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Die Dissoziationskonstanten von Himoglobin und Himatin

und die Pufferkapazitﬁt des Blutes
S, KILPI

Chemisches Institut der Universitit Helsinki, Finland

ie S#aure-Basen-Titrationskurve von Hémoglobin hat zwei deutliche

Inflexionspunkte mit Pufferkapazitédtsminima !, namlich bei p(eH) = 5,8
und bei p(eH) = 8,7. Die zwischen diesen Inflexionspunkten wirkenden
Dissoziationskonstanten sind leichter bestimmbar als die iibrigen, weil die:
betreffenden Aquivalentpunkte durch die Inflexionspunkte gegeben sind.
Diese Konstanten sind auch die in physiologischer Hinsicht wichtigsten, weil
beim p(aH) des Blutes (7,3) die Pufferwirkung hauptsichlich von ihnen
abhingt. Die Bestimmung der anderen Dissoziationskonstanten ist unsicherer,
da nicht nur die betreffenden Inflexionspunkte fehlen, sondern auch in sauren
bzw. alkalischen Losungen Hydrolyse stattfindet, und weil sich in den ersteren
bisweilen die Messungen erschwerende Fillungen bilden. Dies war der Fall insbe-
sondere beim Untersuchen von gefilltem, fabriksmissig hergestelltem Hémo-
globin 2. Die nachstehend mitgeteilten Messungsergebnisse sind mit nativem
Hémoglobin erhalten worden. Ausserdem wurden die Sdure-Basen-Dissozia-
tionskonstanten von Hémin gemessen, weil es von Interesse war, diese Kon-
stanten mit denen des Hémoglobins zu vergleichen.

DIE BEREITUNG DER HAMOGLOBINLOSUNG

Die Hamoglobinlgsungen wurden aus Menschen-, Pferde- und Rinderblut
bereitet. Das frische Blut wurde unmittelbar durch kriftiges Schiitteln defibri-
niert. Darauf wurde das Hémoglobin durch Einleiten von CO in das eisge-
kiihlte Blut in CO-Hamoglobin iibergefithrt, die Serumlésung nach
Zentrifugieren von den roten Blutkorperchen abgesaugt und das Sediment
mit 0,1 N Natriumchloridlosung dreimal durch Zentrifugieren gewaschen.
Das Sediment wurde dann in destilliertes Wasser gebracht, um die Zellwinde
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zu zerstéren. Nach Zentrifugieren erhielt man so eine weinrote, klare Hamo-
globinlosung. Die in bezug auf NaCl etwa 0,1 normal gemachten Himoglobin-
l6sungen wurden bei 0—5° C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der NaCl-Konzentration wurde aus 50 ml Lésung das
Himoglobin durch Koagulieren ausgefillt. Nach Verdiinnen des Filtrats auf
200 cm?® wurde in 50 ml das Chlor gravimetrisch bestimmt.

Zur Bestimmung der Konzentration des Hiamoglobins in den in obiger
Weise bereiteten Hamoglobinlosungen wurden 50 ml der Lésung auf dem
Wasserbad eingedampft, bis das Hamoglobin vollstindig koaguliert war. Die
Losung wurde von dem ausgefillten Hémoglobin durch einen Filtertiegel
abfiltiert und die Fillung mit warmem Wasser gewaschen. Sie wurde bei
100—102° C bzw. im Vakuumexsikkator getrocknet und gewogen. Vergleichs-
weise wurden 50 ml der Himoglobinlésung auf dem Wasserbad bis zur Trockne
eingedampft und bei 100—102° C getrocknet. Von der gewogenen Menge
wurde dabei die bekannte NaCl-Menge abgezogen. Die verschiedenen Bestim-
mungen gaben miteinander iibereinstimmende Werte fiir den Hiémoglobin-
gehalt.

Der Stickstoffgehalt des getrockneten Hiamoglobins wurde durch Verbren-
nungsanalyse ermittelt.

Die Analysenresultate sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Tabelle 1.
Ursprung des Hamogl.- % % N im NaCl-Konz.
Hémoglobins der Loésung Hémoglobin Mol/l.
Menschenblut 1,176 16,20 0,1016
Pferdeblut 0,828 16,28 0,1019
Rinderblut 0,520 16,16 0,1006
» 0,861 15,70 0,1011

DIE BERECHNUNG DER DISSOZIATIONSKONSTANTEN

Die Dissoziationskonstanten wurden aus den potentiometrisch gemessenen
p(aH)-Werten der Sdure-Basen-Titration berechnet. In den folgenden Glei-
chungen, die fiir Konzentrationswerte abgeleitet worden sind, wird statt [aH*]
die H'-Ionenkonzentration verwendet werden. Der zu deren Berechnung
erforderliche Aktivititskoeffizient wurde nach der Debye-Hiickelschen Theorie
berechnet (S. 381).
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Der Ubersichtlichkeit halber wurde bei den Berechnungen als Anfangs-
punkt der Titration der kleinste p(aH)-Wert der Titrationskurve verwendet,
der zugleich der Endpunkt beim Titrieren von Hémoglobin mit einer starken
Séure ist. [B] bezeichnet im folgenden die Konzentration der zuzufiigenden
Menge einer starken Base, berechnet von diesem Punkt aus. Dieser Anfangs-
punkt wurde so gewiihlt, dass der gemessene p(aH)-Wert an demselben mit
dem mit Hilfe der erhaltenen Konstanten fiir diesen Punkt berechneten p(aH)-
Wert iibereinstimmt (S. 380).

