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Riassunto. - Si è studiato lo sviluppo ponderale di trenta ifomiceti 
m rapporto alla concentrazione di ossigeno nell'atmosfera ambientale di 
colture sommerse agitate. Le specie esaminate appartengono ai generi Mu
cor, Rhizopus, CunninghameUa, Gloesporium, PeniciUium, Aspergillus, Bo
trytis, Triclwderrna, Cephalosporium, Alternarla, Deightoniella, Fusarium, 
Epicoccum. Le conclusion,i che possono trarsi da questo studio sono : 

a) che nel complesso i funghi inferiori mostrano capacità di accre
scimento anche in concentrazioni minime di 0 2 ; 

b) che il rapporto (N/C) tra il peso secco raggiunto in carenza di Oz 
e quello raggiunto nelle beute di controllo è maggiore in un terreno sintetico 
che in un terreno naturale più ricco ; 

c) che Mucor, Rhizopus, Cunninghamella e AspergiUus mostrano 
valori N/C relativamente elevati, ciò che indica una maggiore adattabilità 
di questi miceti alla carenza di 0 2 ; 

d) che Penicillium e Aspergillus si comportano assai differentemente 
rispetto alla rarefa~one di 0 2 : per il primo si hanno valori N/C molto bassi, 
per il secondo invece il valore N/C si avvicina a quello dei Ficomiceti (Mu· 
cor, Rhiwpus, Cunninghamella), mostrando un certo grado di indipendenza 
dalla concentrazione di 0 2 nel mezzo ambiente. 

Summary. - The variation of ponderai development of thirty strains 
of Hyphomycete~ was studi ed as a function of oxygen rarefactio n, in shaken 
liquid culture. The species examined belong to the genera Mucor, Rhizopus, 
Cunninghamella, Gloesporium, Penicillium, Aspergillus, Botrytis, Tricho
derma, Cephalosporium, Aùernaria, Deightoniella, Fusarium and Epicoccum. 
The results of measurements of dry weight of washed mycelia after fermen· 
tation lead to the following conclusions : 

a) in generai lower fungi are able to grow even in minimal oxygen 
concentrations ; 
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b) the ratio (N/C) hetween the dry weight of mycelia grown in the 
absence of oxygen and that of mycelia grown in usual conditions is higher 
in a semisynthetic medium that in a natural rich one; 

c) Mucor, Rhizopus, Cunninghamella and Aspergillus show rather
high ratios which means a higher adaptability to oxygen deficiency ; 

d) Penicillium and Aspergillus behave differently, with respect to
oxygen rarefaction: the former shows very low values of N/C while for the 
latter the ratio is similar to that of the Phycomycetes (Mucor, Rhizopus, 
Cunninghamella), showing a certain independency from the oxygen concen-
tration in the medium. 

Scopo del presente lavoro era di studiare comparativamente l'effetto
della rarefazione dell'ossigeno, sullo sviluppo ponderale di alcuni miceti, 
rappresentanti famiglie appartenenti alla Classe dei Ficomiceti e dei Deute
romiceti (Adelomiceti), sviluppati in cultura sommersa. 

La germinazione e la crescita dei funghi in concentrazioni di ossigeno 
diverse da quella atmosferica sono state oggetto di numerosi studi e la opi
nione che i fimghi siano microrganismi aerobi, è stata trovata fondamental
mente esatta. 

Tuttavia si è spesso constatata una crescita di miceti in ambienti scar
samente provvisti di ossigeno, come ad esempio al fondo di recipienti pieni 
di liquido, o nel profondo della polpa dei frutti, nelle acque stagnanti o nel 
sottosuolo in presenza di alte percentuali di anidride carbonica e con pres
sione di ossigeno ridotta. 

Già BROWN, nel 1922 (1), sperimentando l'effetto della concentrazione 
di ossigeno sulla germinazione di Botrytis cinerea, aveva trovato che atmo
sfere contenenti l'l % di ossigeno davano luogo a germinazioni pari al 20 % 
delle spore presenti concludendo che l'effetto della concentrazione di ossi-
geno sulla germinazione è trascurabile entro ampi limiti, 

Considerando la crescita fungina, lo stesso A., in esperienze condotte su 
Sphaeropsis, aveva mostrato che non esistono differenze tra lo sviluppo del 
fungo cresciuto in atmosfera con 8 % e col 20% di ossigeno. 

