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SUMMARY 

Variations of the cytoehromie spectrum o/ anaerobically grown yeast 
as a/unction o/its growth phases 

I. The reduced absorption spectrum of anaerobically grown yeast during its 
exponential-growth phase is characterized at - - 1 9  °0 by three a bands at respectively 
552.5 m~, 558 m/~, and 574.5 m/,. This spectrum resembles the absorption spectrum 
at - - 1 9  °0 of the microsomal fraction of the hepatic cell. Under the influence of oxygen 
the c and (a + a3) components are synthetized in a few hours; it is not possible to 
ascertain whether or not the e~ and b components are identical with the corresponding 
anaerobic components. 

2. At the end of the growth phase the components at 552.5 m/~ and 558 m/~ 
disappear and the component at 574.5 m~ shows a marked increase while two new 
components at a ~ 585 m~ and a ~- 630 m/~ are detected in the spectrum. In this 
case oxygen induces within a few minutes the synthesis of the classical components 
of the aerobic spectrum, synthesis of the b and cl components preceding synthesis 
of the c and (a + a~) components. 

INTRODUCTION 

A basse temp6rature, la levure de boulangerie cultiv6e en ana6robiose stricte et 
r6colt6e pendant la phase exponentielle de sa croissance pr6sente un spectre cyto- 
chromique caract6ris6 par 3 bandes ~ centr6es respectivement k 552.5 m~, 558 m~ 
et 574.5 m~ 1. Nous avons recherch6 si ce spectre variait  corr61ativement aux phases 
de croissance comme cela se produit dans le cas d 'une organisme a6robie strict tel 
que B. subtilis 2, 3. Cette 6tude a conduit k mettre en 6vidence chez la levure cultiv~e 
en ana6robiose et r6colt~e en phase stationnaire de croissance un spectre tout ~ fait 
diff6rent de celui observ6 chez la levure r6colt6e au cours de la phase exponentielle. 

De plus, nous avons 6tudi6 par nos m6thodes spectrographiques ~ basse temp6- 
rature de quelle fa~on se transforment ces deux types de spectres au cours de Pin- 
duction par l'oxyg~ne des cytochromes respiratoires 4,5. 

Abr6viations:  # ~ Taux  de croissance: hombre  de divisions cellulaires/h. U.C. = Unit6 
de densit~ opt ique mesur6e avec le photom~tre  de Coleman. ~ = Longueur  d 'ondes.  D.O. 
Densit6 optique.  
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TECHNIQUES ET CONDITIONS EXPERIMENTALES 

Souche 

Saccharomyees cerevisiae "Yeast Foam", diploide (aimablement communiqu6 
par P. P. SLONIMSKI). 

Milieu de culture 

Milieu "g~ l'extrait de levure": pH = 6.0; "Yeast extract Difco" IO g; KH2PO 4 
I g; (NH~),SO4 1.2 g; glucose anhydre 54 g; Tween 80" 16o rag; ergost6rol** 20 rag; 
eau q.s.p.I.OOO ml. 

Nous avons additionn6 nos milieux de culture de Tween 80 et d'ergot6rol, sub- 
stances favorisant la croissance des levures en ana6robiose d'apr~s les observations 
de A. A. ANDREASEN ET T. J. B. STIER 6. 

Milieu synth~tique: Les cultures sur le milieu "Basal No. 2" de A. A. ANDREASEN 
ET T. J. B. STIER 7 ont donn6 une phase exponentielle de croissance tr~s courte avec 
un taux de croissance /~ = 0. 4. I1 a 6t~ possible d'obtenir un meilleur taux de crois- 
sance et une phase exponentielle plus longue en faisant subir & ce milieu les modifica- 
tions suivantes: la concentration du tampon succinate a 6t6 port6e ~ o.Io M au lieu 
de 0.05 M, celle du sulfate d 'ammonium ~ 0.2 % au lieu de 0. 7 % ; la concentration 
du Tween 80 de 14o /~g/ml et celle de l'ergost~rol de 20 /~g/ml jug~es optima par 
A. A. ANDREASEN ET T. J. B. STIER ont 6t~ port6es respectivement ~ 1.12o et 
16o /zg/ml; de plus nous avons ajout~ du m6soinositol. 