Die Siure-Basen-Dissoziationskonstanten bzw. die Hydrolysekonstanten
der Basen-Kationen 2 sowie deren Konzentrationen seien bezeichnet:

Ki>K,>Kg..oonvo...
C, = [HA,] + [A[
02 = [HAz] + [Az—']
03 = [HA3] + [Aa_

Aus den Gleichgewichtsgleichungen:

[H* A
may ~ &
[H*[A,7]
ma, — X

und aus der nach dem Neutralisationsprinzip sich ergebenden Gleichung:

[B] + H"] = [A7T+ [A7] + ... + [OHT]
erhilt man fiir die Berechnung von K die Gleichungen:
y—1 n
[Bl — 2 [A7]— S [A7]+ [HY] — [OH7]
K, = [H*] =
o—{m-Zu-Sun+m-rong | g

K G
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die sich zur Berechnung der Dissoziationskonstanten durch Annaéherungs-
rechnung eignen. Bei der Berechnung von K» mit Hilfe der p(aH)-Werte
zwischen den Aquivalentpunkten »—1 und » ist:

H1KEK, <K, g...... @
HNDD K, >K,p.un...

weshalb, wenn K, ... K, ;, K, .,, Ky15..... unbekannt sind, zur Berech-
nung des ersten Niaherungswertes von K, gesetzt werden darf:

[Av—l—] ~ Cv—l
A, 2 ]1~C, ,

Die obigen Gleichungen sind fiir ein Siure- bzw. Basen-Gemisch abgeleitet
worden. Sie gelten deshalb nicht exakt fiir mehrbasische Siuren bzw. mehr-
sdurige Basen, die in einem Molekiil mehrere Séure- bzw. Basenfunktionen
haben, wie dies betreffs des unhydrolysierten Himoglobins der Fall ist. Die
Gleichungen (1) liefern indessen praktisch genaue Werte in dem Fall, dass
K,/K,, , = 102 Beim Hidmoglobin liegen die Konstanten nidher einander.
Aber die Messungsfehler sind in diesem Fall so gross, dass die Gleichungen (1)
trotzdem verwendbar sind. Um auf jedem Fall die Grosse des moglichen
Fehlers zu priifen, wurden K, K,, K,' und K," des menschlichen Himoglobins
ausser mit Hilfe der Gleichungen (1) auch mit Hilfe der fiir mehrbasische
Sauren geltenden weniger iibersichtlichen Gleichungen:

K, ey (L A — [OH) M N
O — ([B] + [H] — [OH]) R
.
— g{_z . K,[Il{j;—z I o [111(2:—1 =
L T S LA e e &
P L
R=1+ [H”i; +K”EI'+I]{;“+...+K”“£If1]+,,“’_',“K”
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berechnet (vgl. Tabelle 6a). Die Ubereinstimmung ist fiir den vorliegenden
Zweck geniigend, denn der Unterschied steigt nicht iiber die Versuchsfehler
und hat keinen prinzipiellen Einfluss auf die Resultate. Der verhéltnismissig
grossere Unterschied bei K,, K5 und K¢ wird verursacht durch die Vergrosse-

y—1 v+1
rung der Faktoren 2 C; und Z C;; denn die nach (3) zu berechnenden
f=1 IS §

Werte von K werden dadurch stirker von den mdoglichen Fehlern in C; und
von den Fehlern in den naheliegenden Werten von K beeinflusst. '

Die Gleichungen (3) wurden durch Verallgemeinerung der fiir eine vier-
basische Sdure geltenden Gleichung abgeleitet. Es sei hier die Ableitung der
betreffenden Gleichungen fiir eine zweibasische Siure dargestellt *), weil
dieselben zur Berechnung der Dissoziationskonstanten von Hamin verwendet
wurden.

Aus den Gleichungen:

[H*JHAT] . [H)AT]
[HA] Y [HAT]
[H,A] + [HAT]) + [A7] = C; [B] + [H*] = [HA"] + 2[A7] + [OH]

ergeben sich fiir eine zweibasische Saure die Gleichungen:

([B] + [H*] — [OHT))

2K, B K,
C (1 + gy — (B + [H*] — [OH]) (1 + i)

(4)
H+
([B] + [H*] — [OH]) (1 + 3y —¢ '
1
20 — ((B] + [H*] — [OK )

die sich zur Berechnug von K, und K, durch Ann#herungsrechnung eignen.
Im vorliegenden Fall sind [H*] und [OH ] im Vergleich zu [B] so klein, dass
sie neben [B] unberiicksichtigt bleiben kénnen. Sie sind jedoch der Vollstin-
digkeit halber in die Gleichungen mitgenommen worden, weil sie bei sehr starken
bzw. sehr schwachen Séuren zu beriicksichtigen sind. Bei der Berechnung des
ersten Naherungswertes von K, darf 2K,/[H"] neben 1 vernachlissigt werden
und ebenso [H*]/K, neben 1 bei der Berechnung des ersten Niherungswertes
von K,.

=K,

Kl = [H+]

Kz = [H+]

* Die frither in anderem Zusammenhang fiir zweibasische Sauren mitgeteilte Gleichung
{Kilpi, 8., und Harjanne, P. Suomen Kemistilehti B, 21, 1948, 14 —18) ist fehlerhaft; doch wirkt
der betreffende Fehler auf das Berechnungsresultat nur ein, wenn K, und K, nahe einander lie-
gen. In dem zitierten Fall ist der Einfluss des fehlerhaften Ausdrucks auf das Berechnungsresul-
tat von untergeordneter Bedeutung. ’ :
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DIE DISSOZIATIONSKONSTANTEN VON HAMOGLOBIN