GOTTLIEB (z) nella sua rassegna bibliografica dei fattori che influenzano 
la germinazione delle spore dei miceti, ha riportato che in Neurospora tetra
sperma, Ustilago avenae, Cryptococcus hiemalis e Actinomyces scabies le spore,. 
poste a sviluppare in atmosfera di azoto non germinano, mentre le stesse 
trasferite in aria danno luogo ad una normale crescita . 

LIN (3) ha trovato che Sckrotinia fructicola germina in anaerobiosi seb
bene la percentuale di germinazione rispetto a quella osservata in aria sia 
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ridotta. Così come Achlya prol~fera, secondo HEMMY e ABE ('), cresce mode
ratamente in assenza di ossigeno. 

Tra i Ficomiceti acquatici Blastocladia cresce ugualmente bene in aria 
o in azoto con una pressione parziale di ossigeno pari a 0,7 mm Hg (5). 

Alcune specie di Penicillium sono ritenute da GOLDING (~) e da WIL· 
LlAMS (•) semi-anaerobiche sebbene le osservazioni si riferiscano ad una crescita 
in atmosfera con pressione parziale di ossigeno non al disotto di 15 mm Hg. 

Questi dati tuttavia mancano di valutazioni quantitative rispetto allo 
sviluppo di controllo in aria. 

In un lavoro sulla germinazione in anaerobiosi di spore di Mucoracee 
A. WooD BAKER ( 8) ha notato che in Mucor rouxii e Mucor ramannianus, 
che sono dei buoni fermentatori, le spore germinano in alta percentuale anche 
in assenza totale di ossigeno (azoto assoluto purificato con pirogallolo) men
tre Mucor hiemalis, Phycomices blakeslanus e Rhizopus stoloniferum, che sono 
deboli fermentatori, non danno luogo a germinazione al di sotto del 2 % di 
ossigeno. 

J. S. WAID (9) infine, in un recente studio sulla influenza dell'ossigeno 
sulla crescita e respirazione di funghi isolati da radici di graminacee (spelta, 
segale) ha osservato, coltivando su terreno solido i funghi isolati dalle parti 
più esterne ed altri isolati dagli strati più interni, una differente tollerabilità 
alla rarefazione dell'ossigeno nel senso che i primi risentono maggiormente 
la limitazione di ossigeno sia nella crescita della colonia, sia nella produzione 
di spore che non quelli degli strati più interni. L'A. fa tuttavia alcune ri
serve sul metodo adottato nella valutazione della crescita delle colonie su 
agar. 

Il presente lavoro, effettuato in colture sommerse e in due differenti 
terreni colturali, esamina la risposta di gruppi fungini, tra loro lontani siste
maticamente, alle variazioni di concentrazioni d'ossigeno nell'atmosfera. 

MATERIALI E METODI 

Terreni colturali. 

I ceppi sono stati coltivati in coltura sommersa su due terreni di cui il 
primo indicato con la lettera A era costituito da Czapek Dox addizionato 
dell'l % di glucosio e del 0,4 % di Sib Brodo Base (COSTANTINO) (pH 5,5) ; 
il secondo indicato con B era costituito da corn-steep 3 g, saccarosio 4 g, 
KH2P04 0,1 g, acqua distillata 100 ml (pH 4,5). 

Beute agitate. 

Beute da 500 ml a collo largo erano riempite con 50 ml del terreno col
turale. Tali beute erano poste su agitatore rotatorio e termostate a 30° C . 
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Le beute di controllo erano normalmente tappate con cotone, quelle 
con flusso di gas erano chiuse con tappi di gomma a due fori attraversati 
da tubicini di vetro, attraverso cui passava Il flusso d1 gas. 

Le beute in duplice replica erano collegate tra loro in serie e in esse 
veniva erogato un flusso di gas, assai vivace nelle prime ore, poi stabilizzate 
sui 500-600 ml/h circa. 

Gas. 

Le miscele azoto-ossigeno nelle proporzioni del IO %, 5 %, 2 o/o di ossi
geno, erano erogate da bombole fornite dalla Ditta Caracciolo; l'azoto indi
cato come N2 era quello commerciale che contiene tracce di ossigeno non 
superiori Rllo 0,8-1,3 %· 

In alcune esperienze è stato adoperato un flusso di azoto puro. Questo 
era ottenuto facendo gorgogliare il gas commerciale in tre torrette di lavaggio 
contenenti pirogallolo. L'assenza di tracce di ossigeno veniva controllata, 
in uscita, da una quarta torretta contenente una soluzione di blu di metilene 
decolorata, la quale, durante i giorni di fermentazione, doveva mantenersi 
incolore. 

