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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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I1 n u m e r o  del le  molecole  di b leu  di m e t i l e n e  r i d o t t e  
dopo  la  s o m m i n i s t r a z i o n e  del le  dosi  f u r o n o  le s e g u e n t i :  

Tabella I 

Dose in r Molecule ridotte/em a Quoziente ionico M/N 
per paio di ioni 

1 200 
3600  
6000  
8300  

10000 

2,44 . 1014 
1,38 • 1015 
2 , 1 0 5 .  1015 
2,44 • 1015 
3,09 • l 0  is 

0,126 
0,238 
0,219 
0,182 
0,192 

P o i c h 6  si a c c e t t a  g e n e r a l m e n t e  che  1000 r p r o d u -  
cono  1,61 • 10 Is p a i a  d i  ion i  p e r  c m  3 d ' a c q u a  a b b i a m o  
d u n q u e  p o t u t o  ea leo la re  il q u o z i e n t e  ionico  (ionic yield) .  

L ' i r r a d i a z i o n e  di u n a  so luz ione  q u e s t a  v o l t a  a lcoo l ica  
di b l eu  di m e t i l e n e  con  10000 r nel le  cond iz ion i  s o p r a  
d e s c r i t t e  n o n  h a  e s e r c i t a t o  a l c u n a  az ione  r i d u c e n t e .  Ab-  
b i a m o  poi  s t u d i a t o  se a l c u n e  s o s t a n z e  a g g i u n t e  al le  solu-  
z ioni  a c q u o s e  po t e s se ro  d e t e r m i n a r e  u n ' a z i o n e  p r o t e t -  
t i va ,  c o m e  dal le  e spe r i enze  di FORSSBERG I su l la  ca ta las i ,  
c o n c l u d e n t i  che  t a l e  az ione  ~ e s e r c i t a t a  d a  s o s t a n z e  n o n  
s a t u r e  (p. es. a c i d o  f u m a r i c o  e male ico)  che  r e a g i s c o n o  
c o n  i p r o d o t t i  d e l l ' a c q u a  a t t i v a t a .  

T u t t e  le so luz ion i  t u r o n o  i r r a d i a t e  con  10000 r :  n o n  
a b b i a m o  p o t u t o  s t u d i a r e  l ' i n f l u e n z a  d e l l ' a g g i u n t a  di  ci- 
s t e i n a  p e r c h 6  q u e s t a  s a s t a n z a  d i  pe r  s~ ~ a l t a m e n t e  
r i d u t t r i c e  del  b l eu  di m e t i l e n e :  i r i s u l t a t i  p e r  le s o s t a n z e  
d a  noi  s t u d i a t e  f u r o n o  i s e g u e n t i :  

Tabella I I  

Concen- Molecule Quoziente 
Sostanza trazione ridotte ionieo M/N 

(raM) • 1018 per paio diioni 

NaC1 i so ton ico  . 
Ac ido  m a l o n i c o .  
C i s t i na  
Acido s u c c i n i c o . .  
NaC1 i p e r t o n i c o  
NaC1 ipo ton i co  . . 
G e l a t i n a  1% . 
Acido f u m a r i c o .  

1,45 
0,1 
0,1 
0,1 

14,5 
0,145 

0,1 

2,44 
1,54 
0,975 
0,81 
0,65 
0,568 
0,1625 
0,0 

0,1515 
0,0960 
0,0605 
0,0505 
0,0404 
0,0353 
0,011 
0,0 

Si p u 6  o s se rva re  che  se l ' a c i d o  f u m a r i c o  svo lge  u n a  
az ione  p e r f e t t a m e n t e  p r o t e t t i v a  su l la  r i d u z i o n e  del  
b l eu  di  rne t i lene ,  t a l e  az ione ,  se p u r e  i n  g r a d o  m i n o r e  
e f f e t t u a n o  a l t r e s t  s o s t a n z e  s a t u r e  c o m e  l ' a c ido  m a l o n i c o  
e succ in ico  : pe rc i6  il m e c c a n i s m o  di  p r o t e z i o n e  d a l l ' a c q u a  
a t t i v a t a  p r o s p e t t a t o  da l  FORSSBERG ~ n o n  pu6  essere  t r a s -  
fe r i to  a l la  r eaz ione  r a d i o - c h i m i c a  d a  noi  s t u d i a t a .  

E .  GALLICO e B. CAMERINO 

I s t i t u t o  n a z i o n a l e  pe r  lo s t u d i o  e la c u r a  d e / t u m o r i  
e L a b o r a t o r i  r i ce rche  F a r m i t a l i a ,  Mi lano ,  il 23 d i c e m b r e  
1947. 