Von den Dissoziationskonstanten des Hémoglobins wurden die zwischen
den Inflexionspunkten wirkenden zuerst berechnet, weil deren Berechnung
verhiltnismissig wenig von den iibrigen Dissoziationskonstanten abhingig ist.
Beim Untersuchen von fabriksmissig hergestelltem Hiémoglobin wurde fiir
dieses Intervall nur eine einzige Dissoziationskonstante ermittelt, deren Grosse
etwa 10~ betrug 2. Von derselben Gréssenordnung ist der sich nach den nach-
stehend dargestellten Messungen ergebende Mittelwert der im Zwischengebiet
der Inflexionspunkte gefundenen Werte der Dissoziationskonstante beim
nativen Hamoglobin, wenn vorausgesetzt wird, dass in diesem Bereich nur
eine Dissoziationskonstante vorkommt. Die ermittelten Werte der Dissozia-
tionskonstante zeigten jedoch die Neigung, bei zunehmender Wasserstoffionen-
konzentration zu wachsen. Beim fabriksmissig hergestellten Hiadmoglobin
konnte dies nicht beobachtet werden wegen der Koagulation des Himoglobins
bei p(aH) = 7,2, wobei die Fillung beim Wachsen der Wasserstoffionen-
konzentration fortwihrend zunahm. Beim nativen Hémoglobin ergab sich die
beste Konstanz der Dissoziationskonstante bei Annahme von zwei Dissozia-
tionskonstanten zwischen den Inflexionspunkten und mit der Annahme, dass
der Aquivalentpunkt beim »Neutralpunkt» (paH = 7,5) liegt, d.h. in der ur-
spriinglichen Losung, die weder mit Séure noch mit Base versetzt worden war.

Die Werte aller iibrigen Dissoziationskonstanten wurden mit Hilfe der
Gleichungen (1) durch Ann#herungsrechnung ermittelt. Der Endpunkt der
Titration auf der sauren Seite, der als »Anfangspunkt» in den Berechnungen:
verwendet wurde, wurde ermittelt durch Ausprobieren mit Hilfe der Gleichung 3:

[H*] = §1K.-0¢ [+ [If:;]) (5)

wobei die gemessene H*-Konzentration mit der nach dieser Gleichung berech-
neten iibereinstimmen soll. Die Bestimmung des Endpunktes der Titration
auf der alkalischen Seite beim Titrieren mit einer Base geschah in entsprechen-
der Weise mit Hilfe der Gleichung 3:

+
Jom =Y 52 g+ B

= [}

(6)

Die Aquivalentpunkte wurden durch Ausprobieren so gewihlt, dass der
Gang der Dissoziationskonstanten zwischen ihnen, welcher bei unrichtig
gewihlten Aquivalentpunkten vorkommt, moglichst ausblieb (vgl. Tab. 6).



HAMOGL OBIN UND HAMATIN 48}

In den Berechnungen wurden folgende fiir 0, 1 N NaCl-Losungen fruher
ermittelte Beziechungen verwendet:

p(aH) = p(cH) + 0,085 4 .
[H+][OHy] = 1,65 10715 (7)

Die fiir Menschen-, Pferde- und Rinderhimoglobin bei 25°C in 0,1 N
NaCl-Losung erhaltenen Werte der Dissoziationskonstanten, die Konzentra-
tionen C der verschiedenen Séure- bzw. Basenfunktionen und deren Aquivalent-

. -Hamogl./1

gewichte A (= u%ﬂ) sowie die Zahl n der verschiedenen Siure- bzw.
. I . : 67000

Basenfunktionen im Hémoglobinmolekiil (n =z ) befinden sich in den

Tabellen 2—4. In diesen sind weiter die Konzentration des Hamoglobins'
in der Losung und die p(aH)-Werte der obengenannten Inflexionspunkte-
angegeben. Die Werte der Inflexionspunkte wurden in dieser Arbeit mit.
Hilfe der von Meretoja hergeleiteten Gleichung 3 berechnet.

Tabelle 2. Menschliches Hdmoglobin, 5,88 gfl. Die Inflextonspunkte bet
p(aH) = 5,76 und 8,70.

HA, | HA, | HA; | HA{ | HA, | HA, | HA,

C. 108 2.95 3,81 1,676 0,884 1,1 2,743 | 4,86
pK (Gl 1) 3,15 4,35 | 6,69 7,63 9,82 10,73 11,37
pK (Gl 3) 3,09 4,32 | 6,65 7,61 9,63 10,56 11,45
A4 2000 1550 3500 6650 5350 2150 1210
n ) 33 43 19 10 13 31 ‘55

b

Tabelle 3. Pferdehimoglobin, 8,28 g[l. Die Inflexionspunkte bei p(aH ) = 5,77 und 8,79..

HA HA HA; HAj3 HA HA H
1 2 4 5

C-.103 4,23 3,5 2,1 1,4 1,5 3,75 4
pK 3,21 4,28 6,70 7,66 9,87 10,73 | 11,38
4 1960 2370 3940 5,900 | 5500 2210 2070
n 34 28 17 11 12 30 32

Tabelle 4. Rinderhimoglobin, 8,61 g[l. Die Inflexionspunkte bei p(aH ) = 5,77 und 8,72..

HA, | HA, | HA; | HA} | HA, | HA, | HA,

C. 108 7,95 3,715 2,0 1,0 1,6 4,15 4,25
pK 3,46 4,23 6,71 7,71 10,04 10,66 11,46
4 1080 |. 23,20 4280 8450 5380 2075 2025

n - 62 29 16 8 12,5 32 33
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Abbildung 1. Titrierkurven von Pferdehdmoglobin.

Kurve (1) nach Cohn und Mitarb. ohne NaCl-Zusatz.
»  (2) » » » » in 1/ N NaCl.
O Titrierungswerte von Kilpi in 0,1 N NaCl; bei diesen
ist [OH™] bzw. [H*] nicht von dem beziiglichen Basen-
bzw. Sdureverbrauch abgezogen.

