
100 A, PREY: Die modernen Methoden und Ergebnisse der Geophysik [EXPERIENTIA VOL, IV/a] 

international latitude service to determine the variation 
of the poles show, however, a very clear prolongation of 
this period up to 430 days, which is conditioned by the 
earth's plasticity, and from which its rigidity can be 
calculated. This result, though, stands in contradiction 
to the value derived by DARWIN from the tides. PREy 
and SC~W~¥DA~ therefore have assumed a variable 
rigidity for the earth and have derived for this the func- 
tion /~ = 1.6. 10 ~2 ( 1 -  0.83 r~). The rotation of the 
earth is also retarded by the tide, as can be recognized 
from the apparent precession of the moon. Investigation 
of the wanderings of the poles over long periods of time 
yield geologically useful results only when one assumes 

that only x/~0 of the shell is whoUy rigid. The formation 
o[ the continents can be explained by the separation of 
the moon from the earth, whereupon the sial mantle was 
torn asunder and the remainder sank clodlike into the 
sima. A displacement of the continents relative to the 
sima has taken place at most only in the remoter geo- 
logical periods. If, though, the sinking of the continental 
clods shall have occurred only very slowly during whole 
geological epochs, then one must either assume the 
earth's viscosity to he of the order of 10 2s, or one is 
driven, when one assu~mes a normal viscosity of the order 
of 10 ~a, to the conclusion that the sinking of the clods 
followed very rapidly during the separation of the moon. 

Uber die Wirkungsweise der Katalasen 
V o n  H U G O  T H E O R E L L  2, S t o c k h o l m  

Die F~thigkeit der meisten biologischen Substanzen, 
Wasserstoffsuperoxyd zu Sauerstoff und XVasser zu 
spalten, ist ebenso lange bekannt gewesen wie das Was- 
serstoffsuperoxyd selbst, das heiBt seit 1811. TH~ARD, 
der Entdecker des W'asserstoffsuperoxyds, beobach- 
tete im selben Jahre, dab Fibrin und .ciele tierische 
und pflanzliche Gewebe das Wasserstoffsuperoxyd un- 
ter Entwicklung von Sauerstoff spalten. Bis zum Jahre 
1900 hat man gemeint, dab diese Reaktion eine Eigen- 
schaft der Lebensvorg~inge selbst und also yon den 
lebenden Zellen untrennbar w~ire. Gerade um die Jahr-  
hundertwende zeigten nun RAUDNITZ 3 und OSKAR 
LOEW 4, dab man Wasserstoffsuperoxyd spaltende En- 
zyme (die Katalasen) aus der lebenden Substanz ex- 
trahieren kann. Nach den hervorragenden Arbeiten 
"coil OTTO WARBURG und v o n  DAVID K E I L I N  in den 
zwanziger Jahren fiber die H~iminfermente war es 
nicht sehr fiberraschend, als ZEILE und HELLSTROM im 
Jahre 19305 zeigten, dab die wirksame Gruppe der 
Katalase H/imin ist. STERNe'bewies, dab das H~min 
Protoh~min ist, und fand welter, daB Leberkatalase- 
pr~iparate dazu noch ein blaugrfines Pigment enthal- 
ten. SUMNER und seine Mitarbeiter studierten dasselbe 
zu gleicher Zeit ~. LEMBERG and seine Mitarbeiter be- 
wiesen, dab der blaugrfine Farbstoff Biliverdin ist 8. 

SUMNER und DOUNCE kristallisierten die Ochsen- 
leberkatalase (1937) v, und seitdem sind eine Reihe yon 
Katalasen reinkristallisiert worden, aus verschiedenen 
Lebern, aus den roten Blutzellen, aus der Pferdeniere 

i Hauptrefcrat, gehalten vor der Schweizefischen Mediziniseh- 
Biologischeil Gesellschaft in Genf am 31.August 1947, anl~iBlieh der 
127. Generalversammlung der Schweizerischen Naturforschenden 
Gesellschaft. 

Biochemisches Insti tut  des Medizinischen Nobelinstituts, Stock- 
holm. 

3 R. RAUDNIT2, ZhL PhysioL 12, 790 (1899). 
4 O. LoEw, U.S. Dept. Agr. Report No. 68, (1901). 
6 K.ZEILE and B.HELLSrR6M, Z.PhysioLChem. I92, 171 (1930). 
e K. G. STER~, J. Biol. Chem. 11Z, 661 {1935136). 
? J .B.  SuMsER und A.L.DouNcE, J. Biol.Chem. 121, 417 (1937). 
s R. L E ~ R ~  und R .H .  ~,VYNDHAM, J. Roy. Soc. New South 

Wales 70, 343 (1936[37). 

usw. Neulich haben englische Autoren eine Bakterien- 
katalase reinkristatlisiert 1, die anscheinend keine be- 
sonderen Verschiedenheiten im Vergleich mit der Blut- 
katalase aufwies. Trotz der Leichtigkeit mit der schSn 
kristallinische Pr~parate von Katalase dargestellt wer- 
den k6nnen, sind unsere Kenntnisse fiber ihre Zusam- 
mensetzung, Wirkung pro mg oder Mot, Wirkungs- 
weise und physiologische Funktion sehr mangelhaft 
gewesen, was aus den .cielen Widersprtichen in der 
Literatur, z.B. fiber den Biliverdingehalt und der Ka- 
talasefiihigkeit verschiedener Pr~iparate hervorgeht. 

Wir sind in Stockholm w~ihrend der letzten zehn 
Jahre an der Katalasefrage interessiert gewesen. 

Das Wort  wir soll nun wirklich als ein Plural, nicht 
etwa als ein verstecktes ich aufgefaBt werden, denn 
das meiste yon der Arbeit ist yon meinen Mitarbeitern 
w~ihrend verschiedener Perioden, .AGNER, /~KESON, 
BONNICtISEN und BRITTON CHANCE, ausgeffihrt worden. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts der Ochsen- 
und Pferdeleberkatalase in SVEDBERGS Institut zu 
Uppsala ergaben den Wert 2250003, der auf vier Eisen- 
atome pro Molekfil paBt. In den Blutkatalasen sind 
nach SUMNER und LASKOWSKI 3 sowie AGNER ¢ alle vier 
in Protohfimatin .corhanden, wXhrend in den Leber- 
katalasen eines oder mehrere der Protoh~imatine zu 
Verdoh~imatin oxydiert waren. 

Es war nun eine offene Frage, ob die Katalasen vom 
selben Tier, aber aus verschiedenen Organen, die glei- 
chert oder verschiedene EiweiBkomponenten h~tten. 
BONmCHSEN verglich die Pferdele.ber- und die Pferde- 
blutkatalasen mittels Aminos~iureanalysen und irn- 
munologischer Experimente und bewies damit die 
Identifiit der EiweiBkomponenten s. 