Ceppi. 

I trenta ceppi saggiati, appartenenti a 13 generi, fanno parte delle se-
guenti famiglie : 

Mucorales (Mucor, Rhizopus, Cunninghamella); 
Melanconiaceae (Gloeosporium) ; 
Moniliaceae (Penicillium, Aspergillus, Botrytis, Trichoderma, Cepha

losporium) ; 
Dematiaceae (Aùernaria, Deightoniella) ; 
Tuberculariaceae (Fusarium, Epicoccum). 

Valutazione delW sviluppo. 

Il contenuto delle beute, dopo 72 ore di fermentazione, veniva filtrato 
per Buchner su carta tranne che per Cephalosporium e Fusarium che erano 
filtrati su cartoncino. 

II micelio lavato era essiccato a 100° per 24 ore indi pesato. Il peso secco 
dei m.iceli è espresso in grammi per 100 ml di brodo colturale . 

RISULTATI 

Dopo le prime esperienze si è accertato che tutti i ceppi si sviluppavano 
bene nei due terreni nutritivi impiegati, in beute agitate e con ftusso di gas 
contenente 0 2 nella proporzione del IO o/o. 5 % e perfino del 2 %· Tale ridu-

Ann. 1st. Swper. Sanità (1965) t, 198-206. 
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TABELLA l 

Sviluppo mtceliaTe nel terreni A e B ottenuto in beute agitate 
con flus•o di 01 ed N1 (•j e In beute dt controllo 

Pui seuhi esprusi in g per 100 ml di terreni colturale. 

l 
',l CGntrolli IF>-o<J N, i N 

F}ugso dJ 01 l 
(C) R~c 

l l (N) 

l ' ' 
l • l B • l B A 

' 
B A l B 

' l 

l 
! 

Mucor •P F. 54 - - 0,216 1,426 0,092 0,417 0,42 0,29 

Mucor sp F. 54 - -

l 
0,192 1,576 0,078 

~:~~~~ 
0,40 0,26 

Mucor ro.Jeau F. 101 - - 0,147 0,903 l 0,033 0,23 0,13 

Mucor roseiUI F. 101 - -
l 

0,164 0,951 l 0,042 0,121 0,26 0,13 

i RhUopus nigri.:an.s F. 477 - - 1~ .o,sz9 0,954 0,089 0,160 0,27 0,16 

j .RhUopus nigrican.s F. 477 0,584 1,4{141 0,476 1,273 0,135 0,294 0,28 0,23 
l 
l 

l Cunningharnella elegarn~ F. 454 l 0,727 ' - - 0,9621' 0,304 0,212 0,42 0,22 

l CunninshtiJIU!IJo elegaru F. 454 - - l 0,397 1,42~ 0,160 0,2~ 0,40 o, 17 

CunninghorMila sp F. 457 - - 0,183 l ,076 0,085 0,17 0,46 0,17 

l AspugiliM 

i. l 
flBVUS F. 420 0,560 - l 0,525 1,353 0,179 0,206 0,34 o, 15 

l Aspergillus ten'eus F. 165 0,270 - o, 251 1,485 0,092 O, 173 o ,37 0,12 

l AspllTglllu& alUaceus F. 36 0,558 - 0,546 1,649 0,217 0,399 o ,39 0,24 

l AspugiUus nigu F. 250 0,520 - 0,560 1,589 0,235 0,44 0,42 o, 28 
Aspug1llus nigu F. 250 l O, 354 - 1,048 l, 752 0,296 0,322 0,28 0,18 

l Asp~~rgillu& sp. F. 674 0,455 - 0,4o80 1,393 0,188 0,225 0,39 0,16 

' i ! ! 
' l l i Peniciliium commune F. 14 - - 0,493 O, 75 0,074 0,033 0,14 0,04 

l Penicilliwn commune F. 14 0,610 - 0,608 1,497 0,136 0,025 o ,21 0,02 
Penicillium cilrinum F. 212 0,533 - 0,411 1,0ll 0,071 0,02 0,17 0,02 