Den Tabellen gemiss sind die fiir Menschen-, Pferde- und Rinderhimo-
globin erhaltenen, einander entsprechenden Dissoziationskonstanten von der
gleichen Grossenordnug. Zwischen den Inflexionspunkten ist nach den Tabel-
len die Zahl der Sdure-Basen-Funktionen in einem Himoglobinmolekiil am
kleinsten beim Rinderhd#moglobin. Damit hingt zusammen der aus Abb.
2 ersichtliche, im Vergleich zu den anderen Titrationskurven grossere Anstieg
der Titrationskurve des Rinderhimoglobins zwischen den Inflexionspunkten,
wonach die Pufferkapazitit des Rinderhdmoglobins zwischen den Inflexions-
punkten etwas kleiner ist als die Pufferkapazitit des Menschen- und Pferde-
himoglobins.

Abb. 1 zeigt, wie sich die gemessenen p(aH)-Werte beim Titrieren von
Pferdehiimoglobin der von Cohn, Green und Blanchard gegebenen Titrations-
kurve von Pferdehdmoglobin (CO-Hamoglobin) ¢ anpassen. Als 0-Punkt der
Titration ist in der Abbildung der von Cohn und Mitarb. verwendete ange-
nommen. Obgleich die Hdmoglobinlgsungen in ganz verschiedener Weise
bereitet worden sind, ist die Ubereinstimmung innerhalb des p(aH)-Bereichs



HAMOGLOBIN UND HAMATIN 483

"k

-

9 Inflexiorpunict mit
PurRricapazitisminimom

s Neutrapurir”
7 R%Wm;zdmw

6 Jnflextonspunkt mit
pé%my/mm;m

» Meutrapunit®

R

Q

Q ) i L " 1 ) y) 1 H n i 1 1 1 1
I« L2 lo 08 08 0O« D2 O 02 Qe 04 23 Lo /2 /s /8 [8 20

[5]-19)1g Hemagt (8].10%/1g Hemagi ——

Abbildung 2. Titrierkurven von Menschen (1)-, Pferde (2)- und Rinderhimo-
globin (3) in 0,1 N NaCl.

4—9,5 gut, am besten in dem physiologisch wichtigsten Bereich zwischen den
Inflexionspunkten. Die in den stérker sauren bzw. starker basischen Losungen
eintretende Abweichung unserer Werte von der Cohn’schen Titrationskurve
diirfte weningstens zum Teil durch die ungleiche Hydrolyse des Hamoglobins
verursacht sein.

Wihrend unsere Titrationskurve in ihrem wichtigsten Teil mit der von
Cohn und Mitarb. iibereinstimmt, weichen die erhaltenen Konstanten mehr
voneinander ab. Cohn und Mitarb. teilen folgende Werte fiir die Sdure-Disso-
ziationskonstanten des Hadmoglobins mit:

pK,, pK,, pK; pK,, pK;s pKe pK;
37 40 48 57 175 10,8 11,6

Es miége bemerkt werden, dass beim Berechnen von p(eH) mit Hilfe der
Gleichungen (1) und (7) sich Werte ergeben, die sich mit den Titrationskuryen
in Abb. 2 decken, sofern man sich bei den Berechnungen der in den Tabellen
2—4 angegebenen Dissoziationskonstanten und Konzentrationen bedient.

DIE PUFFERWIRKUNG DES BLUTES

Sind die Konzentrationen und die Dissoziationskonstanten der in der
Losung befindlichen Séuren bzw. Basen bekannt, kann die Pufferkapazitit
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bei verschiedenen H*-Konzentrationen mit Hilfe der van Slyke’schen ? Glei-
chung:
d [B]
d pH

S K]

=P=2’3°3{ ~ &, + [=H)?

+ [H*] 4 [OH] }

berechnet werden, wo K; die Konzentrationsdissoziationskonstanten der Séuren
bzw. die Hydrolysekonstanten 3 der Basen-Kationen sind.

Mit Hilfe dieser Gleichung wurde die Pufferkapazitiit des Blutes bei p(aH)
= 7,3 und 6,5 berechnet, unter der Annahme, dass die Pufferkapazitit vom
Himoglobin sowie von Kohlenséiure und Phosphorsidure des Blutes herriihrt.
Die Pufferwirkung des Hamoglobins bei p(eH) = 7,3 and 6,5 ist hauptséch-
lich von den zwischen den Inflexionspunkten wirkenden Dissoziationskonstan-
ten Ky und Kj abhiingig, wihrend die Pufferwirkung der Kohlenséiure bei
diesen p(aH)-Werten hauptsichlich von der ersten Dissoziationskonstante und
die der Phosphorsiure hauptsichlich von der zweiten abhiingig ist. Betreffs
der Kohlensiure wurde die zweite Dissoziation gleichfalls beriicksichtigt,
obgleich deren Wirkung von untergeordneter Bedeutung ist, weshalb zur
Berechnung der betreffenden Pufferwirkung ein angenisherter Wert dieser
Dissoziationskonstante geniigt.

Die betreffenden Konzentrationsdissoziationskonstanten wurden berechnet
fiir die Tonenstéirke I = 0,1 mit NaCl als hauptséchlicher Elektrolyt, weil die
Ionenstirke des Blutes anndhernd von dieser Grosse ist. Die nach der Debye-
Hiickelschen Theorie berechneten Konzentrationsdissoziationskonstanten der
Kohlensidure 8 und der Phosphorsiéure ® und die stéchiometrischen molaren
Konzentrationen C derselben im Blut sind:

K, © K, c
Kohlensiure 7,76 - 1077 10710 0,0245
Phosphorsiure 1,8 1077 0,0013

Bei der Berechnung der Pufferkapazitit des Himoglobins wurde das Blut
als 16 %ig in bezug auf das Hamoglobin angenommen. Man erhélt dann die
Konzentrationen der verschiedenen Siurefunktionen des Himoglobins im
Blut durch Multiplizieren der in den Tabellen 2—4 angegebenen Konzentra-
tionen C beim menschlichen Hamoglobin mit 16/0,584, beim Pferdehémoglobin
mit 16/0,828 und beim Rinderhimoglobin mit 16/0,861. Die Rechnung ergab
fiir die Pufferkapazitit bei p(aH) = 7,3 und 6,5 die Werte der Tabelle 5.
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Tabelle 5. Pufferkapazitit (P ).