Le milieu synth~tique utilis6 k propos de toutes les 6tudes spcctrales d6crites 
a la composition suivante: 

Sels min6raux : KI o.Ioo mg; H3BO~ 0.500 mg; CuSO4"5 H~O 0.0625 rag; Na~MoOa 
o.15o rag; FeCla'6 H20 o.330 rag; ZnSO~'7 HzO o.715 rag; MnCI~, 4 H~O 0,500 mg; 
NaC1 o.I g; CaCI~.2 H~O o.132 g; MgSO4"7 H~O I g; KH~PO~ 3 g; (NHa)2SO4 2 g.; 

Vitamines: d-Biotine o.o16 rag; Pantoth6nate de calcium 3.2 rag; Nicotinamide 
2.4 rag; Thiamine, HCI 1.6 rag; Pyridoxine, HC1 1.6 mg; M~soinositol 8 nag. 

Tween 8o 1.12o g; Ergost6rol o.16o g; Tampon succinate pH 5.o o.Io M; Glucose 
anhydre IOO g; Eau q.s.p, lOOO ml. 

Conditions de culture 

L'incubation se fair ~ 25 ° d a n s  des r6cipients en verre Pyrex d'une capacit6 
de 750 ml (Fig. I) contenant 400 ml de milieu. L'air est ~limin~ de l'appareil par un 
barbotage d'azote R (azote contenant moins de 0.005 % d'oxyg~ne) sous une pression 
de 4 cm de mercure, I h avant et I h apr~s l'ensemencement. L'homog6n6it6 conti- 
nuelle du milieu est assur6e par un agitateur magn6tique. 

Grfice k la tubulure lat~rale (a) du r6cipient, il est possible par aspiration ~ la 
trompe ~ eau de faire les pr61~vements permettant d'6tablir les courbes de croissance. 
Les mesures de densit6 optique sont faites avec le photom~tre Coleman. Une unit6 
Coleman (U.C.) correspond ~ 17.1 /~g de levure poids sec par ml. 

La culture est ensemenc6e sous courant d'azote ~ partir d'un inoculum pr61ev~ 

Polyoxy6thyl6ne sorbitane monool6ate. 
* *  L'ergost~rol est mis en pseudosolution darts le Tween 80. 
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pendant la phase exponentielle de croissance d'une culture ana6robie. La densit6 
optique au temps z6ro de l 'incubation est environ 6gale k o.15 U.C. 

Fig. I. R6cip ien t  util is6 

$ 

pour  les cu l tu res  ana6robies .  S: soupape  au mercure ;  a:  t u b u l u r e  
p e r m e t t a n t  de faire des  pr61~vements .  

Conditions de r~colte 

Les cellules de levure sont r6colt6es par centrifugation ~ une temp6rature com- 
prise entre o ° et + 4 °. Pour 6viter la pr6sence de bulles de gaz carbonique dans les 
pr6parations servant ~ l'6tude spectrographique la culture est additionn6e avant 
centrifugation de fluorure de sodium o.oi M. I1 a 6t6 v6rifi6 que le fluorure de sodium 
ne modifie pas la constitution des spectres cytochromiques. 

Techniques spectrographiques 

L'6tude spectrale du culot de centrifugation des levures ~ l'6tat r6duit est faite 
la temp6rature de l'azote liquide suivant la technique pr6c6demment d6crite2, 3. 

Les compos6s h6matiniques sont r6duits par les substrats endog~nes. 

Conditions d'a~ration des suspensions de levures d l'~tat de "resting cells" 

D'apr&s la technique d6crite par B. EPHRUSSI ET P. P. SLONIMSKI 4, les ceUules 
de levures sont r6colt6es et lav6es 3 fois par centrifugation clans un tampon phosphate 
M/I5 pH 4.6, puis le culot est mis en suspension clans le m~me tampon additionn6 
de glucose 0.5 % et plac6 dans des r6cipients agit6s ~ raison de 13o osciUations/min 
et dans lesquels on maintient un barbotage d'air; toutes ces op6rations sont r6alis6es 
st6rilement. 