1 Penicilliumchrysogenum PF15 0,525 0,864 0,602 1,074 0,108 0,04(; 0,18 0,04 

1 

Penicilliurnchrywgen.wn PFlS 0,575 c ,830 0,614 1,~!~ 0,081 0,043, 0,13 0,04 

Pellicillium ep. F 668 - 0,860 0,642 0,89 0,080 0,030 o, 12 0,03 

l Penic:iUium ep. F. 669 0,433 1,045 0,385 1,1511 0,107 o, 126 0,28 0,11 

l l l 

l Botrylis cinerea F. 468 l 0,637 1,33111 0,663 1,5461 0,171 {l,l6 0,26 0,11 
Bolryti.o! cinerea F. 415 o. 393 0,882~ 0,328 1,1931 0,088 0,017 0,27 0,01 

.Botrytis cinerea F. 475 

l 
- 0,947~ - I.Ooll - 0,015 - 0,01 

l 
(•) Azoto commerciale, con tracce di ossigeno non superiori allo 0,8·1,3 °/0 • 

Ann. lBt. Super. Sanit!l (1116,';) l, 198-205. 
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TABELLA l Segut : TABELLA l 

tate 
ll'lusso di 01 

Con""'" Flu!lllo di N 1 N 
(C) (N) R-e 

~ 
l 

:l 
0,42 0,29 
0,40 0,26 

' ' 0,23 0,13 

l l1 l l ' 
A B A B A B A l B 

Trichod«ma li&norum F. 540 0,128 0,907 0,118 1,16 0,038 0,139 0,32 0,12 
Trichodermo lignorum F, 540 - 0,965 - ::!!; - 0,099 - 0,09 
TridwdtJrmo 11p. F. 3ll 0,499 1,481 0,487 l, 0,138 0,13 0,28 0,09 
Trkhoderm4 sp. F. 3ll - - - 1,97 - 0,134 - 0,07 

Cephaloaporium sp. F. 471 0,320 0,37 0,478 1,202 0,077 0,09 0,16 0,08 
Cephalo1porium sp. F. 280 0,550 1,1~ 0,605 1,943 0,068 0,07 O,ll 0,04 

0,26 0,13 Cepholcuporium .tp. F. 280 - - - 0,96 - 0,017 - 0,02 
Cepholo1purium C~Crmwnium 

F. 318 0,4.33 0,,5< 0,394 1,15 0,104 0,01 0,26 0,01 
0,27 0,16 

~ 0,28 0,23 ' ' F. 318 0,257 1,703 0,458 1,861 0,107 o,no 0,23 0,06 

' ' F. 318 0,358 1,686 0,384 1,746 0,103 0,062 0,27 0,03 
i 
' 

:j 
0,42 0,22 
0,40 o, 17 

1 
0,46 0,17 

DeighronieJia klrulo1a F, 482 0,230 0,342 0,270 0,562 l 0,075 0,077 0,27 0,13 

' ' F. 481 0,121 0,361 0,673 1,17 0,156 0,165 0,23 0,14 

' ' F. 482 0,280 0,654 0,302 0,60 0,081 0,08 0,27 0,14 

' ' F. 482 - 0,674 - 0,937 - 0,140 - 0,15 

;l 0,34 0,15 l 
' 0,37 o, 12 

0,39 0,24 
0,42 0,28 

'i 0,28 0,18 
:l 0,39 0,16 ,, 
' l 

~ 
0,14 0,04 
o ,21 0,02 
0,17 0,02 
0,18 0,04 

;11 0,13 0,04 

•Il 0,12 0,03 

'l 0,28 O,U 

,\1 
0,26 0,11 

'! 0,27 0,01 

'Il 
0,01 

-1,3 °/0 • 

Alleerllfll'ia renuis F. 297 0,417 1,176! 0,470 1,122 o ,12.0 0,092 0,25 0,08 

' ' F. 115 - 0,522 - O, 777, - 0,02 - 0,03 

' ' F. n5 - 0,924 - 1,04 - 0,(,18 - 0,02 

GlQ601j10Tium musarum F. 478 0,304 - 0,294 0,795 0,107 0,120 0,36 0,15 

' • F. 478 0,62'7 1,ll9 0,513 0,952 0,162 0,215 0,31 0,22 

' ' F. 479 o. 434. 1,7nl 0,459 1,590 0,150 0,270 0,33 0,17 
i ' 