In Menschenblut Iq Pferdeblut In Rinderblut

Pa = 7,3 | Pag = 6,5 | Pa = 7,3 | Paur = 6,6 | par = 7,3 | paux = 6,5

Himoglobin | 3,04- 1072/ 2,85 . 1072/ 2,90 - 1072| 2,60 . 1072/ 2,37. 1072 | 2,22 - 1072
Kohlenssure | 0,48 - 1072] 1,27 - 1072| 0,48 - 1072 1,27 1072| 0,48 - 1072 1,27 - 1072
Phosphorsiure | 0,06 - 1072| 0,06 - 1072| 0,06 - 1072| 0,06 - 1072| 0,06 - 1072| 0,06 - 1072

IP des Blutes:
berechnet 3,68.1072| 4,18. 1072 3,44 . 1072 3,93 .1072| 2,91.1072| 3,55. 1072
lgeressen 3,61-1072| 4,25 1072| 3,26 - 10°2| 4,00 1072 2,97 102 3,59 . 102

Gemiss der Tabelle 5 wird die Pufferkapazitit des Blutes hauptsichlich
durch das Himoglobin verursacht. Der Anteil der Kohlensdure an der Puffer-
wirkung variiert jedoch stark mit der Verinderung der H+-Konzentration der
Losung.

Zum Vergleich mit den mit Hilfe der erhaltenen Dissoziationskonstanten
berechneten Werten wurde die Pufferkapazitit des Blutes direkt durch Titra-
tion gemessen. Dazu wurden im Verhéltnis von 1/10 verdiinnte und in bezug
auf NaCl 0,1-normale Blutlosungen verwendet, nachdem durch Titration
gezeigt worden war, dass sich die Pufferkapazitit des Blutes innerhalb dieses
Intervalls linear mit der Konzentration veréndert.

Das p(eH) des »Neutralpunktes» des Blutes, zu dem keine Séure bzw.
Base zugesetzt worden war, war 7,6 4 0,1, wie beim »Neutralpunkt» des Himo-
globins (vgl. Abb. 1 und 2). Auch hat die Titrationskurve des Blutes (vgl.
Abb. 3 und die Tabellen 8—10) der Titrationskurve des Himoglobins ent-
sprechend zwei Inflexionspunkte mit Pufferkapazititsminima, deren p(aH)-
Werte annidhernd gleich den p(aH)-Werten der Inflexionspunkte des Hémo-
globins sind.

In der Tabelle 5 sind die berechneten Pufferkapazititswerte bei p(aH) =
7,3 und bei p(aH) = 6,5 den sich nach den Titrationskurven ergebenden Wer-
ten nebengestellt. Die berechneten und gemessenen Werte der Pufferkapazitit
zeigen eine gute Ubereinstimmung. Die Titrationskurven des Menschen- und
Rinderblutes waren gut.reproduzierbar. Beim Pferdeblut war die Reprodu-
zierbarkeit schlechter, wahrscheinlich wegen der Neigung zur Sedimentation.
In bezug auf das Rinderblut wurde erwiesen, dass der Gang der Titrationskurve
von dem Alter des Tieres unabhingig ist. Die aus der Abb. 3 und nach der
Tabelle 5 ersichtliche geringe gegenseitige Abweichung der Pufferkapazitéts-
werte des Menschen-, Pferde- und Rinderblutes voneinander (Menschenblut
> Pferdeblut > Rinderblut) diirfte deshalb durch die Titrationen mit ziemlich
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Abbildung 3. Titrierkurven von in Verhiltnis von 1y, verdiinnten Menschen (1)-,
Pferde (2)- und Rinderblutlosungen (3) in 0,1 N NaOl.

grosser Sicherheit erwiesen sein. Diese Abweichung wiirde durch den
verschiedenen Gehalt des Himoglobins an Siure-Basenfunktionen mit den
Dissoziationskonstanten K, und K,"” verursacht. Die Grossen dieser Kons-
tanten waren néamlich gemidss den Messungen gleich, unabhingig von der
Herkunft des Hémoglobins.

DIE DISSOZIATIONSKONSTANTEN VON HAMATIN IM VERGLEICH
MIT DENEN DES HAMOGLOBINS

Weil der Hiamatingehalt des Héamoglobins ziemlich gross ist (vier
Hématingruppen pro Himoglobinmolekiil 1°), war es von Interesse, die Séure-
Basen-Dissoziationskonstanten des Himatins mit denen des Héamoglobins zu
vergleichen.

Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstanten von Hédmatin wurde
zuerst ein Hamatin-Priaparat von Fraenkel & Landau verwendet 2. Dieses
loste sich doch nur teilweise in Natriumhydroxyd. Die folgenden Messungs-
resultate sind mit in Natriumhydroxyd gelostem Hémin (krist. reinst, Fraen-
kel & Landau) erhalten, wobei die Titrationskurve wie bei Anwendug von
Himatin zwei Inflexionspunkte hatte.
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Fiir die Dissoziationskonstanten konnten nur angeniherte Werte erhalten
werden. Die Unsicherheit der Messungen beruht hauptséchlich darauf, dass
wegen der Schwerldslichkeit des Hémins nur dusserst verdiinnte Losungen (0,68
g/1) verwendet werden konnten.