Wit  wandten uns hierauf den prosthetischen Gruppen 
zu. Die Schwankungen im Biliverdingehalt verschie- 

1 D.HEIiP.ERT undAUDR~Y J. PINSENT, Nature i60,125 (1947). 
K. A6NER, Biochem. J. 32, 170~ (1938). 

3 M. LASKOWSKI und J. B. SUMNER, Science 9~, 615 (1941). 
4 K. AGt~R, Ark. Kern. Min. Geol. 17B, N : r 9  (1943). 
s R, K. BONNICnSEN, Arch. Biochem. 12, 83 (1947). 
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dener Leberkatalasepriiparate, die z.B. SUrliER ~ im- 
mer fand, erregten unsern Yerdacht, dab das Biliverdin 
iiberhaupt ein postmortales Kunstprodukt sei, das ent- 
weder enzymatisch oder infolge ungeeigneter pr/tpara- 
tiver MaBnahmen entstanden ist. BONNICHSEN hat 
neulich diese Frage dutch die Darsteltung biliverdin- 
freier Katalasen aus Menschen-, Meerschweinchen- und 
Pferdeleber gel6st. 

0,3 /L ezbecg uad legge 
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0 , I '  Pferde/eber~,1,,l"--*"~; ~ 
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°7oo obo 
Abb.  1. L ich tabsorp t ion  von  CO-H~imochromogenen.  

Die Abb. 1 zeigt einige Lichtabsorptionskurven yon 
CO-H~mochromogenen, die mit verschiedenen Kata- 
lasepr~tparaten gemacht wurden. Unterhalb der Wel- 
lenl~inge 580 m# sind alle Kurven praktisch gleich, 
weshalb nur eine ausgezogen ist. Im roten Gebiet da- 
gegen finden sich groBe Unterschiede, die auf einen 
wechselnden Gehalt yon Verdoh~mochromogen zuriick- 
zuf~hren sin& Das Pferdeleberkatalasepr~iparat yon 
LEMBERG und LEGCE ~ weist eine sehr deutliche Bande 
bei 630 m/~ auf, die iia Pferdeleberkatalasepr~iparaten 
yon ROGER BONNICHSEN nur angedeutet ist und in den 
Pr/iparaten alas Pferdeblut und Meerschweinchenleber 
tiberhaupt nicht vorkommt. Die Arbeiten yon BON- 
I~ICrlSEN 3 zeigen, dab der Biliverdingehalt der Leber- 
katalasepr~parate yon der Darstellungsweise abhangt, 
und dab man mit geeigneten MaBnahmen biliverdin- 
freie Leberkatalase darstellen kann. Dagegen ist es 

1 J . B .  SUMNER und  A . L . D o u N c E ,  J .  BiohChem,  121,417 (1937). 
2 R. LEMBERC und  J .  W. LEC6E, Biochem, J .  37, 118 (1943), 
:~ R. K. BONNICHSEN, noch unver6ffent l ieht ,  

noch nicht bewiesen, dab alle vier H/imine im Leber- 
katalasemolekiil Protoh~matine sind. Die M6glichkeit 
steht noch often, dab die Oxydation des Katalase- 
protoh/£mins z.B. zu Oxyh/imin in der Leber physio- 
logisch vorkommt. 

Die Bestimmung der Aktivitfit der Katalasen ist nie- 
reals sehr befriedigend gewesen. Seit mehr als zwanzig 
Jahren hat man die Bestimmungsmethode yon 
v. EULER und JOSEPHSON verwendet, wobei eine sehr 
kleine Menge Katalase - weniger als 1~ yon reinen Pr~- 
paraten - in 50 ml Phosphatpufferl6sung Wasserstoff- 
superoxyd spaltet. Nach verh~ltnismiiBig langer Zeit, 
z.B. nach 3, 6 und 9 Minuten, nimmt man Proben her- 
aus und bestimmt mittels Titration mit Permanganat 
die noch vorhandene Menge von H20~. Ein Obelstand 
dabei ist, dab die Reaktionskonstante, die gem~B der 
Formel 

k = l 1 In x0 - -  o _ _  . _ _  
t EEl x 

gleichbleiben sotlte, in der Wirktichkeit mit der Zeit 
erheblich abflillt, so dab man, um dell Anfangswert 
der Aktivit~it zu finden, eine Extrapolation zur Zeit 0 
unternehmen muB. 

Wir haben nun gefunden x, dab die obengenannten 
Bedingungen zur Messung der Katalaseaktivit/tt in 
zweierlei Hinsicht ungtinstig sind. Erstens wird bei der 
angewandten hohen Verdtinnung der Katalase ein be- 
tr~chtlicher Tell davon an die Glasw~inde des Gef/il3es 
adsorbiert, wodurch ja die Aktivitiit herabgesetzt wird. 
Zweitens werden die wenigen Katalasemolektile, die ja 
eine grol3e Menge von Substrat w~ihrend langer Zeit 
spalten mtissen, dadurch selbst zum Tell inaktiviert. 
Beide Nachteile lassen sich nun sehr leicht beseitigen, 
n~imlich einfach dutch Erh6hung der Katalasekonzen- 
tration und entsprechende Verk~irzung der Reaktions- 
zeit. 

[ ~2.1o-~ 
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Abb.  '2. Ord ina te :  Li ter  p ro  Mol und Sekunde.  

(HzOz) Zeit  = 0 
Abszisse : log 

(HzOz) Zeit = t 

Die Abb. 2 zeigt einige Ergebnisse von Bestimmun- 
gender Reaktionsgeschwindigkeitskonstante mit dem- 
selben Katalasepr/£parat nach der alten Methode (un- 

I R. K. BONNICHSEN, ]3. CHANCE u n d  H.  THEOEELL, Ac ta  Chew.  
S tand . ,  im  Druck.  



102 H THEORI~LL: 0ber  die Wirkungsweise der Katalasen [ExPERIENTIA VOL, IV/3] 

tere Kurve) und mit der neuen (obere Kurve). Man er- 
sieht daraus, dab nach der alten Metbode im Anfang 
eine schnelle Abnahme der Reaktionsgesehwindigkeits- 
konstante stattfindet. Spiter wird die Abnahme fast 
geradlinig und etwas langsamer, ist aber immer noch 
betr~ichtlich. Diese letzte Phase entspricht den yon den 
meisten Autoren angewandten 3-, 6- und 9-Minuten- 
Werten. Offenbar wird eine Extrapolation bis zur Zeit 
t = 0 einen viel zu niedrigen Wert ergeben. Wurde da- 
gegen die Katalasekonzentration auf das 40fache er- 
h6ht (obere Kurve), so erwies sich die Reaktionsge- 

sehwindigkeitskonstante als yon lOglo @ fast unab- 
hingig. 

1,5 
*#t .[0-6 

8 

LO ~ o 

05  o o 
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0 0,025 0,05 
(H20~J-M 

Abb. 3. Ordinate: Anfangskonzentration des H~Ol" Reaktions- 
gesehwindigkeitskonstante. I0 -4. 

Abszlsse: Anfangsmolarit/~t des H,,O z. 