Fusarium sp. F. 474 0,442 0,634 0,529 0,738 0,081 0,14 0,15 0,19 

' ' F. 474 0,274 1,018 0,337 1,16 0,158 0,22 0,47 o, 19 

' ' F. 474 0,628 1,162 0,650 1,302 o ,22-4 0,342 0,34 0,26 

Epkoccum sp. 665 0,662 1,558 1,078 1,995 o, 143 0,14 0,13 0,07 

l 

l l 
1\!65) l, 19B-205. Arm. IR. Swper. San.ila (1965) l, 19!3-205. 
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zione della pressione parziale dell'02 nell'atmosfera di sviluppo di questi 
ifomiceti non comportava una proporzionale riduzione della crescita quanli
tative delle colonie fungine. 

Si è passati allora ad esaminare le condizioni limiti, cioè la crescita mi
celiare in flusso di N assoluto ; il gas commerciale impiegato, conteneva 
tracce di 0 2 nella misura da 0,8 a 1,3 o/o. 

Lo sviluppo miceliare è stato valutato quantitativamente ed espresso 
in grammi di peso secco per 100 ml di terreno colturale dopo 72h di fermen
tazione in beute agitate. 

I risultati sono esposti nella tabella L 
In essa, nella prima colonna, sono riportati i valori ponderati dei miceli 

sviluppati in fiosso di 0 2 ; nella seconda colonna quelli deì controlli in aria, 
nella terza quelli in flusso di N2• Ogni colonna è suddivisa in due distinte 
con A e B che rappresentano i due terreni colturali impiegati. 

In tabella non appaiono i dati relativi alla crescita miceliare in atmo
sfera di N purificato con pirogallolo poichè questa è risultata scarsissima ed 
irrilevante, sebbene si possa affermare che persino nella condizione di totale 
assenze di ~ è stata constatata la germinazione di spore e un minimo accre
scimento mieeliare. 

Sul lato destro della tabella l è riportato il valore ~ esprimente il 
c 

rapporto tra il peso secco miceliare in beute con flusso di N ed il peso secco 
in beute controllo. Tale rapporto si ricava dai relativi valori tabulati e rap
presenta il peso secco miceliare in N riferito al controllo fatto uguale a 100. 

DISCUSSIONE 

Dall'esame dei dati riportati nella tabella l si rileva : 

a) Lo sviluppo miceliare nel terreno completo B e quindi il peso secco, 
è assai maggiore che non nel terreno sintetico A segnatamente per i controlli, 
mentre per lo sviluppo in flusso di N2 tale differenza risulta attenuata. 

Il rapporto - vana dunque col mezzo N ( peso secco in flusso di N2 ') • 

C peso secco nel controllo 

colturale e risulta superiore in terreno A. Ciò sta ad indicare che per lo 
sviluppo miceliare in atmosfera di N2 il valore percentuale (fatto il con
trollo uguale a 100) del peso secco miceliare nel terreno A è sempre mag
giore che in B. Nel terreno A dunque l'effetto limitante della carenza di 0 2 

si risente di meno. 

b) Nei gruppi fungini esaminati, si nota un maggior adattamento 
alla carenza di 0 2 tra le Mucorales (Mucor, Rhizopus, Cunnìnghamella) • 

.4,.,. Ial. S11q!U. Sanità (1965) 1, 198-20~. 
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Attenendoci alla osservazione delle crescite nel terreno B, si vede che il 
peso secco in flusso di N2 è relativamente alto (120-417 mg per 100 ml) in 
questo gruppo di miceti, mentre per gli altri gruppi esclusi Aspergillus, 
GWeosporium e Fusarium i valori si aggirano tra 13 e 170 mg per 100 ml. 

Gli Aspergillus, per quanto concerne i ceppi qui sperimentati, si avvi
cinano molto alle Mu.corales sotto l'aspetto della adattabilità alla rarefazione 
di 02. 

In quP-sta condizione infatti i pesi secchi registrati sono simili a quelli 
di Mucor, Rhizopus e Cu.nninghamella. 

Anche Gloeosporium e Fu.sarium si discostano dal comportamento degli 
altri Deuteromiceti. 

