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phoretisch gereinigten Phosphatasepriparates bewirkt
worden sein.

Frl. Ingenieur BarBro Ex danken wir fiir wertvolle Mitarbeit.
H.v. EvrLer und L. Hann

Institut fiir organisch-chemische Forschung der Uni-
versitit Stockholm, den 14. August 1947,

Summary

f-Glycerophosphatase prepared from the intestinal
mucosa of the calf was purified by fractionated preci-
pitation with alcohol. A further concentration of the
enzyme activity was attained by electrophoresis.

The activity of the purified enzyme solution was re-
duced to /4 of its original value when dialysed for
48 hours at py 4-5. At py 6 and at py 10-5 only a less
pronounced decrease of the activity occured.

By addition of heat-inactivated pg-glycerophospha-
tase to the enzyme solution which was partly inactivated
by dialysis at py 4-5 the activity of the latter was in-
creased by about 1009%,.

In-vitro-Versuche iiber
die Methiimoglobinbildung durch Chinonderivate

HeusneRr?! fiihrt die Reaktion des Hamoglobins bzw.
Oxyhidmoglobins mit chinoiden Substanzen auf das
Bestehen einer Spannung zwischen zwei Oxydations-
Reduktions-Systemen zuriick.

Da bei den Chinonen nach DiMROTH? eine anndhernd
«dynamisch homologe Reihe» vorliegt, miiBten die
Chinone untereinander in ihrer Fahigkeit zur Mcthimo-
globinbildung der von DiMROTH angegebenen Formel

log % = m (E, — Ey)

entsprechen, wenn diese Fahigkeit tatsichlich nur vom
Oxydations-Reduktions-Potential der beteiligten Sy-
steme abhédngig wire. In der Formel bedecuten %; und 4,
die Gleichgewichtskonstanten

[ Methdmoglobin ] - [Hydrochinon ]
[ Hdmoglobin ] + [Chinon ]

k=

fiir die beiden zu vergleichenden Chinone, E, und E,
die Oxydations-Reduktions-Potentiale, die ja fiir die
meisten Chinone bekannt sind, und schlieBlich m einen
konstanten Proportionalititsfaktor.

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die bio-
chemischen Eigenschaften der Chinone erschien uns eine
Priifung dieser Verhéiltnisse als notwendig. Bei den Ver-
suchen verwendeten wir Hundeblut, das aus einer Bein-
vene entnommen wurde. Die Wirkung der Chinone wurde
sowohl an durch Hamolyse freigesetztem Hamoglobin
als auch an unversehrten Erythrozyten untersucht.
Die Methdmoglobinbestimmung wurde im Havemann-
Kolorimeter® nach einer Vorschrift von HAVEMANN,
JunG und v, Issexkutz jun.t gemessen. Die Messungen
wurden nach verschiedenen Zeitabstinden vorgenom-
men; nach 5 Stunden wurden die Versuche abgebro-
chen, da etwa nach dieser Zeit mit stérenden Neben-

1 W. Heusyngr, Erg. Physiol. 43, 9 {1940).

2 0. DimroTH, Z. angew. Chem. 46, 571 (1933),

3 P, Havemany, Biochem. Z. 301, 105 (1939).

4 P. Havemany, F. Junc und B. v. Issexurz jun., ib. 306, 224
(1940).
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reaktionen zu rechnen ist. Die kolorimetrische Messung
ist nur mit himolysiertem Blute moglich, weshalb wir
bei den Messungen an unverschrten Erythrozyten
diese nachtriglich hdmolysieren multen. Zur Ausschal-
tung einer Einwirkung der Chinone mit dem freigesctz-
ten Hamoglobin wurden die Erythrozyten vor der
Héamolyse dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung
gewaschen.
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Die Standardblutlosung, die in der Hauptversuchs-
reihe zur Anwendung gelangte, cnthielt 0,8.10-¢
Aquivalente Himoglobin im Liter. Zur Erreichung von
Gleichgewichten erwies es sich am giinstigsten, die
Chinone im dreifachen Uberschull zuzusetzen. Da 1 Mol
Chinon theoretisch imstande ist, 2 Aquivalente Hédmo-
globin zu oxydieren, wurde eine Chinonkonzentration
von 1,2.10-% Mol/l angewandt. Wir arbeiteten bei
9% und py = 6,8 (Phosphatpufferidsung). Wegen der
geringen Wasserloslichkeit mancher Chinone enthielten
simtliche Versuchsansitze 129 Athylalkohol. Ver-
gleichsversuche mit rein wiflirigen Losungen ergaben
nur geringe Unterschiede gegeniiber unserer Haupt-
versuchsreihe.