Preparation des h~mochromes de pyridine 

50 ml d'une suspension de levure ~ 4 % sont centrifug6s 5 rain k 5,ooo rev./min. 
Le culot est repris avec 5 ml d'eau distiU6e et additionn6 de 500 mg d'hydrosulfite de 
sodium, puis apr~s 3 rain, de 1. 5 ml de pyridine pure. Le m61ange est maintenu en 
contact pendant 3 rain, puis est additionn6 de 25 ml d'eau distill6e et centrifug6 
IO rain ~ 5,000 rev./min. L'examen spectrographique est fait sur le culot ainsi obtenu. 
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RESULTATS EXP/~RIMENTAUX 

Evolution du spectre en [onction des phases de croissance de la levure cultivde en anadro- 
biose stricte 

Cultures sur milieu ~ l'exlrait de levure 
La  courbe de croissance est donn6e dans  la Fig. 2 (courbe I). 
Spectre de levures rdcoltdes en phase exponentidle de croissance: D.O. = 64 U.C. 
Comme le mont re  la courbe I de la Fig.  3, le spectre  des bandes  a est caraet4ris4 

pa r  3 bandes  h 552.5 m/x, 558 m/x, et vers 574.5 In/x ~. 
Spectres de levures rdcoltdes apr~s la phase exponentielle de croissance: (a) D.O. = 

lO2 U.C. : spectre  2 de la Fig. 3. On re t rouve  les 3 bandes  a observ4es au cours de la 
phase exponent ie l le  mais  la bande  ~ 574.5 m/x a une impor tance  re la t ive  plus grande.  

8 '  
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Fig. 2. ( 'ourbes de croissance de la levure 
cultivde en ana4robiose stricte sur lesmi l ieux  
~t base d 'ext ra i t  de levure: I, Ergosterol  20 
Fg/ml; Tween 80 I6o ktg/ml; II ,  Ergost4rol  
160 ffg/ml ; Tween 80 i . i  20 llg/ml. Les fl~ches 
indiquent  les densit4s opt iques at te intes  par  
les cultures effectu~es en r u e  d '4tudier  l ' 6 v o -  
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Fig. 3. /2volution du spectre h4matinique de la 
levure cultiv4e en ana~robiose sur  milieu ~t l 'ex- 
trai t  de levure en fonction des phases de crois- 
sance. Densit4 optique de la culture au moment  
delar4colte.  I - D . O .  = 64U.C.;  2 - D . O . = 1 o 2  
U.C.; 3 - D , O . ~ I 2 o U . C . ;  4 - D . O . =  I78U.C. 

lution des spectres. I - D . O .  = 6 4  U . C . ;  2 - D . O .  = i o 2  U . C . ;  3 - D . O .  = 1 2 o  U . C . ;  4 - D . O .  = 

178 U.C. 

De plus appara i s sen t  deux nouvelles bandes  a assez faibles:  l 'une  situ4e k 585 m/x 
d~j6, observ6e pa r  A. LINDENMAYER ET L. SMITH s et l ' au t r e  situ4e ~ 630 m/x, 
(b) D.O. ~- 12o U.C.: spectre  3 de la Fig. 3. L ' impor t a nc e  re la t ive  des diff6rentes 
bandes  a encore 6volu6; les bandes  situ6es k 552.5 mk~ et k 558 m/x s 'affaibl issent  ; les 
au t res  bandes  s ' accen tuen t  et il a p p a r a i t  une nouvelle  bande  ~ 540 m/x. (c) D.O. = 
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158 U.C. : spectre 4 de la Fig. 3. Les bandes situ6es k 552.5 mF et 558 m/~ ont pratique- 
ment disparu et les 4 autres bandes se sont nettement accentu6es. 

Le milieu utilis6 dans ces exp6riences donne un taux de croissance /~ = 0.65 
pendant une phase exponentieUe relativement courte. Le taux de croissance diminue 
trbs lentement avant que soit atteinte la phase stationnaire. Dans ces conditions, il 
est possible d'effectuer plusieurs r6coltes de levures entre la phase exponentielle et la 
phase stationnaire et d'observer ainsi d'une faqon pr6cise le passage d'un type de 
spectre k l'autre. 

Sice milieu est additionn6 d'une plus grande quantit6 de Tween 80 et d'ergost6rol 
le taux de croissance ne varie pas mais la phase exponentielle est plus longue et il y a 
passage brusque de ia phase exponentielle k la phase stationnaire (Fig. 2, courbe II), 
conditions tr~s peu propices ~t l'analyse de l'6volution du spectre. 