Den Himoglobinlésungen entsprechend hatte die Titrierungskurve des
Himins zwei deutliche Inflexionspunkte, némlich bei p(eH) = 5,51 und 9,13
bei obiger Konzentration der Losung. Beim sauren Inflexionspunkt fiel das
Himin aus. Die stéchiometrische Konzentration der Basenmenge, die bei der
Titrierung von dem ersten Inflexionspunkt zum anderen zuzusetzen war,
betrug 2 - 1072, Daraus berechnet sich fiir das Aquivalentgewicht der Hamins
0,68/2 - 10 = 340, welcher Wert innerhalb der Titrationsfehler mit dem
halben Molekiilgewicht des Hiamins 325,8 tibereinstimmt. Dieses ist damit in
Ubereinstimmung, dass das Hamin zwei Caboxylgruppen enthilt. Fir die
pK -Werte der Dissoziationskonstanten wurde 6,63 bzw. 7,76 erhalten, welche
Werte von derselben Grossenordnung sind wie die erhaltenen pK, und pKg
des Hamoglobins.

Unter der Annahme, dass die Konstanten des Hamins gleich denen des
Hématins sind, ist deshalb die Pufferwirkung des Héimoglobins zwischen den
Inflexionspunkten von dem Hamatingehalt des Blutes abhiingig, wie auch auf
Grund der Titration von Hamatin zu schliessen war 2. Weil ein Hamoglobin-
molekiil vier Himatingruppen enthélt 19, ist nach unseren Titrationsresultaten
(vgl. Tabellen 2—4) zwischen den Inflexionspunkten der Anteil des Hamatins
ca. 4/10 der gesamten Pufferwirkung des Hamoglobins. Die Pufferwirkung
zwischen den Inflexionspunkten diirfte daneben von Histidylhistidin verur-
sacht sein. Denn das Histidylhistidin hat nach Greenstein 1! vier Dissoziations-
konstanten, von denen zwei mit den pK,-Werten 6,80 bzw. 7,80 von #hn-
licher Gréssenordnung sind.

DIE MESSUNGEN

50 ml der betreffenden Hémoglobin-, bzw. Haminlosung wurden mit 0,1 ¥
NaOH- bzw. 0,1 N HCl-Lésung titriert.

Die p(aH)-Werte der Hamoglobin- und Himinlésungen wurden bestimmt
durch Messen des Potentials der Kette:

Titr.-
fliiss.

Gesitit.

01N KCI’ngcleg‘O-l N KC]’KCI-L&S

0.09 N KCl|Gesitt.
Pt/H,

(8) Pt/Hy| '0.01 N HCIKCI-Lés.

und unter Anwendung von p(aH) = 2,075 fiir die Veibelsche Losung (0,09 N
KCl1 + 0,01 N HCI).

Beim Titrieren von Blut wurden die p(aH)-Werte mit ‘einer Glaselektrode
gemessen. Die Kettenanordnung war dieselbe wie in (8), jedoch wurde statt



488 8. KILPI

«der Veibelschen Lésung ein Acetat-Puffer mit p(aH) = 4,65 als Vergleichs-

Josung 1* verwendet.

Glas-

Acetat-
I
1{8) elektr.

Puffer

Gesiitt.
KCl-Lés.

Titr.-
fliiss.

Gesitt.
K(C1-Lés.

Glas-
elektr.

0.1 N Kmlﬂg2012, Hg'().l N Kcl

Beim Pferdehiamoglobin wurde die Ausfithrung der Messungen in sauren

‘Losungen durch die Bildung einer Fillung bei p(aH) = 4,2 erschwert. Die

Tabelle 6a. Menschen-Hidmoglobin, 5,88 g/l.

(Die Titrationen sind von A. A.O. Kuosmanen ausgefiihrt.)

E H + OH B]- 103 v Pt
a. .
mv | PH) [H*] | [OHT] |[B] m | " Gl @)
(ber.) 1,15 - 1073
57,0 | 3,040 1,12 1073 0 55,40
58,9 | 3,172 8,23 . 1074 0,440 | 54,40 | 3,30 | 3,24
68,4 | 3,232 7,16 . 1074 0,835 | 55,80 | 3,20 | 3,15
71,0 | 3,276 6,47 . 1074 1,277 | 54,80 | 3,05 | 3,00
81,0 | 3,446 4,38.107 1,673 | 56,15 | 3,17 | 3,12
84,6 | 3,507 3,80.107% 2,110 | 55,15 | 3,04 | 2,98
94,6 | 3,676 2,568.107 2,507 | 56,52 | 3,14 | 3,06
Aquiv.
99,1 | 3,752 2,16 . 1074 2,949 | 55,50 | 3,15 | 3,09 im Mittel
112,6 | 3,980 1,28 - 1074 3,343 | 56,90 | 4,35 | 4,34
115,2 | 4,024 8,65.107% 3,783 | 55,92 | 4,38 | 4,38
131,5 | 4,300 6,12.1075 4,180 | 57,32 | 4,39 | 4,39
136,9 | 4,391 4,97.107° 4,629 | 56,45 | 4,30 | 4,31
151,56 | 4,640 2,80. 107 5,020 | 57,78 | 4,41 | 4,43
152,7 | 4,659 2,68 . 1075 5,466 | 56,85 | 4,23 | 4,26
188,2 | 5,259 6,73 - 107 6,310 | 57,30 | 4,39 | 4,37
197,2 | 5,412 4,73 .1078 6,520 | 57,40 | 4,38 | 4,28
207,5 | 5,586 3,17.1076 6,720 | 57,45 | 4,34 | 4,10
214,6 | 5,706 2,33.1078 6,730 | 54,88 | 4,35 | 4,32 im Mittel
Aquiv. | 5,762 6,755 | 54,80
231,8 | 5,997 1,19.10°% 6,932 | 54,72 | 6,69 | 6,66
247,3 | 6,259 6,63 . 1077 7,166 | 54,68 | 6,67 | 6,65
260,8 | 6,488 3,86 . 1077 7,378 | 54,60 | 6,69 | 6,66
286,3 | 6,922 1,42 - 1077 7,790 | 54,32 | 6,77 | 6,78
312,0 | 7,354 5,25.1078 8,420 | 54,00 | 6,61 | 6,69
\| Aquiv. . 6,69 | 6,65 im Mittel
358,5 | 8,141 8,57.10°(2.107¢ | 9,050 | 53,72 | 17,63 | 7,67
382,5 | 8,547 3,30.10°4.10%| 9,272 | 53,70 | 7,62 | 7,55
| Aquiv. | 8,698 9,320 7,63 | 7,61 im Mittel
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Tabelle 6b. Menschen-Hdamoglobin 5,88 g|l.