Noch deutlicher tritt der EinfluB yon Katalasekon- 
zentration und Reaktionszeit in der Abb. 3 hervor, 
wenn die anfXngliehe Konzentration des H202 (xo) 
variiert wird. Nach der alten Nethode der Aktivit~its- 
bestimmung ergibt eine ErhShung der anf~inglichen 
H,O~-Konzentration eine rasche Abnahme der Reak- 
tionsgeschwindigkeit (Kurve B). In einem gewissen 
Konzentrationsbereich kann es dabei geschehen, da l  
die Reaktionsgeschwindigkeit als yon der H202-Kon- 
zentration unabh~ingig erscheint (um 0,025 M H~O 2 
herum). Manche Autoren haben daraus den SchluB ge- 
zogen, da l  die Katalasen bei dieser Konzentration im 
Sinn der MICI~AELISschen Theorie mit H~O~ ges~ittigt 
sind, und sogar Werte far die MICHAELIs-Konstante 
angegeben. 

Die Experimente mit h6herer Katalasekonzentration 
(Kurve A) lehren indessen, dab die ~ilteren Resultate 
Artefakte sind, die yon der Verwendung allzu ver- 
diinnter Katalasel6sungen herrtihren. Von einer S~ttti- 
gung der Katalase mit H202 ist nichts mehr zu sehen, 
und eine MICHAELIs-Konstante existiert also im experi- 
mentell zuginglichen H20,-Konzentrationsgebiet nicht. 

BRITTON CHANCE, der als Guggenheim-Fellow zur 
Zeit mit uns arbeitet, hat mit einer verfeinerten I-IART- 
RII)GE-RouGItTON-MILLIKAN-Technik die Kinetik der 
Katalasen und ihre Verbindungen elngehend unter- 

sucht 1. Zwei Spritzen, Abb. 4, oben, enthalten z.B. 
Katalase und H,O2-LSsung. Der Inhalt beider wird 
gleichzeitig in eine Mischkammer hineingetrieben und 
flieBt nach der Mischung in eine R6hre yon etwa 
i mm Durchmesser hinaus. Ein monochromatischer 
Lichtstrahl yon beliebig einstetlbarer Wellenlinge pas- 
siert qfler durch die Kapillare und die Variationen in 
der Lichtabsorption werden entweder mit einem Gal- 
vanometer oder ffir sehr schnelle Reaktionen mit einem 
Oszillographen registriert. Mit Hilfe einer im Lumen der 
Kapillare befindlichen Platinelektrode kann aul3erdem 
die H202-Konzentration polarographiseh registriert 
werden. Die Experimente k6nnen nach zwei etwas ver- 
schiedenen Methoden gemacht werden. Nicht allzu 
schnelle Reaktionen werden am besten dadurch stu- 
diert, dab man eine sehnelle Injektion der beiden Flfis- 
sigkeiten in die Kapillare macht und dann die Ver- 
inderungen in der wieder stillstehenden Fliissigkeit 
in der Kapillare untersucht (<(flow-stop~>-Methode). 

Spri~zen 

L 6"aun 9,q.. .-ZLisung B 

Doppel/er 

Dreiweghahn 

Konlak/£ - 
- - 2 9 [ / s c / T k a m m e p  

- Plalindrah/" in G/as 
--'-eingescl;moizen 

Abb. 4. Mischeinfichtung f/lr KatMase und H20~-LOsung. 

Schnelle Reaktionen, die in einem Bruchteil yon einer 
Sekunde ablaufen, werden dagegen am besten wSh- 
rend der Durchstr6mung der Kapillare registriert 
(<~ stream- flow ~>-Meth ode). 

Auf die technischen Einze]heiten ~, die in der Abb. 5 
schematisch dargestellt sind, kann ich hier nicht n~iher 
eingehen, nur eines sei besonders hervorgehoben. In- 

1 B. CHANCE, Acta Chem. Scand. 1, 235 (1947). Eine weitere 
Reihe yon Arbeiten fiber die Kinetik der Katalase werden dem- 
nSchst verSffentlicht werden. 

2 B. CHANCE, Rev. Scient. Instr. 18, 601 (1947). 
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foIge der hohen Reaktionsf~higkeit der Katalasen 
mui3te CUANCE mit sehr verdfinnten L6sungen arbei- 
ten, deren Farbe mit dem Auge nicht xu sehen war. 
Infolgedessen waren die Ver~inderungen der Liehtab- 

Doppe/- ~??er - M o n o ~ h r o m ~ t o r  

~7/er~ 

ol 

_I 

3~o_seoamH " Oztter2 

O T F - - - I +  E 

I L S I  

Abb.  5. MeBeinrichtung,  sehemat is te r t .  

L = Lampe  zu 4 A und  8,5 V. Der  Glfihfaden (F) wird  auf  d e m  
E i n t r i t t s s p a l t  abgebi lde t .  

L I K  ~ E i n r i c h t u n g  zur  Kontro l le  der  L ieh t in tens i t~ t  (7 • 10 ¢ A]V). 
S tab i l i s i e rungsverha l tn i s  ~ 3"  l0  ~. 

RG = Reg i s t r i e rga lvanome te r ;  1 Ska lcns t r ich  ~ 10 / iV ;  ~/-6,7 • 
10 - ~  A ;  0-2  Schwingungcn/sec .  

SO = Spiegeloszi i lograph ; 1 m m  Aussch lag  ~ 4 , ~ / i V ;  ~ 2,8 • 
10 - i s  A ; 0 -500  Schwingungen]sec.  

Die  Beze i chnung  83 m s e c / m m  g i b t  an :  Mit  dieser  Mischkammer  
wiirde ein Aussch lag  yon  83 m m  bedeu ten ,  dab  1 msec  zwischen 
Mischen und  Beobach ten  verfliel]t .  

A S = A u s t r i t t s s p a l t  yon  5 m/*. 
D ~ Appara t ,  der  die Spannungsve r~nde rung  m i t  der  Zei t  regi- 

s t r ier t .  
K ~ Kapi~are  yon  1 m m  Durcbmesse r  {vgl. Abb.  4). 

P Z  ~ Photoze]le  ( F a b r i k a t  RCA, T y p e  9~9 oder  935). 
V = Vers t~ i rkungse inr ich tung;  I~5 M = 1,5 M Q ;  ~ = Verst/~r- 

kungsg rad .  Per iode  des  Ga lvanomete r s  = 0,020-10 see. 

sorption sogar auf dem Gipfel der Soret-Bande im 
Violett auBerordentlich klein, yon der Gr6flenordnung 
1% oder weniger, so dab die Anforderungen an die 
Konstanz der Lichtquelte extrem hoch waren. 

--V v 

IoA4/L iY~O~ ~<fo 
Zeit zark d~ ~;¢s,Jo ~ ' tO ?0  30 

LO 

Abb. 6. 

Ein <(Electroncontroller>> reduzierte alle zufMligen 
Spannungsschwankungen 30000mal und die konti- 
nuierliche Spannungsver~nderung war kleiner als 
0,001% pro Minute. 