Notevolissima la differenza di comportamento tra gli Aspergillus ed i 
Penicilliu.m. Questi ultimi richiedono condizioni ottimali per il loro sviluppo 
ed hanno crescita minima in condizioni critiche (rarefazione di 0 2). 

ll rapporto !!_ in ambedue i terreni e soprattutto nel terreno B è 
c 

molto più basso di quel che si riscontra nel gruppo degli Aspergillus, ciò 
indica la scarsa adattabilità del Penicillium alla rarefazione dell '02• 

L'autore desidera esprimere la sua riconoscenza al Prof. E. B. CHAIN~ 
F.R.S., per aver suggerito e seguito con interesse il presente lavoro e ringra
ziare i Sigg. G. MOCBI e G. 0BERHOLTZER per l'efficiente assistenza tecnica 
svolta. 

11 aprile 1964. 
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Impiego di colture di tessuti in vitro per lo studio 
dei sistemi enzimatici 

I .. Perossidasi nella radice e nel mezzo di coltura di piantine 
di Pisum sativum 

MARIA A. CIASCA e M. ANNA LUCHETII (•) 

Laboratori di Chimica biologica 

Riassunto. - È stata studiata la liberazione di perossidasi nel mezzo 
·di coltura da parte di piante di Pisum sativum coltivate in vitro . 

La quantità di p erossidasi presente nel m ezzo aumenta col crescere 
·dell'età della pianta. 

Summary. - The release of peroxidase from Pisum sativwn plants 
·Cultured in vitro was studied. 

The amount of p eroxidase m the medium increases with the growing 
·of plants. 

La coltura dei tessuti veget ali in vitro, realizzata soprattutto per m e
Tito di GAUTHERET, oltre ch e un intere&se biologico e fisiologico offre un nuovo 
strumento all'indagine biochimica per lo studio dei sistemi enzimatici, sia 
che si determinino in funzione dei vari st adi di sviluppo della pianta, sia che 
si studino sotto l 'influenza di alcuni fattori chimici o fisici capaci di modi
tì.care le condizioni della coltura ed il metabolismo della pianta. 

In questa prima nota di una serie di ricerche volte a mettere in evidenza 
le possibilità di questa t ecnica, abbiano studiato le perossidasi nel Pisum 
sativum soprattutto cercando di vedere se vi fosse diffusione dell'enzima nel 
m ezzo di coltura. 

Questo fatto può essere di estremo interesse anche nell'interpretazione 
dei processi di formazione dell'humus. 

In un precedente lavoro, volto a studiare la possibilità di produrre alca
loide d ello Skytanthus da tessuti in vitro, si era potuto osservare (1) un pas
saggio dell'alcaloide nel terreno di coltura. 

(*) Borsist a dei Laboratori di Chimica biologica. 

Ann. I st . Super. Sanità (1965) 1, 206- 208. 
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Questo passaggio di una sostanza chimica dalla pianta al mezzo di col
tura, trova un suo precedente n elle osservazioni di BRAKKE e NICKELL {N) 
che riuscirono a m ettere in evidenza per la p rima volta la presenza eli un 
enzima, l'et-amilasi, n el t erreno di coltura di t essuti tumorali di Rumex 
acetosa. 

Sebben e gli studi di liberazione di enzimi n el mezzo colturale siano stati 
effettuati sopratutto su colture di t essuti anormali , p er esempio su colture 
di t essuti d erivati da « crown gall >> { 4 ), ed anch e se i suddetti BRAKKE e 
NICKELL (3) non riuscirono a mettere in evidenza una secrezione di et-amilasi 
in colture di raelici normali eli Rumex, la liberazione di enzimi nel m ezzo 
colturale non è una caratteristica del t essuto malato, in quanto an ch e in 
mezzi di coltura di tessuti sani di piante superiori STRAUS e CAMPBELL (5) 

dimostrarono la presenza di vari enzimi. 
Date le molte ipotesi sul m eccanismo del passaggio dell'enzima n el m ez

zo e le osservazioni di GAUTHERET al lavoro citato di BRAKKE e NICKELL (3) 

circa la possibilità che l'enzima passi n el mezzo p er stiramento e t·ottura di 
cellule durante l 'accrescimento, ci è sembrato interessante seguire la libera
zione di un enzima nel m ezzo di coltura da parte di una p ianta intera e non 
di un t essuto isolato. 

In questa ricerca si è scelto il Pisum sativum var. verdone nano par
ticolarmente adatto p er il suo r apido sviluppo e si è dosata la perossid asi 
sia n ell 'est ratto di radice totale ch e nel m ezzo di coltura, a vari tempi. 