va p(aH) [HH] [OHT] [B]- 108 nI)’l pK (Gl 1)
420,9 | 9,333 |568.10710 |29 .1075 9,656 50,50 | 9,88
439,3 9,508 |3,80-10710 |43 .1075 9,878 50,60 | 9,76
449,6 9,682 [2,54.10710 6,5 .1078 10,070 50,65 | 9,79
459,4 9,848 [1,73-10710 |95 . 1075 10,205 50,80 | 9,83
Aquiv. 9,82 im Mittel
466,0 9,960 |1,34.10710 | 1,23.10™4 10,504 50,90 (10,75
477,2 | 10,149 |8,67-1071 | 1,90.107¢ 10,911 51,10 [10,75
486,6 | 10,309 |6,00.-1071 |275.10™ 11,346 51,26 (10,75
493,5 | 10,425 [4,59-10711 /359.107% 11,767 51,48 |10,71
499,6 | 10,529 |3,61-1071 |4,57.107% 12,188 51,70 (10,69
508,3 | 10,676 [2,58-107! |6,41.107% 12,784 51,95 |10,72
Aquiv. 10,73 im Mittel
521,2 | 10,894 |1,56-1071 |1,058.1073 13,841 52,48 |11,42
529,3 | 11,031 |1,14.1071 |1,450.1073 14,867 52,92 (11,37
536,1 11,146 |[8,73-10712 | 1,890 . 1073 15,957 53,65 (11,32
547,3 | 11,336 |5,64- 10712 [[2,94.1073 18,023 54,50 [11,37 im Mittel
[13,04 - 1073 (ber.)

Fallung bildete sich an dieser Stelle sowohl beim Titrieren mit Chlorwasser-
stoffsdure als mit Natriumhydroxyd. Im letzteren Falle war zu der Losung
zuerst Chlorwasserstoffsiure in einem solchen Uberschuss zugefiigt worden,
dass die Fallung ausblieb. Beim Menschen- und Rinderblut verblieb die Losung
wiahrend der ganzen Titration klar sowohl in sauren als in alkalischen Losungen.

In den folgenden Tabellen bezeichnet E das Potential der Kette (8) bzw.
(8’) und V das Volumen der Losung in ml. Die in den Tabellen 2—4 angege-
benen Konzentrationen Cy, Cy, Cy', C3", C,, C5, und Cgsowie die stéchiometrische
Konzentration [B] der vom Beginn der Titration an zugesetzten Basenmenge
sind auf das urspriingliche Volumen der Losung, ndmlich 50 ml, bezogen. In
den Berechnungen ist die tatsdchliche Konzentration wihrend der Titration,

C -5.V9, verWendet worden. [S] der Tabellen bezeichnet die Konzentration der

zugesetzten Siure, weshalb [B] = — [S].

Von den ausgefiihrten Titrationen des Menschen-, Pferde- und Rinder-
hamoglobins ist hier als Beispiel nur die des menschlichen Hdmoglobins
vorgelegt worden. Ausserdem sind im folgenden die Titrationen von Hémin
sowie die Titrationen des Menschen-, Pferde- und Rinderblutes wiedergegeben.

Alle Titrationen sind bei 25,0° C ausgefiihrt worden. Die Losungen waren
in bezug auf NaCl 0,1-normal.

3
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Tabelle .7. Hdiamin, 0,680 g/l in 0,1 N NaCl-Lisung.

(Die Titrationen sind von Elsa Kerénen ausgefiihrt.)

E 14 K K

my | P@H) | [EY | [0H] | (B110%| | P (1) G 4)
165,6 4,875 | 1,62.1075 52,80
Aquiv. | 5,51 0 52,66

252,5 6,347 | 5,50 - 1077 0,340 52,50 6,61 6,58

303,5 | 7,207 | 7,569.1078 0,934 52,20 6,64 | 6,61
Aquiv. 1,000 6,63 6,60 im Mittel
328,0 7,625 | 2,88-1078 1,260 52,22 7,18 7,80

360,9 8,180 | 8,04-107% 2-107% | 1,661 52,02 7,74 7,77
Aquiv. 9,13 2,000 51,85 7,76 7,79 im Mittel
426,5 | 9,285 [6,31.10710/2,7.1075 . 51,82

Tabelle 8. Menschenblut.

Die Titrationen von Blut wurden mit Anwendung der Kette (8’) ausgefithrt. Die Blut-
lésungen waren im Verhiltnis von 1/10 verdiinnt und in bezug auf NaCl 0,1-normal.
(Die Titrationen sind von P.J. Véédnidnen ausgefiihrt.)

E plaH) [S]- 108 V (ml)
234,75 8,62 — 3,55 206
223,90 8,44 — 2,96 205
212,50 8,24 — 2,37 204
199,65 8,03 — 1,78 203
187,85 7,83 — 1,18 202
176,35 7,63 — 0,59 201
166,90 7,47 0,00 200
150,10 7,19 1,00 202
135,35 6,94 2,01 204
121,85 6,71 3,01 206
108,50 6,48 4,01 208

94,05 6,24 5,01 210
77,30 5,96 6,01 212
60,45 5,67 7,01 214
43,10 5,38 8,01 216
26,15 5,09 9,01 218

Die Inflexionspunkte bei p(aH) = 6,61 und 8,11.
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Tabelle 9. Pferdeblut.