Die Abb. 6 zeigt einige Experimente yon CHANCE. 
Links wurde eine sehr kleine Menge yon Katalase, 
0,08 mFM/L, mit H2Os/1 mM/L gemischt. Diehorizontale 
Linie oben zeigt im Moment der Injektion eine Zacke, 
die ein MaB der Str6mungsgeschwindigkeit in der Ka- 
pillare ist. Die mittlere Kurve gibt den Aussehlag der 
Platinelektrode an. Die g-roBe, nach unten geriehtete 
Zacke ist also ein MaB der H20~-Konzentration in der 
Kapillare. Nach 5 bis 10 Sekunden ist demnach alles 
H~O 2 gespalten. Die dritte, etwas unregelm~iBige Kurve 
ist das spektrophotometrische Ergebnis. Bei dieser 
hohen Verdfinnung der Katalase ist also spektrophoto- 
metrisch nichts zu verzeichnen. 

1 400 ~ 3,~#Mfl des PFe~eb/utes 

I ZS~M/Z H~O~ 
l s.2o pM. ,7 o,x MPho,   

~0~ 

200 

100 ̧  

0 I k'm,e ..... 
szo ,Do 

Abb.  7, 

VZurde nun die Katalasekonzentration auf das 50- 
fache erh6ht (Experiment rechts), so ist das Bild ein 
ganz anderes. Die Platinelektrode gibt eine kleine, in 
etwa einer Sekunde verschwindende Zacke (Kurve 
((HsO2,>). Spektrophotometrisch wurde diesmal ein 
gr013er Ausschlag beobachtet, vom Niveau ((Katalase>> 
bis zum Niveau <~Katalase-H20 ¢. Im Laufe ziemlich 
langer Zeit geht dann der Ausschlag allmiihlich zum 
Katalaseniveau zurfick. Dieser Versuch ist so zu 
deuten, dab Katalase und H~O~ eine bisher nicht beob- 
achtete Verbindung bilden, wobei die Lichtabsorption 
bei 405 m/z um etwa 10% abnimmt. 

Die Abb. 7 zeigt die Soret-Banden der Katalase bzw. 
der HaO2-Verbindung. 

Die Abb. 8 zeigt einen Versuch von CHANCE mit der 
(~stream-flom>-Methode. Oben ist also die Str6mungs- 
geschwindigkeit in der Kapillare registriert. Die ganze 
Dauer der Durchstr6mung betrug in diesem Falle 
0,6 Sek. W/ihrend dieser Zeit stellte sich die Licht- 
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Str~mun 9 : Anfan9 ~ ~ Ende 
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Abb. 8. 

absorption auf einen Zwischenwert ein. Sobald abet 
die Str6mung aufh6rte, sank die Lichtabsorption bis 
zum Wert der voll entwickelten H=O,-Verbindung her- 
ab. Aus diesem Experiment konnte die Geschw5ndig- 
keitskonstante der Verbindung zwisehen Katalase und 
H20~ berechnet werden, wobei der Wert 3.10 -~ 
M / L  • see gefunden wurde. Interessanterweise stimmt 
diese Zahl innerhatb der Fehlergrenzen mit der Ge- 
schwindigkeitskonstante der katalatischen Zersetzung 
des HzO 2 iiberein. 

Die Abb. 9 zeigt, was geschieht, wenn: 

1. Katalase mit Zyanid gemischt wird (links). Die 
Verbindungsgeschwindigkeit der Katalase (Leberkata- 
lase mit drei aktiven Haminen) mit Zyanid ist so 
niedrig, dab w~ihrend der Durchstr6mung reine Kata- 
lase in der Kapillare vorhanden ist. Nachdem die Str6- 
mung aufgeh6rt hat, verbindet sich alas Zyanid im 
Laufe yon etwa einer Sekunde mit den H~imatin- 
gruppen. 

2. Wurde nun Katalase aus der einen Spritze mit 
Zyanid + HzO z aus der anderen Spritze gemischt, so 
ergab sich ein anderes Bild (rechts). Dieses Experiment 
sowie das vorige wurde mit der Wellenl~inge 435 m# 
ausgeffihrt. Wie aus der Abb.7 zu ersehen ist, haben 
bei dieser Wellenl/inge die Katalase und ihre HzO ~- 
Verbindung die gleiche Lichtabsorption. Die Zyanid- 
katalase hat  dagegen eine betr~tchtlich h6here. Des- 
wegen kann man aus dem Experiment ersehen, dab 
bei Anwesenheit yon H202 das Zyanid sich nut  mit 
zwei von den drei H/imatinen im Katalasemolekfit ver- 
binden kann. Dies stimmt mit der Annahme, dab das 
dritte H~imatin mit H=O= anstatt  Zyanid verbunden 
ist. Aus diesem Experiment konnte geschlossen wer- 
den, dab die yon CHANCE nachgewiesene Katalase- 
H~Oz-Verbindung ein Molektil H~O 2 pro ein Molekiil 
Katalase enth/ilt. 

Die Katalase-HzO~rVerbindung wird, wie vorher ge- 
zeigt wurde, in Wasserl6sung langsam zersetzt unter 
Wiedererscheinen der Katalase. Viel schneller geht die 
Zersetzung nach Zusatz yon Akzeptoren, wie Alkoholen 
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Ze i t  n a c h  d e r  I n j e k t i o n  i n  s e e  

Abb. 9 
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oder Askorbinsgure. KEILIN und HARTREE 1 haben 
neulich eine Arbeit fiber gekoppelte Oxydationen 
unter Mitwirkung von Katalase ver6ffentlicht. Der 
Mechanismus dieser gekoppelten <<Oxydation,~ wurde 

z,o-I . , .S  ~ 1,~. , ,1000L~ 
~ " "l ~"" ""I"" l,,851*M'L ~/al~se desPfm,#e61utes 

i ,~ HI u"°. ' ~w-  Z=~YSm/~, $=30, T=23°C 
0 i ~ tqe~t~/ ' f  p#=6,7 0,,0/M Phospha/ 

,.r 

....... , ..... .......... 

Abb. 10. Oxydationsgesehwindigkeit verschiedener Alkohole durch 
Katalase-H~O~. F = innerhalb der Fehlergrenzen gleich der 

spontanen Zersetzuagsgesehwindigkeit. 

dutch CHASCES Befund aufgeklArt. Anstatt einer <~ge- 
koppelte~a Oxydation~> Iindet eine reine Peroxydase- 
wirkung der Katalase start. Nach den allerletzten Er- 
gebnissen scheint die Analogie zwischen der peroxy- 
datischen Wirkungsweise der Katalasen und der Per- 
oxydasen fiberrasehend vollst~ndig zu sein. In beiden 
F~llen addiert ein Enzymmolekfil ein Molekfil H,02, 
wobei die Bindungsart des Eisens ionisch bleibt (grfin- 
lithe Verbindungen mit Absorptionsbanden um 650 

1 D. KEZLIN und E. F. HARTREE, Biochem. J, 3 9 ,  293 (1945). 

~} 2oo 
Zsi/ nach de,,, Injehl'/on in ~ec, 
/~#/J.M/Z I(a/a/ase de," Prerdelebep -A J4OSm f f  S=30 
O,,O/M Phospha/ p/4=.6,7 

Abb. 11, 

m#Z). Von dieser Enzym-H~O2-Verbindung werden 
dann verschiedene Akzeptoren schnell oxydiert. 