Cultures sur milieu synth~tique 

La courbe de croissance sur le milieu optimum est donn6e clans la Fig. 4. L'6tude 
spectrale & basse temp6rature montre que le spectre de la phase exponentielle est le 
m~me que dans le cas de la levure cultiv6e sur milieu k l 'extrait de levure. La phase 
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Fig. 4. Courbe de croissance de la levure cultiv6e en ana6robiose s t r ic te  sur  milieu synthdt ique.  

interm6diaire 6rant beaucoup plus courte sur le milieu synth6tique, il est difficile de 
r6colter pendant cette p6riode. Durant la phase stationnaire, il semble que les levures 
soient moins riches en pigment que celles cultiv6es sur le milieu k l 'extrait de levure. 
Quoi qu'il en soit, on retrouve clans le cas des levures cultiv6es sur milieu synth6tique 
la m6me 6volution du spectre que celle repr6sent6e sur la Fig. 3 clans le cas des 
levures cultiv6es sur milieu k l 'extrait  de levure. 

Remarques 

(I) I1 a 6t6 v6rifi6 que l'on obtient les m~mes spectres avec des inoculum provenant 
d'une culture issue de 5 repiquages en ana6robiose stricte. (2) L'hypothbse d'une 
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6ventuelle induction par l'oxyg~ne des cytochromes au cours de la r~colte faite k une 
temp6rature voisine de + 4 ° en pr6sence d'air, peut 6tre rejet6e d'apr~s l'exp6rience 
suivante: le r6cipient de culture est muni lat6ralement d'une cure k faces parall~les 
(diam~tre int6rieur ---- 8 mm) en plexiglas. Cette cuve est adapt6e au ballon apr~s 
st~rilisation k l 'aide d'un petit  tuyau en caoutchouc k vide. Apr~s des temps d'incu- 
bation convenablement choisis, on peut immobiliser le ballon dans une position telle 
que les levures se d6cantent dans cette cure qui peut ~tre ensuite d6tach6e du ballon 
et plong6e dans l 'azote liquide pour l 'examen spectroscopique. Le spectre observ6 
dans ces conditions k - - 1 9  °0 est le m~me que celui observ6 sur des pr61~vements. 
(3) Les cultures habituellement effectu6es en atmosphere d 'azote ont 6t6 faites aussi 
en atmosphere de CO s pur pour examiner l'influence de la pression partielle de COs 
sur le spectre h6matinique de la phase exponentieUe. En atmosphere de CO s, sur 
milieu k l 'extrait  de levure, le taux de croissance est 6gal k 0.5 et l '6volution du spectre 
est la m~me qu'en atmosphere d'azote. (4) Si l 'on abaisse le taux de croissance soit 
en modifiant la composition du milieu, soit en abaissant la temp6rature d' incubation 

12 °, on ne constate aucune modification du spectre de la phase exponentielle entre 
/~ --~ 0.05 et ~ -~ 0.5. (5) Bien que ie milieu de culture synth6tique utilis6 soit tam- 
ponn6 par le succinate, le pH initialement de 5.0 peut s 'abaisser jusqu'k 4.4 Les 
variations du spectre h6matinique ne sont pas dues k ce changement de pH car on 
observe la m6me 6volution chez une culture dont le pH initial est 6gal ~ 4.4. (6) L'h6- 
mochrome de pyridine correspondant k celui du protoh~me (bande a unique k 555 m/~ 

- - I 9  o°) quel que soit le stade d'6volution du spectre. 

Induction du syst~me cytochromique respiratoire classique par l' oxyg~ne de l'air 

D'apr~s les exp6riences de P. P. SLONIMSKI 4,5 il est possible d'induire tr~s 
rapidement la synth~se du syst~me cytochromique respiratoire (caract6ris6 ~. basse 
temp6rature par les bandes (a + a3)a, ba, cla et ca) en met tant  en contact avec de 
Fair des cellules de levure ("resting cells") r6colt6es en phase stationnaire de croissance 
ana6robie. L'induction des syst~mes respiratoires est pratiquement nulle si les levures 
sont r~colt6es pendant la phase exponentielle de croissance ana6robie sur un milieu 
contenant NH4 + comme source d'azote, mais eUe devient possible si elle a lieu en 
pr6sence d'acides amin6s 9. Ces exp6riences ont 6t6 faites quand on supposait que la 
levure cultiv6e en ana6robiose ne pr6sentait qu 'un seul type de spectre h6matinique. 
I1 a paru ~ propos de les r6p6ter en contr61ant ~ basse temp6rature le type du spectre 
des levures mises en ieu. 

