Mit dieser Ladung erfolgt
zugleich das Einsetzen des steilen Viskositdtsanstieges. Das wiirde
bedeuten, dass der Effekt der Wertigkeitszunahme durch die mit
der Gestaltveranderung des Hb verbundene Erhéhung des Reibungs-
widerstandes praktisch aufgehoben wird.

pHb
25
a0

a0t /

St

or

5 i

0 7 2 3 nftxjQ-2?
Fig. 5.
v, von Hb’ bezogen auf n!!l,

Der hier beschrittene Weg zur Ermittlung der Grenzbeweglichkeiten fiir eine ganze
Wertigkeitsreibe von Proteinionen, dessen Resultate durch stéirkere Beriicksichtigung
der CO,-Wirkung, wie Arbeiten in N,-Atmosphire u.a., sich noch verschirfen liessen,
erscheint fiir das positive Eiweission kaum gangbar. Hier geben starke einbasische
Sauren mit ausreichenden Beweglichkeitsunterschieden der Anionen wie C1” und CCL,CO0’
fiir das letztere so grosse Unterschiede der Abweichungskoeffizienten?) bis zu betrichtlicher
Inaktivierung und Assoziation, dass eine wesentliche Voraussetzung des obigen Verfahrens
wegfallt. Diesen Unterschieden der Abweichungskoeffizienten entsprechen die schon vor
Jahren von Pauli und H. Handovsky festgestellten grossen Differenzen der zugehérigen
Viskosititskurven. Pauli und J. Matula®) haben unter entsprechender Erganzung
der ersten Leitfahigkeitsmessungen an Caseinat von E. Laqueur und O. Sackurt) die
Aquivalentleitfihigkeiten A, von zweierlei Caseinatlosungen (0,01-n. NaOH auf je 1g
bzw. 2 g Casein) abhéngig von der Verdiinnung ermittelt, wobei sie — bei praktisch ver-
nachlissigbarer, hydrolytisch freigesetzter Lauge — bis 6,25xX10~4-n. gehen konnten.
Die Extrapolation auf A _, gab im ersten Fall fiir das Caseination v, = 32,5, im zweiten
28. Hier lieferte das fiir starke niedrigmolekulare Elektrolyte typische Verfahren der
Bestimmung von Grenzbeweglichkeiten in Anbetracht der Molekulargrésse plausible
Werte fiir zwei Arten des Caseinations, welche fiir ein Mol.-Gew. von 100000 die Ladungs-
zahlen 104 bzw. 52 je Teilchen aufweisen wiirden.

D. M. Greenberg®) fand mittels der Uberfiihrungszahlen unter Extrapolation auf
unendliche Verdiinnung fiir das Fibrinion (F) mit Lauge vg = 44, mit Saure uf’ =78

1) R. Wegscherder, M 23, 608 (1902).
2) Vgl. Pauli und J. Safrin, Bioch. Z. 233, 86 (1931).
3) Bioch. Z. 99, 219 (1919); Pauli, ebenda 70, 489 (1915).
4) Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 3, 196 (1903).
5) D. M. Greenberg, J. Biol. Chem. 78, 263 (1928).
42
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Werte, deren auffallende Hohe mit dem bei der Herstellung durch Wirme und Alkohol
denaturierten Material zusammenhangen diirfte, das jeden Vergleich mit den homo-
dispersen, wasserloslichen Proteinen ausschliesst.

Vor einiger Zeit!) wurden mit einem besonderen, fiir Kolloide
ausgearbeiteten Uberfithrungsverfahren?) die Wanderungsgeschwin-
digkeiten einiger wasserloslicher reinster Proteine in abgestuften
Mischungen mit Siuren und Lauge gemessen, welche physikalisch-
chemisch genau definiert waren. Sie liefern Beweglichkeiten der be-
treffenden Proteinionen fiir die jeweilige Wertigkeit derselben, welche
dem Produkte Grenzbeweglichkeit mit dem zugehorigen Leitfdhig-
keitskoeffizienten desselben entsprechen. Auf gewisse Zusammen-
hinge dieser Ergebnisse mit unseren Erfahrungen am Hb soll noch
kurz verwiesen werden.

Eine strengere Beziehung unserer unter elektrochemisch definier-
baren Bedingungen gewonnenen Beobachtungen zu den Beweglich-
keitsbestimmungen in Pufferlosungen, die von A. Tiselius technisch
sehr vervollkommnet wurden und sich so fiir verschiedene ver-
gleichende Zwecke iiberaus wertvoll erwiesen, ist nicht herzustellen,
da in Puffergemischen weder eine Bestimmung des Leitfihigkeits-
anteils des Kolloidsalzes noch eine zureichende Analyse des Auf-
baues der Kolloidionen durchfiihrbar ist.

