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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). 
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Der chemische Nachweis, dab es sich hier tatsfichlich 
um Lignin handte, war schwerer zu fiihren. Die chemi- 
sche Definition des Lignins ist heute zwar noch um- 
stritten. A. v. WACEK ~ postuliert  folgende Bedingungen, 
die eine Substanz erfiillen mug, um als Lignin ange- 
sprochen zu werden: 

I. Das Lignin ist ein N-freier, hochmotekularer Stoff, 
der Methoxylgruppen enth~l t  und an dessen Aufbau 
Derivate des Phenylpropans mal3geblich beteiligt sind. 

2. Durch SS.urebehandlung wird eventuel l  16sliches 
Lignin in mehr oder minder  unl6sliche KSrper umge- 
wandelt.  

3. Beim oxydat iven  Abbau des IAgnins, sei es 16slich 
oder unlOstieh, mul3 das aromatische System in Form l 
der entsprechenden Abbauprodukte  (Vanillin, Syringa- 2] 
aldehyd) nachweisbar sein. 25 

Wir wotlen uns im Iolgenden an diese Definition hal- 
ten. 

Es war somit festzustellen, ob aus etiolierten Kartof-  ~ 2! 
Ielkeimlingen ein K6rper isoliert werden kann, der Me- ~ t9 
thoxyl enth~lt,  mit  S/iuren unl6slich wird und sich zu 
den genannten aromatischen K6rpern abbauen tiiBt. ~ 17 

Die iibliche Ligninbest immung mit  konzentr ier ten IS 
S~uren erwies sich bei den Keimlingen, die ja  ats lebende 13 
Zellen mit  grof3en Mengen Protoplasma erfiillt sind, als 
nur mit  Vorsieht anwendbar.  Tats/ichlich enthielten die 
au~ diese Art  erhifltlichen Reakt ionsprodukte  fiber 6% 13 
Stickstoff, waren also mit  anderen N-reiehen Substan- 

12 zen verunreinigt,  womit  Angaben yon R. S. HILPERT 2 
best~tigt werden. Nach einer Methode yon T. PLOTZ a /! 
1/~t3t sich der S~ureligningehalt  durch Reihenversuche tO 
mit Siiuren verschiedener Konzentra t ion ziemlieh genau 
ermitteln. Der wahre Gehalt  an S/iurelignin liegt bei 9 
einem Minimum an Unl6slichem (~dLignim,) und einem ~ g 
Maximum an Methoxylgehalt .  

Wir bes t immten nach dieser Methode den Lignin- a,~ 7 
gehalt der Keimlinge. Aus der Kurve (Abb. 3) ist ersicht- ~ 6 
lich, dab bei einer Konzentra t ion yon 50--57 % Schwe- ~'~ 5: 

3 

d 

l 

fels~£ure ein Maximum an Methoxyl bei einem Minimum 
von Unl6stichem {~Lignin,,) erhal ten wird. 

Der Saureligningehalt  der Keimlinge betrAgt etwa 
14% mit  einem Methoxytgehal t  yon 4 ,2--4 ,4%.  Er  
ist also vergleichsweise recht  hoch und entspricht  etwa 
einem Dri t te l  des Methoxylgehal ts  der ausgereiften 
Staude. Die unterbrochen gezeichnete Kurve  zeigt eine 
entsprechende Best immung an der gereiften Kartoffel- 
s taude (ohne Bl~ttter). Der S/iureligningehalt betfiigt 
e twa 15% mit  13,4% Methoxyl  und 2% N, also ent- 
sprechend dem geringeren Protoplasmagehal t  der Zelten 
nur ein Dri t te l  des N-Gehaltes  der Keimlinge. 
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Abb, 3. 

Abb. ~. 

1 A. v. \VACEK, Exper. ,,° 171 (194fi). 
2 R. S. HILPERT, Ber. dtsch, chem, Ges. 69, 1509 (1936), 

]~. 1;'REUDENBERG /llld T. PI.t~TZ, Cellulosechenfie 18, 49 (194o). 

Im Gegensatz zu den Angaben P. KLASONS 1 war es 
also gelungen, die F~rbung mit  Ligninreagenzien zu er- 
halten und auch einen nicht  unbetri ichtl ichen Methoxyl-  
gehalt  festzustelten. 

Die ~berprf i fung der dr i t ten  Bedingung, der Nach- 
weis aromatischer Abbauprodukte,  erwies sich deshalb 
als besonders schwierig, well das als EndkDrper zu er- 
wartende Vanillin auch als solches oder als Glukosid in 
keimenden Pflanzen vielfach verbrei te t  ist ~. Vor Durch- 
fiihrung der Abbaureakt ionen muBte dieses daher durch 
mehrmatige Ext rak t ion  und Hydrolyse entfernt  werden, 
obne daI3 dabei wesentliche Mengen des Lignins in 
L6sung gingen. 