Die Abb. 10 gibt fiber die Kinetik der peroxydati- 
schen Reaktion von Alkoholen mit Katalase-HsO ~ Auf- 
schluB. Man ersieht daraus u.a., dab Methanol und 
,~thanol viel schneller als die fibrigen oxydiert werden. 

Die Katalasen geben auchVerbindungen mit Methyl- 
und )~thylhydroperoxyd. Die Anlagerung zur Katalase 
verl~tuft bedeutend langsamer als mit H20 ~ (Abb. 11). 

I H. T]~EORELL, Ark, Kern. Min. Geol, 16.,t, N : r  3 (1942). 

l&talase (C#)a -+  

Andeeung der 
Lichtabsoeption 
bei 435 I~m (S = 20) 

I(atahxse -~ 

v iv  

t 

Zeit .ach der Injekt/on in sec 0 

\ 

~ -  K.falase (CN)a 

* -  Katalase (C2HsOOH)a 

t t t t t t t t t t 
0,5 0 1,0 0 0,5 0 1,0 0 0,5 

Katalase X Zyanid ~ Katalase + ~thylhydeopeeoxyd X Zyanid > 

Zeit nach der Mischung yon Katalase und Athylhydroperoxyd (in rain) 0,4 1,5 2,5 3 
Katalase der PferdelebeP IzM/L . . . . . . . . .  1,14 1,14 1,14 1,14 1,14 
Z.yanid tzM/L . . . . . . . . . . . . . . .  10 10 10 10 10 
Afhylhydroperoxyd I~M/L . . . . . . . . . . .  67 67 67 67 67 

Abb. 1~. S = ~0: Empfindlichkeit des Galvanometers. Das Zeichen X bedeutet: Tin der Kammer Abb. 4 gemischt mit~. 



Ein anderer Unterschied besteht darin, dab sich die 
Alkylhydroperoxyde mit allen vier Protoh~imatinen 
des Katalasemolekiils verbinden. Blockiert man also 
diese vier Eisenatome zuerst mit Athylhydroperoxyd 
und mischt dann mit Zyanid im Apparat yon CHANCE, 

4'00 

Die Abb. 13 zeigt die Soret-Banden der freien Kata- 
lasen (A), die nach Zusatz yon Alkylhydroperoxyd zu- 
erst gebildeten grfinlichen Verbindungen (B) und der 
r6ttichen Alkylhydroperoxydkatalase, die sekund/ir aus 
B gebildet wird. Genau so wie bei der Meerrettich- 

300 

,q 

200 

f O0 

e. Cm -z . mM -z 
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0 I ............. I 
370 4,00 z~50 

Z -ml~ 

Abb. 13. 

so wird keine Zyanidkatalase gebildet (Abb. 12, zweites 
Experiment yon links). Wartet man, bis mehr oder 
weniger v o n d e r  Alkylperoxydkatalase zerfallen ist, 
so wird wieder Zyanidkatalase gebildet (Abb. 12, drei 
Experimente rechts). 

o 

F 

/ i , ,  .'° ., 

/o9 I,q/~oho/) MA 
-1 

Abb. 14.1- ~ - z  .~S-Z bedentet :  Liter pro MoI und Sekunde. Ordinate: 
tog10 der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante ffir Reaktionen you 

diesem Typ (s. B. CHANCE, J .  Biol. Chem. 151, 553 [1943]). 

peroxydase nach Zusatz von H~02 (THEORELL,  1) erh~lt 
man nach dem Ergebnis von CHANCE mit Alkyl- 
hydroperoxyd + Katalase zuerst eine mehr grfinliche, 
sekund~r eine r6tliche Verbindung. 

Die prim~iren Katalasealkylhydroperoxyd-Verbin- 
dungen reagieren mit Methanol und ~thanol ungef/ihr 
ebenso schnell wie Katalase-H202 (Abb. ]4). 

1 H, THEORELL, Ark. Kern. Min. Geol. 16A, N : r  3 (1942). 
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~'bersicht tiber die reaktionskinetischen Werte von Hamoproteiden* 

H~imoproteid 

H ~ m o g l o b i n  1) 

Myogtob in  i) 

Meer re t t i ch -  
p e r o x y d a s e  

n, 
K a t a l a s e  (aus 
E r y t h r o z y t e n )  

Reagens 

S a u e r s t o f f  
K o h l e n -  
m o n o x y d  
Saue r s to f f  
K o h l e n -  
m o n o x y d  
Wasse r s to f f -  
p e r o x y d  

Z y a n i d  
W a s s e r s t o f f -  
p e r o x y d  
M e t h y l h y d r o -  
p e r o x y d  
~ t h y l h y d r o -  
p e r o x y d  
Z y a n i d  

Wasse r s to f f -  
p e r o x y d  
(ka ta l a t i sche  
Reak t ion )  

Zusammerx- 
setzung der 
Komplex- 

verbindungea 

H b  (O~) 4 

H b  (CO)4 
Mgb 08 

Mgb CO 

Per .  H20  ~ 

Per .  CN 

K a t  H20  ~ 
K a t  
(CHsOOH)4 
K a t  
(CzHsOOH)4 
K a t  (CN), 

K a t  H20  * 

Rever- Spontaner 
Bildung sibler irrever- 

(L']I-L8 -1) Zerfall sibter 
(S -1) Zerfall 

4,1 • 10 e 40 

1 ,3 .  10 s 0,004 
1 ,9 .  107 37 

3 • 10 ~ 0,04 

1,2 • 10 ~ 0,2 

9,6 • 104 0,4 

3 • 107 klein  
1 .  10' (0,02) 

kle in  
2. 104 (0,02) 

klein 
9 .  105 (0,02) 

4 
3,5 • 107 

* Temperaturen um 20 ° C, 

< 0 , 5  

0,02 

0,02 

0,04 

> 10 ~ 

Wahrscheinl. Art 
Peroxy- Ange- des Komplexes * 
datische 

wendeter ~Vertlg- ] 
Reaktion Akzeptor Bindungs- 

(L '~- I '~ - I )  keit I 
des Fe I a r t  

. - -  + 2 k o v a l e n t  

+ 2 k o v a l e n t  
- -  + 2 k o v a l e n t  

- -  + 2 k o v a l e n t  

3 .  10  n l~2k0mtlt- + 3 i onogen  
~hitgr~a 

- -  + 3 k o v a l e n t  

1 . 1 0  a ~ t h a n o l  + 3 ionogen  

1,1 • 103 ~ t h a n o l  + 3 ionogen  

2 ,2 ,  103 ~_thanol + 3 i onogen  

- -  + 3 k o v a l e n t  

+ 3 ionogen  

Mischt man Katalasealkylhydroperoxyd mit H20 ~, 
so verschwindet das Spektrum des Katalasealkyl- 
hydroperoxyds sehr schnell und wird dutch das Spek- 
trum der H202-Katalase ersetzt. Der ~berschuB an 
H,O 2 wird katalatisch gespalten, und sobald die Kata- 
lase damit fertig ist, verbinden sich die frei gewordenen 
H~matine wieder mit Alkylhydroperoxyd (Abb. 15 D). 

Einige yon den bisher bestimmten kinetischen Daten 
mit H~tminproteiden sind in der Tab. zusammengefal3t. 