E p(aH) [S] - 10° V' (uol)
219,10 8,35 — 2,37 204
206,10 8,13 — 1,78 203
192,10 7,90 — 1,18 202
180,00 7,69 — 0,59 201
167,80 7,49 0,00 200
148,45 7,16 1,00 202
132,05 6,88 2,00 204
120,10 6,68 3,01 206

98,35 6,31 4,52 209
75,25 5,92 6,02 212
48,15 5,46 7,62 215

22,70 5,03 9,02 218

3,30 4,71 10,52 221

Die Inflexionspunkte bei p(¢H) = 5,78 und 8,06.

Tabelle 10. Rinderblut.

E plaH) [S]- 103 V (ml)
238,10 8,68 — 3,07 204,2
230,90 8,55 — 2,72 203,6
222,30 8,41 — 2,36 203,0
214,70 8,28 — 2,01 202,4
204,55 8,11 — 1,65 201,8
194,55 7,94 — 1,30 201,2
184,75 7,77 — 0,94 200,6
177,65 7,65 — 0,569 200
156,10 7,29 + 0,41 202
140,35 7,02 + 1,42 204
120,05 6,68 2,42 206
106,55 6,45 3,42 208

90,80 6,19 4,42 210
72,65 5,88 5,42 212
53,40 5,56 6,43 214
32,45 5,20 7,43 216

16,75 4,93 8,43 218

3,95 4,72 9,43 220
— 6,10 4,55 10,43 222

Die Inflexionspunkte bei p(eH) = 5,48 und 8,11.

491
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die Sidure-Basen-Dissoziationskonstanten des Hémoglobins von
Menschen-, Pferde- und Rinderblut durch potentiometrische Titration be-
stimmt. Die erhaltenen, einander entsprechenden Dissoziationskonstanten
waren von dem Ursprung des Hamoglobins unabhingig und von der gleicher
Grossenordnung.

Die Titrationskurven haben zwei Inflexionspunkte mit Pufferkapazititsmi-
nima, nimlich bei p(aH) = 5,8 bzw. 8,7. Die Pufferkapazitit des Rinderhdmo-
globins ist in dem physiologisch wichtigsten Bereich, namlich zwischen den
Inflexionspunkten, kleiner als die des menschlichen und des Pferdehimoglobins.
Dieses beruht darauf, dass der Gehalt des Hadmoglobins an Siure-Basen-
funktionen mit den Dissoziationskonstanten K; und K3, von denen die
Pufferkapazitit zwischen den Inflexionspunkten hauptsichlich abhingig ist,
beim Rinderhdmoglobin kleiner ist als beim Menschen- und Pferdehimoglobin.

Die Titrationskurven des Menschen-, Pferde- und Rinderblutes haben
zwei den Inflexionspunkten der Titrationskurve des Hiamoglobins entsprec-
hende Inflexionspunkte. Die Pufferkapazitit zwischen den Inflexionspunkten
vermindert sich in der Reihenfolge: Menschen- > Pferde- > Rinderblut.

Mit Anwendung der erhaltenen Dissoziationskonstanten des Hamoglobins
berechnen sich Pufferkapazititswerte, welche mit Beriicksichtigung der Puffer-
kapazitit von Kohlensidure und Phosphorséure des Blutes mit den experimentell
nach der Titrationskurve des Blutes gemessenen Werten iibereinstimmen.
Die Pufferkapazitit des Blutes zwischen den genannten Inflexionspunkten
lasst sich hauptsidchlich auf das Hémoglobin zuriickfiihren.

Betreffend des Hamoglobins scheint die Pufferwirkung zwischen den
Inflexionspunkten hauptsichlich von Hamin und Histidylhistidin des Hamo-
globins verursacht zu sein.

Fir ein Staatsstipendium zur Férderung der hochsten Geistesbildung sowie fiir ein
Stipendium des Staatlichen Naturwissenschaftlichen Kommission, die mir zur Ausfiihrung
der vorliegenden Arbeit bewilligt wurden, bringe ich hier meinen Dank zum Ausdruck.

LITERATUR

. Vgl. Errera, J. und Hirshberg, Y. Biochem. J. 27 (1933) 764.

. Kilpi, 8. Sjdtte Nordiska Kemistmdtet. (1947) 254. Lund.

. Vgl. Kilpi, S. Z. physik. Chem. A 175 (1935) 240, 248.

. Kilpi, 8. und Meretoja, A. Z. physik. Chem. A 180 (1937) 276.

Kilpi, 8. Z. physik. Chem. A 180 (1937) 470.

. Cohn, E. J., Green, A. A. und Blanchard M. H. J. Am. Chem. Soc. 59 (1937) 509.

S CUh W~



HAMOGLOBIN UND - HAMATIN 493

. van Slyke, D. D. J. Biol. Chem. 52 (1922) 522; vgl. Kilpi, S. Z. physik. Chem. A 173

(1935) 224.

) Kolthoff, I. M.~und Bosch, W. Rec. trav. chim. 47 (1928) 819; Kilpi, S. Z. physik Chem.

173 (1935) 427; Nisdnen, R. Acta Chem. Scand. 1 (1947) 204.

. Hentola, Y. Kemian Keskusliiton julkaisuja 13 (1946) 2.
10.
11.
12.
13.

Pauling, L. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 21 (1935) 186. Ref. nach Cohn 6.

Greenstein, J. P. J. Biol. Chem. 93 (1931) 479.

Kilpi, S. und Meretoja, A. Suomen Kemistilehti B 16 (1943) 23.

Meretoja, A. Suomalaisen Tiedeakatemian totmituksia A. Chemica. 12 (1944) 28.

Eingegangen am 19. Dezember 1951.