5. In den Beobachtungen iiber Bildung und Eigenschaften der
Hb-Ionen waren zwei Umstinde hervorgetreten: 1. eine deutliche
Zweiphasigkeit im Anstieg der Viskositdt mit fortschreitender
Teilchenladung, wobei auf eine anfangliche Zunahme von 7 bei Uber-
schreiten eines Schwellenwertes der Aufladung ein jihes Anwachsen
der Viskositit folgte, das als einsetzender intraionischer elektro-
statischer Desaggregationseffekt im Hb-Ion gedeutet wurde. 2. Eine
starke Differenz zwischen positiven und negativen Hb-
Tonen zugunsten der ersteren in bezug auf diesen intraionischen
Effekt, die sich als bei niedrigerem Schwellenwert der Aufladung
einsetzender und steilerer »-Anstieg dusserte. Es lag nun nahe, bei
anderen Proteinionen Umschau nach verwandten Erscheinungen zu
halten, die der Beachtung bisher entgangen sein konnten. Das gelang
zunichst beim Seralbumin.

Zu einer bisher nur teilweise versffentlichten Versuchsreihe®) fanden sich die er-
ginzenden Angaben betreffend den stufenweisen Zusatz niedriger Konzentrationen Saure
und Lauge zu 1% hochgereinigtem Seralbumin. Die folgenden Tabellen VIIa und b sowie
Fig. 6 bringen die Werte von 7 und der spez. Drehung [«]y, in ihrer Abhingigkeit von der
Normalitit n!! des Proteinsalzes.

1) P, Konig und Pauli, Bioch. Z. 252, 325 (1932).
%) L. Engel und Pauli, Z. physikal. Ch. 126, 247 (1927).
3) Pauli und W. Kslbl, Koll. Beih. 41, 417 (1935).
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Tabelle VIl a.
1% Seralbumin Pg = 527, 7" = 1,054, ~[a]p = 54° (Fig. 6).

n.HOIx10°|  pp all L nTx10° | —[a)y |(n-7)x 102
1,0 4,53 | 2,95x10-5 0,97 56 —
1,75 426 |5,50%10-5 1,693 56 75
3,0 3,95 |1,12x10~¢ 2,88 59 112
5,0 3,66 |2,18x10-4 4,767 66 194
7,5 3,24 | 575% 10~ 6,88 73 —
10,0 2,99 | 1,02x10- 8,89 5 354
20,0 221 |617x10- | 13,044 83 396

Tabelle ViIb.

(Fig. 6)
a. KOH x 10?2 Py ! agH nlx 102 —[a]p {(n—n")x10°
1 6,22 | 1,43 x10-8 1,0 54 —_
2 7,24 | 1,494 %107 2,0 54 80
3,5 8,44 | 2,38 X 10-¢ 3,5 55 96
3,0 9,96 | 7,36 x 105 4,91 53 115
7,5 10,79 | 3,31 x10—¢ 7,14 55 125
10,0 11,29 | 1,68 x10—2 8,14 60 153
20,0 11,86 | 6,24 x10-3 12,84 76 272
60,0 — —_— 14,7 83 357

Wie neben den Tabellen ITTa und b die Fig. 6 anschaulich darstellt, tritt auch am
Seralbumin sowohl bei Siure- als auch bei Laugezusatz ein kritischer Schwellenwert
der Ladung des Proteinions mit folgendem steilen Anstieg von # auf, der fiir Saure schon
bein!™ ~1,7 x 10-3, fiir Lauge bei etwa n''f ~7 x 10-% gelegen ist. Das entspricht einer
Ladungszahl 12 fiir das positive und 49 fiir das negative Albuminion. Bei der gleichen
kritischen Aufladung kommt es auch zu einem Anstieg der optischen Drehung nach
einem Vorstadium praktischer Konstanz derselben. Der Zusammenhang von optischer
Drehung mit der Ionisation von Proteinsalz war schon vor Jahren?!) erstmalig festgestellt
worden. Als weitere Beziehung tritt hier eine gewisse Ubereinstimmung beziiglich der
Zweiteilung des Effektes und der Lage des kritischen Uberganges der zwei Phasen des-
selben hinzu. Gleiches gilt auch fiir den betrichtlichen quantitativen Unterschied in
Empfindlichkeit und Ausgiebigkeit zugunsten der optischen Drehung der positiven
Seralbuminionen. Anderen Beobachtungen?) an negativen Seralbuminionen lisst sich
bei naherer Priifung entnehmen, dass, wie zu erwarten, mit steigender Proteinkonzentra-
tion der intraionische Desassoziationseffekt in der 7n-Kurve viel ausgepragter wird.

Ein anderes Beispiel bietet das negative Caseination, an dem die Durchsicht
fritherer Ergebnisse?) zeigt, dass es in 1-proz. Losung (mit Kalilauge) bei der Proteinsalz-
Normalitit nf{ = 0,01 einen Schwellenwert fiir den verstirkten Anstieg von 7 und in

1) Pauli, M. Samec, E. Strauss, Bioch. Z. 59, 470 (1914); spitere Literatur Pauli-
Valko 1. c.