Man ersieht daraus, dab u.a. die Verbindungsge- 
schwindigkeit der Katalase mit H,O, die schnellste 
Reaktion ist, die bisher auf das Gebiet der HAmopro- 
teide bestimmt wurde. Trotzdem haben Berechnungen 
fiber die H~ufigkeit der Koltisionen zwischen Katalase 
und H20~-Molekfilen eine Zahl ergeben, die zur Er- 
kl/irung der Katalasereaktionen ohne Annahme von 
Kettenreaktionen mehr als ausreicht. Es ist also nach 
unserer Meinung theoretisch unn6tig und experimen- 
tell unbegrfindet, in diesem Zusammenhang fiber Ket- 
tenreaktionen zu spekulieren. Ftir einen Reaktions- 
mechanismus nach der Gleiehung von KEILI~r und 
HARTREE 

4 Fe"" + 2 H20 ~ = 4 Fe'" + 4 H" + 2 O 3 
4 Fe'" + 4 H" + 08-- 4 Fe"" + 2 H20 

2 H,O2 = 2 H20 + 02 

haben die hier kurz geschilderten Experimente keine 
Stfitze ergeben. 

2 N a c h  G. A. MILLIKAN, PrOC. Roy .  Soc. B.,  1"20, 366 (t9:/6). 
Nach H .  THEORELL, Ark .  Kern.  Geol.  16.4, N : r l  (1942). 

Wir gelangen so zur SchluBfolgerung, dab die Kata- 
lasen in zweierlei Art und Weise mit dem Wasserstoff- 
superoxyd reagieren k6nnen; entweder wie Peroxy- 
dasen: dabei wird zuerst ein Mol Vc'asserstoffsuperoxyd 
yon einem Mol Katalase gebunden. Dieses ~dnter- 
mediate compound ~ yon BRITTON CHANCE reagiert mit 
Methanol und ~thanol mit einer Reaktionskonstante 
yon 1000 M/L. sec. Aus Methanol wird Formaldehyd 
gebildet, der weiter oxydiert wird, wahrscheinlich zu 
Ameisensiiure und diese zu Kohlensiture. Die Oxy- 
dation yon Athanol macht merkwtirdigerweise auf der 
Stufe des Azetaldehyds halt. 

Die grfine Verbindung zwischen 4 Mol ~thylhydro- 
peroxyd und einem Mol Katalase oxydiert die nied- 
rigeren Alkohole ungefiihr ebenso schnell wie es 
CHANCES Katalase-H,O 2 macht. Es ist yon Interesse, 
zu bemerken, dab die Alkylperoxyde demgem~t0 auch 
in sehr niedrigen Konzentrationen in der biologischen 
Oxydation eine Rolle spielen k6nnen (wenn sie fiber- 
haupt gebildet werden, was noch dahingestellt 
sei). 

STERN wies diesen Gedanken 1936 zurfick, weil er 
nur die rote C,HsOOH-Katalase kannte, welche nur in 
der Gegenwart hoher Konzentrationen yon Athyl- 
hydroperoxyd erscheint (0,1 molar). Die grfine Ver- 
bindung aber, die STERN nicht kannte, mag von bio- 
logischer Bedeutung sein, well sie bei sehr niedrigen 
Konzentrationen von C2HsOOH erscheint. 

Die Entdeckung der intermedi~tren H20~-Katalase- 
verbindung und ihre Reaktionen mit Alkoholen er- 
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kl~rt alle die Erscheinungen, die KEILIN und HARTREE 1 
als ~ gekoppelte Oxydationen,~ beschrieben haben. Diese 
sind also nichts anderes als peroxydatische Reaktionen 
der Katalasen in vollst~ndiger Analogie mit den wohl- 
bekannten Reaktionen zwischen Peroxydase HzO~ und 
verschiedenen Akzeptoren. Nur die Akzeptorspezifit~t 
ist verschieden. 

Wie kommt nun die katalatische Spaltung eines 
Oberschusses an H9.O2 zustande ? Ich habe schon er- 
wAhnt, dab die Spaltung in einer Reaktion erster Ord- 
hung stattfindet. Die Geschwindigkeitskonstante des 
Zerfalls ist gleich der Konstante fiir die Bildung yon 
CHANCES Katalase-H~O v Man k6nnte daran denken, 
dab eines yon den vier Eisenatomen des Katalase- 
molekfils andere Eigenschaften h/itte als die tibrigen, 
so dab nur dieses Fe-Atom H20 , zu einer verh~ltnis- 
mXBig stabilen Verbindung anlagern k6nne, die an- 
deren aber nicht. Dies scheint abet nicht der Fall zu 
sein, weil z.B. die Titration der Katalase mit Zyanid 
eine spektrophotometrische _~nderung der Lichtab- 
sorption gibt, die geradlinig vert~uft. Die ~nderung 
der magnetischen SuszeptibilitS.t verl~uft dabei eben- 
falls geradlinig. Die Geschwindigkeit der Verbindung 
der Alkylhydroperoxyde mit Katatase und die peroxy- 
datische Wirkung ist fiir alle vier Eisenatome die 
gleiche. Aus diesen UmstAnden ziehen wit die SchluB- 
folgerung, dab die Eisenatome gleichwertig sein mfissen. 

Formelm/iBig lassen sich die Bildung der H202-Kata- 
lase von CHANCE (1), ihre peroxydatische Reaktion mit 
Methanol (2) und unsere jetzige Arbeitshypothese fiber 
den Mechanismus der katalatischen Zersetzung yon 
H20 , (3 und 4) folgendermaBen ausdriicken: 

(1) HOFe--FeOH ,-]- H 2 0 2 k  t = 3.10, L.M_X. S - '  

HO~e--~eOH -+  
HOFe--FeOOH + HzO 

- +  I 
HOFe--FeOH 

(2) HOFe--FeOOH + CH3OH k = lO0O L. M-~. S-' 

HOFe--FeOH 
HOFe--FeOH + CH,O + H20 

HOFe--FeOH 
(3) HOFe--FeOOH + H,O2 

t I - +  
HOFe--FeOH 
HOFe--FeOH + O, + H,O 

HOFe--FeOH 
(4) HOFe--FeOOH 

I - +  
HOFe--FeOH + H20, 
HOFe--FeOOH 

--~ I t + H~O 
HOFe~FeOOH sehr schnelle Zersetzung 

Die Gleichungen 3 und 4 haben zur Voraussetzung, 
dab die HiO2-Katalase bei der Spaltung des HzO2 mit- 

wirkt, was sehr wahrscheinlich ist, weil die vier Eisen- 
atome nach dem oben Gesagten ebenbfirtig sind. Ob 
die Spaltung nach der Gleichung 3 oder 4, oder auf 
beide Weisen verl~uft, k6nnen wir noch nicht entschei- 
den. Ffir eine Reaktion nach der Gleichung 3 spricht 
z.B. das in der Abb. 15 wiedergegebene Experiment, 
welches zeigte, dab die Katalase-(C2HsOOH),mit H202 
schnell reagiert. 