Unsere Absicht, gut vergleichbare Gleichgewichte
zu erhalten, lieB sich nicht iiberall verwirklichen. Einige
Chinone mit niedrigem Oxydations-Reduktions-Poten-
tial ergaben keine Gleichgewichtseinstellung; die Zeit-
Konzentrationsdiagramme zeigen in diesen Fillen ein
stetes Ansteigen der Methdmoglobinkonzentration ohne
Erreichung cines stationdren Zustandes. In den anderen
Féllen wurden ausgezeichnet reproduzierbare Gleich-
gewichte erhalten. Die Ergebnisse der Hauptversuchs-
reihe sind in Zeit-Konzentrationsdiagrammen in den
Figuren 1-4 dargestellt.
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Bei Errechnung der Gleichgewichtskonstanten 148t
sich in den Fillen, wo Gleichgewichte erreicht wurden,
keine Konstanz des Proportionalititsfaktors m der
Gleichung von DiMroTH erhalten. Im Falle des 1,2-
Naphthochinons sind die Verhiltnisse besonders kra8,
weil das Redoxpotential dieser Substanz niedriger ist
als das des p-Benzochinons und das gemessene Gleich-
gewicht hingegen hoher liegt als das der letztgenannten

1 1,2-Naphthochinon /

90 H 1.4.Naphthochinon

80
70
60
50
40

20
10

1 2 3 4 5

Stunden —>

Fig. 8. Ordinate: mg Methimoglobin /100 cm3.

I Methylnaphthazarin I
Il Naphthazarin
Il Lawson

50+
40
30
20
10

7 2 3

Stunden —>

Fig. 4. Ordinate: mg Methimoglobin/100 cm?.

Substanz. Aber auch bei den Gleichgewichten, die quali-
tativ der Hohe der Redoxpotentiale entsprechen, ist von
Ubereinstimmung mit der DiMrRoTHschen Formel keine
Rede.

Bei den Substanzen, die unter den Versuchsbedin-
gungen keine Gleichgewichtseinstellung verursachen,
148t sich ein qualitativer Vergleich durchfiihren, wenn
man die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion mit-
einander vergleicht. Wir konnten hier keine Reihung
feststellen, die den Redoxpotentialen der untersuchten
Substanzen entspricht.

Es scheint also, daBl das Oxydations-Reduktions-
Potential bei der Methdmoglobinbildung durch Chinone
nicht die einzig ausschlaggebende Rolle spielt; konsti-
tutionsbedingte Faktoren, die noch nicht berechnet wer-
den konnen, iiberlagern vermutlich seinen Einflufl. Die
Bildung von Methidmoglobin 148t sich anscheinend nicht
mit Dehydrierungsreaktionen, wie sie DIMRoOTH anfiihrt,
vergleichen.

Die Versuche mit nichthédmolysiertem Blut ergaben
vollige Ubercinstimmung mit den Resultaten bei den
Hamolysaten. Man kann daher annchmen, daB simt-
liche Chinone imstande sind, die Membranen der Ery-
throzyten unverindert zu passieren.
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Versuche iiber die Temperaturabhingigkeit der
durch Chinone verursachten Methdmoglobinbildung er-
gaben gute Ubereinstimmung mit der Van 't Horr-
schen Regel.

Ein ausfithrlicher Bericht iiber die durchgefiihrten
Arbeiten wird in den «Monatsheften fiir Chemie» {Wien)

erscheinen,
! O, HorrMANN-OSTENHOF,

W. Weis und O. Kravprre

I. Chemisches Laboratorium und Pharmakologisches
Institut der Universitit Wien, den 12. Mai 1947.

Summary

HrUuBNER states that the oxidation of haeemoglobin to
methaemoglobin by quinones should be due to a tension
between two oxidation-reduction systems, the quinone-
hydroquinone system and the hamoglobin-methazmo-
globin system. The authors tried to prove this statement
by using various quinones with different oxidation-
reduction potentials. An analysis of the results obtained
suggests, however, that the oxidation-reduction po-
tential is not the only factor determining the equi-
librium. It seems that some other constitutionally
conditioned factors also play an important role in this
process.

Experiments with non-hzmolyzed erythrocytes show
that all quinones tested are able to pass through the
cellular membrane of the erythrocytes without under-
going any chemical reaction. Thus, the experiments with
ha@molyzed solutions and those with intact erythrocytes
gave identical results.

On the Acid Production during Cytolysis
of Sea-Urchin Eggs

During the fertilization of sea-urchin eggs an acid
is produced which can be measured by the evolution of
CO, from the medium!. Acidity is also increased by
cytolysis (with destilled water)?, freezing and thawing®
or saponin* and by heat damage® or hypertonic
solutions?, During fertilization or when the cells are
damaged by heat or hypertonic solutions, the amount of
acid produced is greater in anaerobiosis than in aro-
biosis. This means that the acid disappears under normal
oxidative conditions. On the other hand, it is likely that
these conditions do not exist in the case of cytolysis.

If the nature of the acid produced is the same in all
of the above cases, it should be easier to study during
cytolysis. Some observations have been made on this
point. According to RUNNSTROM?, the adenosine-triphos-
phate (ATP) is quickly hydrolyzed during cytolysis by
destilled water, while RotHscHILD? found that phlorizin
inhibited acid production during cytolysis by saponin.

Considering these facts, we took up again the hypo-
thesis of RUNNSTROM?, originally proposed in the case
of fertilization, that the acid is phosphoric acid. All
three methods of cytolysis previously mentioned were
tried and we found that ATP is quickly hydrolyzed.
This is the only change in the distribution of the acid-
soluble phosphorus. The M/400 phlorizin inhibits al-
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