Die derart  vorbehandel ten Keimlinge ergaben beim 
oxydat iven Druckabbau mit  Alkali und Nitrobenzol 
Vanillin, das als gut kristallisiertes m-Nit robenzhydra-  
zon gefaBt werden konnte. Die Ausbeute an aromati-  
schem Abbauprodukt  war allerdings sehr gering und 
quan t i t a t ive  Best immungen werden durch den hohen 

1 p. I(LASON, Ccllulosechemie 10, 113 (193~). 
2 E. v, LtPPMANN, Ber. dtsch, chem, Ges. 45, 343~ (t912); 52, 

905 (1919). - W, I~RAUTIGAM, Arch, Pharm. 238, 555 (1900); Chem. 
Zb]. 19oo, 1I, ,q~3. 
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N-Gehal t  der verarbei te ten Substanzen erschwert. Wi t  
konnten auch neben dem Vanillin Syringaaldehyd, den 
wit  eigentlich Each den Ergebnissen yon H. HIBBERT t 
erwarteten,  nicht nachweisen, was wir allerdings der 
Aufarbei tungsmethode zusehreiben, da wir unter  den 
gleichen ]3edingungen aus der Staude ebenfalls nut  Va- 
nillin isolieren konnten. 

Aus dem Verh~iltnis des Gesamtmethoxyls  zum Me- 
thoxylgehal t  der Abbauprodukte  sowie daraus, dab wit  
nachweisen konnten,  dab bei der Bes t immnng der S~ure- 
lignine 50% des Methoxyls wasserl6slich wird und bei 
Heii3wasserextraktion 30 % des Methoxyls ebenfalls  in 
wasserldslicher Form entfernbar  ist, leiten wir die Ver- 
mutung  ab, dab in den t~=eimIingen wassertSsliche, me- 
thoxylhal t ige  Kdrper  vorkommen,  die eventuel l  als bio- 
Iogische Vorstufen des Lignins angesehen werden kSn- 
r l e u .  

Nach diesen Versuchen kann offenbar die Verholzung 
der Pflanze yon der Photosynthese  unabh~ngig verlau-  
fen und das Lignin des Jgtiolements scheint im chemischen 
wie im botanischen Sinne in den wesentlichsten Punk ten  
dem der ausgereiften Pftanze zu entsprechen. 

K .  KRATZL 

I. chemisches Labora tor ium der Universit / t t  Wien, Or- 
ganische Abt. und Abt.  fiir Chemie des Holzes, Oktober 
1947. 

Summary 
Pota to  germs grown in absence of l ight contain a 

substance which doubtless can be classified as lignin. 
This s ta tement ,  though contradic tory  to the findings of 
t ~. KLASON, may  be proved by microscopic staining 
methods as well as by chemical analysis. I t  is concluded 
tha t  photo-energy is not  necessary for the ~[ormation of 
lignin. 

z R, H. J. CREIGfITON, R. P. GraBS und H. t-IIBBERT, J. Am. 
chem. Soc. 66, 32 (1944). 

Effects of Lithium Cation and of Thiocyanate 
Anion on the Viscosity of Solutions of Proteins 

from Eggs  and Embryos 

In  previous publications 1 it was shown tha t  l i thium 
chloride induces an increase, and th iocyanate  anion a 
decrease, in the viscosity of solutions containing eu- 
globulin b ext rac ted  from amphibian  embryos with  
NEEDI~A~'S methods 2. When  we consider the fact tha t  
LiC1 and NaSCN modify the embryo ' s  development  in 
a different way 3, these researches bring us to the con- 
clusion tha t  euglobulin b is a ve ry  impor tan t  substance 
for embryo development,  A similar effect of Li" and 
SCN" has been found ~ on the  viscosity 9f solutions con- 
taining fibrillar particles (Weber and Edsatl 's  myosin, 
sodium thymonucleinate)  ; while Li" and SCN' both in- 
duce an increase in the viscosity of solutions containing 
round (globulin X of the muscles) or short-rod particles 
(gelatin). REBUFFAT and BRACHET~ observed the same 

1 S. RANgI, R. AROSIO, P. CITTERIO, P. 5IENOTTI, and F. SE- 
M~NZA, Exper. 2, 315 (1946). 

2 S. RANZI and E. TAMINI, Naturwiss. -°7, 566 (1939). - S. RANZI, 
Nature 1,55, 578 (1945). - S. RANZl, E, TAMINI, and E. STORARZ 
OFFER, Ist. lombardo (Rend. Sci.) 79, 161 (1946). 