Nos exp6riences confirment que l 'induction du syst~me respiratoire est beaucoup 
plus rapide en phase stationnaire qu'en phase exponentielle. La Fig. 5 relative 
l'induction du syst~me respiratoire chez des levures r6colt6es en phase stationnaire 
de croissance sur milieu ~ l 'extrait  de levure indique que l 'induction d6bute par 
l 'apparition de bandes situ~es vers 552.5 m/, et 558 m/~. Cette induction progresse 
rapidement apr~s 35 rain, I h IO et 3 h d'a6ration; elle 6volue de la m~me faqon 
quand il s 'agit de levures cultiv6es sur milieu synth6tique. 

La Fig. 6 donne l'6volution de l 'induction par l'oxyg~ne de levures cultiv6es 
soit sur milieu k l 'extrait  de levure (Fig. 6, A), soit sur milieu synth6tique (Fig. 6, B) 
et r6colt6es pendant la phase exponentielle de croissance : les bandes situ6es ~ 552.5 m/~ 
et ~ 558 m/~ ne disparaissent pas; l ' induction est relativement lente dans le cas des 
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levures cultiv6es sur milieu k l 'extrait  de levure et eUe est prat iquement nulle apr~s 
5 h d'a6ration dans le cas des levures cultiv6es sur milieu synth6tique. 
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Fig. 5. Induc t ion  du syst~me cytochromique  respira- 
toire par  l 'oxyg~ne de l 'air  dans  le cas de levures 
l '6tat  de "res t ing cells" p rovenan t  de cul tures sur  milieu 
~, l ' ext ra i t  de levure, en ana6robiose et r6colt~es en 
phase s ta t ionnaire  de croissance. Densitd optique de la 

culture au m o m e n t  de la r6colte = 24o U.C. 

Fig. 6. Induct ion  du syst~me cytochromAque respiratoire par  l 'oxyg~ne de Fair darts le cas de levures 
l '6tat  de "res t ing cells" p rovenan t  de cultures en anadrobiose et r6colt6es en phase exponentielle 

de croissance. A - Culture sur  milieu ~ l 'ext ra i t  de levure. Densit6 opt ique de la culture au moment  
de la r6colte = 32 U,C. B = Culture sur milieu synth6t ique.  Densit6 opt ique de la culture au 

m o m e n t  de la r6colte = 35 U.C. 

DISCUSSION 

Nos exp6riences ont mis en 6vidence spectrographiquement l 'existence de compos6s 
h6matiniques apparaissant clans un ordre bien d6fini au cours des diff6rentes phases 
de croissance de la levure cultiv6e en ana6robiose. Les spectres d 'absorption 6tudi6s 
sont susceptibles de subir des transformations bien d6finies aboutissant au spectre 
classique de la levure cultiv6e en a6robiose quand on fait intervenir l 'oxyg~ne mol6- 
culaire. 

Composantes h~matiniques de la phase exponentidle de croissame ana~robie 

I1 est f rappant  de constater tout d 'abord que le spectre de la phase exponentielle 
de croissance ana6robie caract6ris6, ~ la temp6rature de l 'azote liquide par 3 bandes a: 
552.5 mtz, 558 mt~ et 574-5-575 mp, ressemble au spectre de la fraction microsomique 
de la ceUule h6patique x°, 11. Dans les deux cas on retrouve les deux bandes (552.5 m/z 

Bibliographie p. 93. 



92 r. HEYMAN-BLANCHET, P. CHAIX VOL. 35 (I959) 

et 558 mix) qui, & la temp6rature ordinaire, apparaissent sous forme d'une bande 
unique ant6rieurement d6erite comme 6tant le cytochrome ana6robie de la levure 4 
et comme 4tant le cytochrome b~ de la cellule h6patique12,xa; dans les deux cas on 
retrouve aussi la bande ~ 574.5-575 m/x. Dans les microsomes PAIGEN 14 attribue cette 
derni6re bande £ de l'oxyh6moglobine, sans oser affirmer qu'il ne s'agit pas d'une 
contamination provenant de l'h6moglobine des globules rouges qui se serait adsorb6e 
sur les microsomes au cours du fractionnement cellulaire. PAIGEN suppose que cette 
composante est de l'oxyh6moglobine parce qu'elle disparait en pr6sence d'hydrosulfite. 
I1 convient de remarquer toutefois que cette bande subsiste quand la cellule h6patique 
enti~re est r6duite par le succinatelL Dans le cas de la levure ana6robie, l'hypoth6se 
d'une contamination par de l'h6moglobine est 6videmment exclue; il s'agit d'une 
composante h6matinique n'intervenant pas dans les syst6mes cellulaires respiratoires. 