PARTE SPERIME TALE 

Semi di Pisum satiuum v ar. verdone nano sono stati fatti germinare 
in capsule st erili su cotone umido. Le plantule sono state fatte crescere, 
sempre in condizioni st erili , in un t erreno liquido conten ente la soluzione 
di sali di Heller + 2 % di glucosio, in una stanza t ermostata a 26° C e 
illuminata per 18 ore al giorno. A v ari t empi la pianta è stata estratta 
dal m ezzo e la radice totale asciugata, pesata e omogenata in tampone 
fosfato 0,5 M a pH 6, in ragione di l ml di tampone per 100 m g. di radice. 

L 'omogenato è tenuto a 40 C p er una n otte, centrifugato, separato il 
supernatante ed il r esiduo estratto ancora una volta con egual volume di tam
pone. Nuovamente si centrifuga ed il nuovo estr atto si unisce al precedente . 

0,1 mi della miscela è u sato per l ' anali si della p erossidasi secondo il 
m etodo di SuMNER e GJESSIG (6

) e cioè aggiunto ad una miscela formata d a : 
15 ml di acqua distillata + 2 mi di tampone fosfato a pH 6 + 2 mi di piro
gallolo al 5 % preparato di fresco + l mi di acqua ossigenata all'l %, il 
tutto già equilibrato a 22° C in b agno maria. 

Dopo 5' la reazione è arrestata dall'aggiunta di 2 mi di acido solforico 
2 N. Ogni campione viene poi estratto con 25 ml di et ere etilico e la densità 

19 A nn. !st. S u)Jer. Sani tà (1965) 1, 206-20il. 
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ottica d ell'estratto etereo viene letta a 425 mfL e confrontata con una curva 
~t-;~ita con varie quantità di purpurogallina . Tale purpurogallina, che si 
forma dal pirogallolo per a~ione della perossidasi e dell'acqua ossigenata, è 
stata ottenuta portando a secco l'estratto etereo e cristallizzando i l residuo 
fino a p. f . 2700 C. 

P er l' analisi dei mezzi di coltura si u sano 15 ml del mezzo s tesso. 
Tutti i valori sono espressi in milligrammi di purpurogallina formatasi 

e sono riportati a 100 mg di radice sia p er gli estratti che p er i mezzi. 

Età pianta Perossidasi in 100 mg PerossidiiSi nel mezzo Perossidasi nel mezzo 

(In giorni) di radice corrispondente a 100 mg come % di quella 
di radice del tessuto 

l l l 

3 9 , 8 0.00 l -
6 34 ,6 0 ,28 l 0 ,80 

8 32 ,0 0 , 39 l. 21 

lO 36 , 3 0.46 1.27 

15 l 38. 4 0 , 60 1,56 

30 l 49.0 1.40 2 ,80 

ogni valore è la media di tre determinazioni. 

Dai dati della tabella risulta evidente il passaggio di perossidasi dalle 
radici normali di Pisum sativum nel mezzo di coltura. 

Non è possibile dire per ora quale sia il meccanismo che r egola questo 
passaggio. C' è da osservare che il contenuto di p erossidasi aumenta con l 'età 
delle cellule. È interessante osservare ch e la perossidasi è legata al m et abo
lismo cellulare e varia con l'età a seconda delle piante esaminate. 

28 aprile 1964 
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Reazione di Clibbens-Nierenstein sull'l,4-benzodiossan-2-car• 
bossicloruro. Reattività al diazometano del 2-cloroacetil-1,4-

benzodiossano (*) 

Do~rn:-;1co ~USITJ, FRA!.\"CO DE 1\lARCHI (** ) e V ITTOR IO ROSNATI 

Laboratori di Ch imica terapeutica 

Riassun to. - Tella preparazione del 2-cloroacetil-1,4-benzodiossano 
dall' 1,4-ben zodiossan -2-carhossicloruro e diazometano in eccesso secondo 
la r eazione di Clihhens-Nierenstein, è stato isolato come prodotto secon
dario il 2-idrossi-2-(1,4-hen zodiossan-2-il)-1 ,3-dicloropropano. Si è dimo
strato che questa cloridrina deriva dall'a.~:ione dell'acido cloridrico sul· 
1' 1-clorometil-1-(J ,4-henzodiossan-2-il)-etilenossido formatosi intermediaria· 
m ente per azione d el diazomet ano sul 2-cloroacetil-1 ,4-henzodiossano. 