3 A. S. C. LAWRENCE, M..'~IIALL, J. NEIgDHAM, and S.-C. SNEN~ 
J. gem Physiol. 27, 233 (1944). 

a p. CITTERm and S. RANZt, Rend. Aecad, Lineei (Sci. fis.) (8) 
3, 150 (1947). 

5 p. REBUFFAT and J. BRACHET, Expcr. 3, 454 (1947). 

reaction (increase in viscosity induced by Li' ,  decrease 
induced by SCN') in the extracts  of nuclei of birds'  red 
cells. When REBUFFAT and t~RACtlET made this ob- 
servation, they  raised a doubt  whether  a mater ial  of 
nuclear origin (nucleohistone), and not  euglobulin b, 
played a part  in the variat ions of viscosity of embryo 
extracts.  

We made our observations on euglobulin b 1 taking 
the precipi tate formed after diluting up to 0.3 M KC1 
the original ext rac t  in 1 M KC1, and dissolving this 
precipitate in 1 M KC1. This precipi tate does not  contain 
an appreciable amount  of thymonucleic  acid, because 
DISCHE'S reaction is negative.  We could therefore, ac- 
cording to  the figures already puMished, conclude tha t  
euglobulin b is the substance which, in embryo extracts, 
shows opposite viscosity variat ions due to the effects of 
Li" and SCN'. 

Fo r  the  sake of securi ty arid to  remove  any possible 
doubt  we have  repeated our exper iments  with unfertil- 
ized eggs of axoIotl (Amblysloma iigrinum Green) and 
of Rhode  Is land red hens. The hen 's  eggs particularly do 
not  contain any appreciable amount  of nucleic acid, as in 
the birds'  eggs we ver i fy  the to ta l  synthesis of nucleic 
acid during the embryo development,  and the amount  
of the ribonucleoprotein in the yolk is negligible ~. We 
have also used unferti l ized sea urchin's eggs (Arbacia 
lixula (L) = A. puntulosa [Leske]). 

Unfert i l ized eggs of axolotl  and of sea urchin's were 
frozen, dried, and delipidated with alcohol and ether 
successively. The resulting powder was extracted with 
IVi KC1 (this ext rac t  is called in the table : ex t rac t  in 1 3I 
KC1). One volume of cold bidistiUed water  was poured 
in this l iquid and centrifuged. The resulting l iquid was 
diluted to 0.3 M KC1; NEEDI~AM'S euglobulin b precipit- 
a ted (after centr ifugation this solution is called in the 
table : ex t rac t  in 0.3 iV[ KC1). The euglobulin b, always 
at 0oC, was dissolved again in ~ KC1 (this solution is 
called in the table:  euglobulin b). DlscHE'S reaction on 
the euglobulin b of axolotl 's  eggs is absolutely negative. 

We proceeded in the same way with the hen's  egg 
(the yolk only), s tudying:  (1) the total  ex t rac t  in iVl KC1; 
(2) the proteins precipi ta ted when the ext rac t  is diluted 
to o.3 !V[ KC1; (3) the proteins dissolved in 0-3 M KCI. 

In other  experiences we ext rac ted  hen's egg yolk with 
t3ANGA and SZENT-GYSRGYI'S Edsall-urea t (we call this 
in the table :  ex t rac t  in Edsall-urea). The structure 
protein I was precipi ta ted and then dissolved either 
wi th  Edsall-urea or with iVi KC1. 

With all the  solutions we always proceeded in the 
same way, and we prepared three samples:  (a) 10 ml of 
the protein solution were poured into 10 ml of 1 31 KCt 
(KC1 of the table) ; (b) tO ml  of the  prote in  solution were 
poured into  9 ml 1 M KC1 + 1 ml 1 M KSCN (final con- 
centrat ion of KSCN 0-05 M) (KSCN of, the  table) ; (c) i0 
ml of the protein solution were poured into 7-2 mt 1 M 
KC1 + 2-8 ml 12~ LiC1 (final concentrat ion of LiC1 0,14 M) 
(LiC1 of the table). After  4 hours incubat ion (13;25°C) 
the readings of viscosity were done by CITTERIO with  an 
Ostwald viscosimeter a t  13-25 4- 0-01°C. 

The figures show, in axolot l  and in unferti l ized hen's 
eggs, a protein fraction (NI~DHAM'S euglobulin b of Am- 
phibians) soluble in 1 IV[ KC1 and precipi tated by adjust-  
ing the concentrat ion of KC1 up to 0.3 M. This fraction 
is quite  distinct from nucleic acid, as is demonstrated 

z R. AROSIO, P. CITTERIO, P. MENOTTI, S. RANZI, and F. SE- 
MENZA, Riv. Biol. 38, 153 (1946). 

il j .  BRACHET, Embryologie chimique (Liege, Paris 1945). 
3 L BANGA and A. SZENT-G76RGYI, Enzylnologia 9, 97 (19401. 