®) Pauli (mit F. Blank), Bioch. Z. 202, 373 (1928).

3) Pault und L. Hofmann, Koll. Beih. 42, 34 (1935).
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dem gleichen Gebiet auch fiir die optische Drehung aufweist. Auch beim hochgereinigten
1-proz. Pseudoglobulin findet sich, soweit das vorliegende Material?) reicht, ein Kurven-
verlaif von 7 mit HCl und NaOH, der das Bestehen eines kritischen Ubergangs fiir nT1l ~
3 X 1073 beim positiven und 7 x 10~ beim negativen Proteinion anzeigt. Dem wiirden
(fiir ein Mol.-Gew. 167000) die Lz ~ 50 bzw. 117 je Teilchen entsprechen.

Beim kleinvolumigen Ovalbumin mit seinen Hochstladungen Lz’ = 59 und
Lz = 48 ist der Ionisationseffekt auf die Viskositiat sehr gering und in 1% Kiweissgehalt
ein sicherer Schwellenwert nicht zu erkennen.

43501
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Fig. 6.
1% Seralbumin+ HCl
19, Seralbumin+ KOH
7 und [oc]% bezogen auf oL

Auch die, verglichen mit den negativen, stirkere Reaktions-
fihigkeit der positiven Hb-lonen in bezug auf den intraionischen
Reibungs- und optischen Drehungseffekt findet ihr Analogon unter
anderen Umstinden und bei anderen Proteinen wieder. Vor allem
wéare hier die bei gleicher Aufladung durchwegs hohere Wanderungs-
geschwindigkeit?) der positiven Ionen von Seralbumin, Pseudo-

1) Pauli (mit F. Blank) Bioch. Z. 202, 373 (1928}.
2) P. Kinig und Pauli, Bioch. Z. 252, 325 (1932).
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globulin und des unter diesen stirkst sauren Ovalbumin hervor-
zuheben, die keinesfalls das Ergebnis einer stirkeren Herabsetzung
durch gesteigerte interionische Wechselwirkung bei den negativen
Proteinionen also den Ausdruck kleinerer Abweichungskoeffizienten
darstellt. Hier war schon seinerzeit!) auf mdgliche konstitutive
Unterschiede in der topischen Anordnung der positiven
und negativen Gruppen hingewiesen worden. Hiefiir kommen in
Betracht: 1. Die grossen Differenzen in der Linge der die ionischen
Endgruppen tragenden Seitenketten, welche bei den gegebenen Ab-
stinden sowohl die Feldstéirke an der Oberfliche der Kolloidteilchen
als auch die interionische Reaktions- und Absittigungfihigkeit mit-
bestimmen. 2. Die verschiedene Abschirmbarkeit kurzer und langer
ionischer Glieder durch benachbarte nichtionische, anhydrophile
Seitenketten. Moglicherweise gehort auch die spiter von F. Hauro-
witz?) festgestellte Nichtfdllbarkeit verschiedener wasserlgslicher Pro-
teine durch Clupein hierher, ein allerdings mehrfacher Deutung
fihiges Verhalten, das von diesemn Autor auf die verschiedene Zu-
ginglichkeit ,,exoionischer und endoionischer** Gruppen bezogen
wird.

Von sonstigen Verschiedenheiten der positiven und negativen
Proteinionen unter vergleichbaren Verhiltnissen diirften sich den an-
gefithrten Beispielen zuordnen lassen: Die merklich stéirkere Hem-
mung der Hitzekoagulation reinster Proteine durch Sidure gegen-
{iber der Lauge sowie die schon erwidhnte Unterdriickung der kat-
ionischen Wanderung durch das stirker angelagerte Sulfation des Cal-
ciumsulfats bei Hb und Pseudoglobulin.

Die hier im Angchluss an die Erfahrungen am Hb kurz ange-
filhrten elektrochemisch-konstitutiven Beziehungen bei den Pro-
teinen sollen bei anderer Gelegenheit eine zusammenfassende Dar-
stellung finden.

Zusammenfassung.

1. Krystallisiertes Oxyhdmoglobin wird durch Elektrodialyse ohne jede Denatu-
rierung bis x = 2,3—5x107% r. O. und zu der Eigenreaktion pg = 7,048—6,92 in
4—5-proz. Losung gereinigt. Die maximale Protonaufnahme (aus HCl) bzw. Abgabe
(an Alkalilauge) wird mit 156,5x 1075-n. bzw. 126 X10~%-n. je g Hb bestimmt. Das ent-
spricht einer maximalen Ladungszahl (Lz) von 108 positiven bzw. 87 negativen Ladungen
je Teilchen. Hb wandert auch in sehr starkem elektrischen Feld nur spurenweise katho-
disch.