Z u s a m m e n / a s s u n g  

Die  Ver f a s se r  bewei sen ,  d a b  R 6 n t g e n s t r a h t e n  e ine  
vdisserige,  n i c h t  a b e r  e ine  a t k o h o l i s c h e  M e t h y l e n b l a u -  
16sung r eduz i e r en .  Das  s p r i c h t  ffir die T h e o r i e  d e r  in-  
d i r e k t e n  W i r k u n g  de r  i o n i s i e r e n d e n  S t r a h l u n g .  Als ioni-  

1 A. FORSSBERG, Acta Radiol. 27, 281 (19~6); Nature 159, 308 
(1047). 

~" A. FORSSBERG, Acta Radiol. 27, ~gl (1946}; Nature 15o, .qo,q 
(1947). 

sche  A u s b e u t e  d ieser  V e r s u c h e  w u r d e  e t w a  0,2 ge funden .  
V e r s c h i e d e n e  S u b s t a n z e n  (und  zwar  g e s g t t i g t e  u n d  unge-  
s~tt t igte V e r b i n d u n g e n )  s c h t i t z e n  in  v e r s c h i e d e n e m  Aus- 
maB  d as  M e t h y l e n b l a u  v o r  d e r  W i r k u n g  des  a k t i v i e r t e n  
Wasse r s .  

Zur Biogenese des Lignins 
(13ber das  L i g n i n  e t i o l i e r t e r  K a r t o f f e l k e i ml i n g e )  

W / i h r e n d  die V e r h o l z u n g  k e i m e n d e r  P f i a n z e n  y o n  bo- 
t a n i s c h e r  Sei te  s c h o n  m e h r f a c h  b e a r b e i t e t  wurde ,  l iegen 
d a r i i b e r  n o c h  k a u m  i r g e n d w e l c h e  c h e m i s c h e  B e f u n d e  
vor .  ~¢Vir h a b e n  n u n  u n t e r s u c h t ,  ob  in  d e r  e t i o l i e r t en ,  d .h .  
d e r  im D u n k l e n  u n t e r  A u s s c h l u g  d e r  P h o t o s y n t h e s e  kei- 
m e n d e n  K a r t o f f e l p f i a n z e  e ine  V e r h o l z u n g  sowoh l  che- 
m i s c h  als  a u c h  b o t a n i s c h  n a e h z u w e i s e n  ist .  

P.  KLASON 1 b e r i c h t e t ,  d a b  s ich  e t io l i e r t e  Kar to f fe l -  
ke iml inge  b o t a n i s c h  n i c h t  an fArben  lassen ,  a b e r  e inen  
n a c h  B e h a n d l u n g  m i t  Schwefe ls / iure  u n l 6 s l i ch en ,  l ignin-  
a r t i g e n  K 6 r p e r  e rgeben .  D iese r  e n t h ~ l t  im  G e g e n s a t z  
z u m  n o r m a l e n  L i g n i n  e n t w e d e r  g a r  ke in  o d e r  n u t  sehr  
wen ig  M e t h o x y l .  D a r a u s  sch l ieBt  er, dal3 fi ir  die B i l d u n g  
v o n  M e t h o x y l g r u p p e n  d e r  be i  d e r  P h o t o s y n t h e s e  en t -  
s t e h e n d e  F o r m a l d e h y d  v e r a n t w o r t t i c h  sei. E i n e  Nach -  
p r i i f u n g  d iese r  A n g a b e n  e r s c h i e n  w i i n s c h e n s w e r t ,  da  
m a n  a u f  diese  A r t  e inen  g u t e n  E i n b l i c k  in  die  s y n t h e t i -  
s chen  F~ih igke i ten  d e r  P f l anzenze l l e  u n t e r  A u s s c h t u g  des 
l a u f e n d e n  p h o t o  s y n t h e t i s c h e n  A s s i m i l a t i o n s v o r g a n g e s  
g e w i n n e n  k a n n .  U b e r  die B i l d u n g  v e r s c h i e d e n e r  a n d e r e r  
P f l a n z e n s t o f f e  in  E t i o l e m e n t s  l iegen s c h o n  e in ige  U n t e r -  
s u c h u n g e n  v o r  ~. 

Die  w a s s e r l e i t e n d e n  E l e m e n t e  k o n n t e n  wir,  wie in  den  
n a c h f o l g e n d e n  S c h n i t t e n  geze ig t  wird,  d u r c h  die ge- 
b r / i u c h i i c h e n  L i g n i n r e a g e n z i e n  ( P h l o r o g l u c i n -  Salzsgure ,  
An i l i n su l f a t ,  R e a k t i o n  v o n  MAULE) e i n d e u t i g  an f t t rben .  
A b b .  1 s t e l l t  e inen  Q u e r s c h n i t t  u n d  A b b .  2 e inen  L~ings- 
s c h n i t t  bei  e t w a  80 fache r  V e r g r 6 g e r u n g  dar .  

Abb. i. 

i p. KLASON, Cellulosechemie lO, ll,q (1932). 
2 H. K. BARRENSCHEEN, J. PANY llrld E. SRB, Biochem. Z. 31o, 

~s5 (19-P2). 