Man k6nnte dann aber fragen, warum die Peroxy- 
dasen keine nennenswerte katalatische Wirkung haben. 
Die Peroxydasen geben doch Verbindungen mit H~O,, 
die beim Zusammenstol3 mit einem freien Molekfil H20 , 
katalatische $paltung ergeben k6nnten. Die Antwort 
daratff, warum das nicht geschieht, ist nicht restlos klar. 
Wenn es sich durch weitere Experimente heraussteUen 
wtirde, dab die katalatische Spaltung von I-L,02 ganz 
oder haupts/~chlich nach der Formel 4 vor sich geht, 
versteht man ja andererseits ohne weiteres, war.urn die 
Peroxydasen H20 ~ nicht spalten, weil sie ja, soweit bis 
]etzt bekannt ist, nnr 1 Fe pro Mol enthalten. Eine 
intramolekulare Spaltung von zwei an verschiedene 
Eisenatome im sdben Katalasemolekfil angelagerten 
H~O~-Molekfilen kann offenbar bei den Peroxydasen 
nicht stattfinden. 

Schliel31ich ergibt sich die folgende Frage: Welche 
von den beiden Wirkungsweisen der Katalasen, die 
peroxydatische oder die katalatische, ist physiologisch 
am wichtigsten ? Sind die Katalasen daftir da, um einen 
(7berschul3 von H20 * aus den Zellen zu entfernen, oder 
ist ihre Hauptaufgabe, gewisse Substrate peroxydatisch 
zu verbrennen ? 

XVir k6nnen die Sache anders ausdrficken: die Kata- 
lasen wirken immer wie Peroxydasen. CHANCES Inter- 
medi/irprodukt oxydiert entweder H20 , oder Alkohole, 
oder beide, wenn sie gleichzeitig anwesend sind. Ob die 
katalatische Spaltung vorkommt, beruht also einfach 
darauf, ob H~O, in Oberschul3 gebildet wird. Ob das 
im allgemeinen der Fall ist, k6nnen wir noch nicht 
sagen. Aus AGNERS 1 neuesten Versuchen fiber die Oxy- 
dation des Methanols im lebenden Meerschweinchen 
lifl3t sich berechnen, dab die HgOa-Bildung in der Leber 
so langsam ist, dab nicht einmal das ganze peroxy- 
datische Wirkungsverm6gen der Leberkatalase in An- 
spruch genommen wird. 

Wir neigen also der Auffassung zu, dab die physio- 
logische Wirkungsweise der Katalasen analog der- 
jenigen der Peroxydasen ist. Dann versteht man zwei 
Tatsachen, die vorher unverst~.ndlich erschienen: 

1. Warum der Katalasegehalt mancher Organe sehr 
hoch ist - dies ist notwendig, weil die peroxydatische 
Wirkung nicht sehr schneli ist. 

2. Wie die Na tu res  vermeidet, Energie bei der kata- 
latischen Spaltung von H,O, zu Sauerstoff und Wasser 
nutzlos zu verschwenden. 

t D. KEILIN und E. F. HARTREE, Biochem. J, 39, 293 (1945). 1 K. AGNER, Ac ta  physiol .  Scand. 13, 87 (1947). 
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Summary  

R e c e n t  e x p e r i m e n t s  c a r r i ed  o u t  in t h e  a u t h o r ' s  l ab -  
o r a t o r y  o n  t h e  c o m p o s i t i o n  a n d  w o r k i n g  m e c h a n i s m  of 
ca t a l a se s  h a v e  s h o w n  t h a t :  

( l )  T h e  p r o t e i n  c o m p o n e n t  of b lood  a n d  l ive r  c a t a l a s e s  
f rom ho r se  a re  iden t i ca l ,  as p r o v e d  b y  a m i n o  acid  
ana lyses  a n d  i m m u n o l o g i c a l  t e s t s  (R. K. J3ONNICHSEN). 

(2) T h e  b i l i v e r d i n  c o n t e n t  of  l ive r  c a t a l a s e s  is a pos t -  
m o r t a l  a r t e f a c t .  B y  u s i n g  s u i t a b l e  p r e p a r a t i v e  m e t h o d s  
BONNICHSEN was  ab l e  to  p r e p a r e  l i ve r  c a t a l a s e s  p r a c t i c -  
ally free f r o m  b i l i ve rd in .  

(3) T h e  a c t i v i t y  v a l u e s  f o u n d  b y  t h e  t i t r a t i o n  m e t h o d  
f o r m e r l y  used  a re  t oo  low a n d  u n c e r t a i n ,  owing  t o  in-  
a c t i v a t i o n  of  t h e  c a t a l a s e  d u r i n g  t h e  d e t e r m i n a t i o n .  E x -  
t r a p o l a t i o n  t o  t -~  0 does  n o t  g ive  c o r r e c t  resu l t s .  B y  
inc reas ing  t h e  c a t a l a s e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  b y  d e c r e a s i n g  
the  r e a c t i o n  t i m e  a c t i v i t y  v a l u e s  were  o b t a i n e d  w h i c h  
were i n d e p e n d a n t  of t ime ,  c a t a l a s e  a n d  h y d r o g e n  per-  
oxide  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  " K a t .  F . "  of al l  b i l i v e r d i n - f r e e  
ca t a l a se s  i n v e s t i g a t e d  so f a r  is a b o u t  80,000 a t  20 a, cor-  
r e s p o n d i n g  t o  a n  a c t i v i t y  c o n s t a n t  of k x = 3 ,5 -10  ~ L i t -  
e r s . M o l - * - S e c - L  C o n t r a r y  to  t h e  r e s u l t s  of p r e v i o u s  
a u t h o r s  no  MICHAELIS' c o n s t a n t  ex i s t s  for  c a t a l a s e  
(BONNICHSEN, CHANCE, a n d  THEO~ELL). 

(4) B.  CHANCE, u s i n g  a h i g h l y  d e v e l o p e d  HARTRIDGE- 
ROUGHTON-MILLIKAN t e c h n i q u e  ( " s p e c t r o p h o t o m .  w i t h  
t i m e  r e s o l u t i o n " ) ,  was  ab le  to  d e m o n s t r a t e  t h e  f o r m a t i o n  
of a c o m p a r a t i v e l y  s t a b l e  c o m p o u n d  of one  m o l  H , O  2 

w i t h  one  tool  of c a t a l a se .  S ince  one  c a t a l a s e  mo lecu l e  
c o n t a i n s  4 h e m a t i n  i ron  a t o m s ,  3 were  le f t  free to  com-  
b ine  w i t h  ions  s u c h  as cyan ide .  T h e  H ,Oz-ca t a l a se  h a s  
a peroxidatic a c t i v i t y  t o w a r d s  lower  a l coho l s  a n d  a sco rb i c  
acid .  T h i s  f i n d i n g  e x p l a i n s  t h e  " c o u p l e d  o x i d a t i o n s "  
de sc r ibed  b y  KEILIN a n d  HARTREE. 