2. Mit wachsendem Saure- oder Laugenzusatz kommt es zu Anstieg, Maximum-
bildung und Abfall der Viskositit (7). Die Gegenionenaktivitdt und Konduktivitit des
Hb-Salzes zeigen einen damit parallelen Gang, wobei der Anstieg von 1 der wachsenden
Ladung der Hb-Ionen, der Abfall einer zunehmenden Inaktivierung der Gegenionen im
Siure- oder Laugeniiberschuss entspricht. Die 5-Kurven von K- oder Li-Hamoglobinat
fallen praktisch zusammen.

1) P. Kénig und Pauli, Bioch. Z. 252, 325 (1932).
?) F. Haurowilz, Koll. Z. T4, 208 (1936); 77, 65 (1936).
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3. Erstmalig konnte eine Zweiteilung des Mechanismus dieses Viskositatsanstieges
mit steigender Aufladung des Hb-Tons direkt festgestellt werden, indem erst eine sanfte
Erhebung von # bis zu einem kritischen Schwellenwert der Aufladung erfolgt, dem sich
ein steiler Anstieg von 7 anschliesst. Die erste Phase wiirde einer fortschreitenden Hydra-
tation, die zweite einem intraionischen Desaggregationseffekt der Hb-Ionen entsprechen.
Der letatere tritt am positiven Hb-Ion bei niedrigerer Aufladung ein (Lz: ~ 26 gegen
Lz’ ~47) und ist betrachtlicher als an negativen Hb-Ionen gleicher Wertigkeit.

4. Aus der Gleichheit des Viskositatsbildes von K- und Li-Hb kann fiir beide auf
die gleiche Gestalt und Hydratation der entsprechenden negativen Hb-Ionen und damit
auf gleiche Grenzbeweglichkeit v derselben geschlossen werden. Der grosse Beweglich-
keitsunterschied der Gegenionen K- und Li- gestattet dann aus den ILeitfahigkeiten
ihrer Hamoglobinate die Grenzbeweglichkeiten der zugehdrigen Hb-Ionen aller Wertig-
keitsstufen bis zur maximalen Lz auf einfache Weise abzuleiten.

5. Auch bei anderen Proteinen konnten Analogien beziiglich der Zweiteilung des
Tonisationseinflusses auf # und hinsichtlich der quantitativen Unterschiede bei positiven
und negativen Eiweissionen im Gange von Viskositit, optischer Drehung u. a. nachtrig-
lich festgestellt werden. Die konstitutiven Unterlagen dafiir werden kurz erértert.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitat.

83. d-ldose aus d-Galaktose (Nachtrag)
von E. Sorkin und T. Reichstein.
(13. IV. 45.)

Kurz nach Erscheinen unserer ersten Mitteilung!) erreichte uns
das Oktober-Heft des Journ. Chem. Soc. London mit einer ausfiihr-
lichen Arbeit von Wiggins?) iiber denselben Gegenstand. Soweit darin
gleiche Reaktionen und Verbindungen beschrieben sind, stimmen
die Resultate mit den unseren gut iiberein. Auf eine Abweichung
wird spéter eingegangen?). Ferner ist uns leider entgangen, dass
das 2,3-Ditosylat des 4,6-Benzal-8-methyl-d-galaktosids-{1,5> bereits
von. Bacon und Mitarb.4) beschrieben wurde?).

Wir haben inzwischen das krystallisierte d-Idose-pentacetat
(vermutlich die «-Pyranose-Form) mit Ba(OH), in Methanol vor-
gichtig verseift. Die bisher nur als farbloser Syrup erhaltene d-Idose
zeigte eine spez. Drehung von [« = +15,8°+1° (¢ = 2,274 in

1) E. Sorkin, T. Reichstein, Helv. 28,1 (1945).

%) L. F. Wiggins, Soc. 1944, 522.

3) Vgl. eine demnichst erscheinende Mitteilung von F. Reber, T. Reichstein.

4) 1. 8. D. Bacon, D. L. Bell, 1. Lorber, Soc. 1940, 1147.

5) Wir fanden fiir diesen Stoff eine etwas héhere Drehung als die englischen Autoren,
nimlich [a]]g =+39,7° 4 29 (¢ = 1,336 in CHCl,). Die Kontrolle ergab [a]g’ = +35,9°+
+2° (¢ = 0,973 in CHCl,). Bacon und Mitarbeiter®) fanden [alp = +29,5° (c=3 in
CHCl,). Dieser kleine Unterschied blieb bisher unabgeklirt und stellt, soweit wir fest-
stellen konnten, die einzige geringe Diskrepanz in den von Wiggins und von uns fiir gleiche
Stoffe gefundenen Konstanten dar.