Ind6pendamment de toute division cellulaire, l'oxyg6ne provoque chez les levures 
ana6robies r6colt6es en phase exponentielle de croissance et utilis6es ~ l'6tat de 
"resting cells" la transformation du spectre ana6robie en spectre a6robie classique. 
La synth6se des cytochromes c (a = 548 m/~) e t a  + aa (e* = 60o m~) est apparente 
apr6s quelques heures d'a6ration. Les bandes clc~ et be, occupent les m~mes positions 
que les deux composantes ana6robies caract6ris6es par les bandes a k 552.5 et 558 m~. 
La question se pose d6s lors de savoir si k ces longueurs d'ondes se superposent les 
composantes c 1 et be t  les composantes ana6robies ou si les composantes c 1 et b ne 
sont pas identiques aux composantes ana6robies. 

Composantes h~matiniques de la phase stationnaire de croissance anaerobic 

Corr61ativement au ralentissement et ~. l'arr4t de la multiplication cellulaire et 
par cons6quent 5. l'arr4t des synth6ses ana6robies, les bandes e* = 552.5 m~ et 558 m~ 
(Fig. 3) s'att6nuent et disparaissent ; au contraire, la bande a = 574.5 m~ s'accentue. 
En m4me temps apparaissent les composantes caract6ris6es par les bandes e* ~ 585 m/~ 
et 630 m~ difficilement rattachables jusqu'ici k des composantes connues. I1 ne semble 
pas exister de corr61ation entre l'intensit6 de la bande a = 630 m~ et l'activit6 catala- 
sique; l'activit6 catalasique de la levure ana6robie en phase stationnaire de croissance 
est d'ailleurs extr6mement r4duite. 

RJ~SUMI~ 

I. Le spectre h6matinique r6duit de la levure r6colt6e pendant la phase expo- 
nentielle de croissance ana6robie est caract6ris6 £ - - 1 9  °0 par 3 bandes e* situ6es 
552.5 m/~, 558 m/~ et 573.5 m~. I1 ressemble au spectre (k - - I 9  o°) de la fraction 
microsomique de la ceUule h6patique. L'intervention de l'oxyg6ne d6termine en quel- 
ques heures la synth6se des composantes c et (a + a3) ; il n'est pas possible de dire si 
les composantes c 1 et b sont identiques ou non aux composantes ana6robies. 

2. Quand la multiplication cellulaire est termin6e, les composantes situ6es k 
552-5 m~ et 558 m/~ disparaissent et la composante 574.5 m/~ s'accentue en m6me 
temps qu'apparaissent deux composantes nouvelles: e* = 585 m/~ e t a  = 63o m/~. 
Dans ce cas l'oxyghne provoque en quelques minutes la synth6se des composantes 
du spectre a6robie classique; la synth6se des composantes b e t  cl pr6c6de ceUe des 
composantes c et (a + as). 
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STUDIES ON T H E  STRUCTURE OF HEMOGLOBIN 

II. PROPERTIES OF RECONSTITUTED PROTOHEMOGLOBIN AND 

PROTOPORPHYRIN-GLOBIN 
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SUMMARY 

Human hemoglobin has been reconstituted from protohematin and pure native globin. 
The reconstituted Hb was the same as the natural pigment in its physico-chemical 

properties (absorption spectra, isoelectric point, electrophoretic behaviour, sedimen- 
tation, diffusion, stability to heat and alkali) and in its oxygen equilibrium (heme- 
heme interaction, BOHR effect, oxygen affinity). The compound of globin with proto- 
porphyrin was also obtained and investigated. The molecular properties of this 
protoporphyrin-globin are very similar to those of hemoglobin. 

INTRODUCTION 

In the previous paper 1 of this series, we described the preparation and properties of 
pure human globin. The study of the properties of reconstituted products of native 
globin with different prosthetic groups can give important information on the 
structure of hemoglobin, on the linkages and on the arrangement of hemes in this 
pigment. In the present paper, the reconstitution of protohemoglobin and proto- 
porphyrin-globin is described and some of the structural properties of these recon- 
stituted pigments are reported. 
Re]erences p. io i .  