(5) A l k y l  h y d r o p e r o x i d e s  f r o m  c o m p o u n d s  w i t h  al l  
four  c a t a l a s e  h e m a t i n s  (CHANCE). G r e e n i s h  c o m p o u n d s  
a re  f o r m e d  p r i m a r i l y ,  r ed  ones  s e c o n d a r i l y  in  s t r i c t  
a n a l o g y  w i t h  t h e  h o r s e  r a d i s h  peroxidase-H~O, com-  
p o u n d s  (THEORELL). 

(6) K i n e t i c  d a t a  were  d e t e r m i n e d  for  t h e  r e a c t i o n s  
u n d e r  (4) a n d  (5). 

(7) C a t a l a t i c  d e c o m p o s i t i o n  of H202 in  excess  of 1 tool  
pe r  tool  c a t a l a s e  m a y  o c c u r  e i t h e r  b y  t h e  a t t a c h m e n t  of 
a s econd  tool  of H~O, to  a free h e m a t i n  in  c a t a l a s e - H , O , -  
complex ,  or  b y  t h e  r e a c t i o n  of  c a t a l a s e - H , O ,  w i t h  H ,O ,  
in  some  o t h e r  way ,  so t h a t  O 2 is l i b e r a t e d .  No i n d i c a t i o n  
of a n  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  cycle  was  found .  

(8) i t  is u n n e c e s s a r y  to  a s s u m e  t h a t  a n y  c h a i n  r e a c t i o n  
is i n v o l v e d  in  c a t a l y t i c  d e c o m p o s i t i o n .  

(9) If  i t  is a s s u m e d  t h a t  t h e  p e r o x i d a t i c  m o d e  of a c t i o n  
of c a t a l a s e s  p r e v a i l s  u n d e r  phys io log i ca l  c o n d i t i o n s  one  
c a n  u n d e r s t a n d  (a) w h y  t h e  c a t a l a s e  c o n c e n t r a t i o n  in  
m a n y  o r g a n s  is m u c h  h i g h e r  t h a n  w o u l d  b e  n e c e s s a r y  for  
t h e  d e c o m p o s i t i o n  of  H,O~; (b) h o w  N a t u r e  a v o i d s  t h e  
w a s t e  of e n e r g y  t h a t  w o u l d  r e s u l t  f r o m  t h e  d e c o m p o s i -  
t i o n  of HzO 2 i n t o  o x y g e n  a n d  wa te r .  
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A z i o n e  r iducente  dei  ragg i  X su so luz ion i  
di b leu  di m e t i l e n O  

N u m e r o s e  sono  le esper ienze,  v o t t e  a sp i ega re  il mec-  
c a n i s m o  a t t r a v e r s o  il q u a l e  i r agg i  X e s e r c i t a n o  la  loro 
az ione  c h i m i c a  e b i o l o g i c a .  E d  ~ i n c e r t o  il m o d o  o n d e  
n e l l ' a c q u a  s t e s sa  te r a d i a z i o n i  i o n i z z a n t i  d e t e r m i n i n o  
reaz ion i  c h i m i c h e .  T r a  le p r i n c i p a H  r i c e r c h e  r i c o r d e r e m o  
quel le  di  FRICKE 2 che  us6  s o s t a n z e  i n o r g a n i c h e  e o rgan i -  
che sempl ic i  e que l le  di DALE 3 che  si s e rv t  di  enz imi .  
T u t t e  q u e s t e  a t t i v i t ~  delle r a d i a z i o n i  su so luz ion i  ac-  
quose  d i lu i t e  sono  indirette i n  q u a n t o  te molecole  rea-  
gen t i  de1 so lu to  n o n  sono  s t a t e  d i r e t t a m e n t e  e c c i t a t e  o 
i o n i z z a t e  da l t e  r ad i az ion i ,  c o m e  a m m e t t e  l a  Tre f fe r -  
t heo r i e  o T a r g e t t h e o r i e ,  m a i l  loro c o m p o r t a m e n t o  
d i p e n d e  d a l l ' e c c i t a z i o n e  o ion izzaz ione  delle molecole  del  
so lven te .  W z l s s *  h a  s u g g e r i t o  l ' i po t e s i  che  l ' a c q u a  a t -  

1 Desideriarno esprimere Ia nostra gratitudine alIa Dott. MARIA 
BASSI la cui coUaborazione fu preziosa durante Io svolgimento di 
queste esperienze. 

2 ~I. FRICKF., 2 .  J .  HART e H. P. SMITIt, J .  Chem. Phys. 6, 229 
(19as). 

3 W. M. DALE, Biochem. J. 34, •367 (1940); Brit. J. Radiol. 16, 
171 (1943). 

4 j .  WEiss, Nature 153, 748 (194~). 

t i v a t a  da l le  r a d i a z i o n i  r i su l t i  di  r ad ica l i  H e O H  e r i ce rche  
p r o b a t o r i e ,  anz i  c o n c l u d e n t i ,  sono  s t a t e  e f f e t t u a t e  d a  
FORSSBERG 1 il q u a l e  i r r a d i 6  so luz ion i  di ca t a l a s i .  

Noi  ci s i a m o  p r o p o s t i  di  s t u d i a r e  la  r i d u z i o n e  del  b l en  
di  m e t i l e n e  a t t r a v e r s o  il m e c c a n i s m o  de l la  i on i zzaz ione  
d e l l ' a c q u a .  A t a l  f ine  noi  a b b i a m o  d a p p r i m a  c o s t r u i t o  
u n a  c u r v a  di t a r a t u r a  del  b leu  di me t i l ene ,  con  lo s p e t t r o -  
f o t o m e t r o  d i  Pu l f r i ch ,  u s a n d o  il f i l t ro  S. 66,6/3,  5. L ' e s t i n -  
z ione  o b b e d i s c e  a l la  legge di LAMBERT-BEER e a b b i a m o  
ca l co la to  t g  c~ = 1,339. V o r r e m m o  r i c o r d a r e  a q u e s t o  
p u n t o  c h e i  p o t e n z i a l i  di  o s s ido - r iduz ione  di  so luz ion i  
i r r a d i a t e  di  b leu  di  m e t i l e n e  sono  s t a t i  s t u d i a t i  d a  
L O I S E L E U R  2. 

Noi  a b b i a m o  i r r a d i a t o  in  a t m o s f e r a  d ' a z o t o  10 c m  ~ 
di so luz ion i  n / 1 0 0 0 0 0  e n / 5 0 0 0 0  di b leu  di me t i l ene ,  in  
p r o v e t t a  in  v e t r o  n e u t r o  M u r a n o  n o n  contenente ele- 
m e n t i  a d  a l t o  peso  a t o m i c o ,  c o m e  c o n t r o l l a m m o  rad io -  
g r a f i c a m e n t e .  L ' a p p a r e c c h i o  u s a t o  e ra  u n  G o r l a - S i a m a ,  
t u b o  A . E . G . ,  120 kV,  3 mA,  40 rim, D.F .  30 cm,  s e n z a  
f i l t ro  3. 

1 A. FORSSBF.RG, Acta Radioh 27, 281 (1946); Nature 159, 30g 
(1947). 

2 j .  LO;SELEUR, Bull  Soc. Chim. biol. 25, 21 (I943). 
a DeU'apparecchio concesso a nostra disposizione dall'Istituto di 
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