La eccezionale reattività di questo (X-clorochet one è stata dimostrata da 
uno studio preliminare sulla cinetica della sua r eazione con diazometano. 

Swnma ry. - 2-H ydroxy-2(1 ,4-henzodioxan-2-yl)-1 ,3-dichloi·opropane 
has heen isolated as a hy-product in the course of preparation of 2-chlo
roacet yl-1,4-henzodioxane from 1-4-benzodioxane-2-carhoxychlorid e and 
an excess of diazomethane, according to the Clibhens-Nier enst ein' s r eac
tion. lt has b een shown that this chlorohy drin is formed by rin g opening 
wit h hydrochloric acid of the 1-chloromethyl-1-{1,4-henzodioxan-2-yl)
ethylenoxide, r esulting intermediately from the reaction of diazom et hane 
on 2-chloroacet yl-1,4-henzodioxane. The rem arkable r eactivity of this 
(X-chloroketon e towards diazomethane has h een prov ecl by a preliminary 
study of the kinetics of this reaction . 

Il 2-cloroacetil-1,4-henzodi ossano (111) è st ato preparato secondo la 
reazione di Clihbens-Nierenst ein facendo reagire 1' 1,4-benzodiossan-2-car
bossicloruro (1) con una soluzione et erea di diazometano e trattando sue-

( *l Questo lavoro è apparso in Gazz. Chini. /tal., 93, 1046 (1963). 
(**) Borsista d ei Laboratori di Ch imica lerapeutica. 

Ann. Ist. Sttpcr. Sanità (1965) 1, 209-221. 
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cessivamente la miscela di reazione con acido cloridri co secco, senza iso
lare il 2-diazoacetil-1,4-benwdiossano (n) formatosi intermecliariament e {I). 

oc::rCQCHN? 0:)"'"'" 
(li) (Ili) 

R ecentemente è stato da noi osservato che, quando questa reazione 
è stata condotta in presenza di un eccesso di diazom etano, accanto al cloro 
ch etone (n1), si formava invariabilmente il 12-13 % di una sostanza cristal

lina CuH12Cl20 3 • 

Lo spettro infrarosso di quest a sostanza (vedi fìg. l) non mostrava 
alcuna banda di assorbimento n ella regione d el carbonile, m entre l'intensa 

5000 2000 
100 

~ 
<l> c:: 
S? 
"' 

BO 

-~ 60 CH2Cl 
V> 

0 0JC-CK?C1 a 
~ 40 

l -

0 OH 

20 

o 
2 3 4 5 6 7 8 g lO 11 12 fl 13 

Fig. L - Spettro l .R. m CCI_, 

banda a 3571 cm- 1 indicava chiaram ente la presenza di un ossidrile 

alcolico. 
Lo spettro di risonanza magnetica nucleare della sostanza C11H 12CI 20 3 

(vedi fìg. 2) risultava di non facile interpretazione p er la sua complessità 
n ella zona compresa tra 3,7 c 4,5 p.p.m. ; esso co nsentiva di trarre informa· 
zioni immediate soltanto p er quello che riguardava i segnali a 6,8 e a 2,58 
p.p.m., sicuramente attribuibili ri spettivamente a quattro protoni aroma
tici e ad un protone di un ossidrile alcolico (2). 

La struttura di 2-idrossi-2-(1,4-benzodiossan-2-il)-1,3-dicloropropano (n' ) 
fu subito proposta p er la sostanza C11H 12Cl20 3 • 

Sulla base della struttura (Iv), la molteplicità dei segnali nella zona 
tra 3, 7 e 4,5 p.p.m. dello spettro RMN avrebbe potuto essere spiega t a con 
gli accoppiamenti degli spin deriv anti dalla non equivalenza : a) dei due 

Ann. l sl . .Supcr. Sanità (196.i) 1, 209-221. 
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protoni del metilene in corporato n el sistema b enzodiossanico-2-sostituito ; 
b) dt>i quattro protoni dei gruppi gem-clorometilici. 

(IV) (V) (VI) 

Per verificare in maniera indiret ta questa ipotesi, è stato sintetizzato 
il 2-idrossi-2-(1 ,4-benzodiossan-2-i l)-propano (v), che, per lo studio degli 
spettri R.M.N., rappresenta un modello semplificato della struttura (xv). 

CH2Cl 

(}Co)ç-cH2Cl 
O OH 

À r-
a o 7.0 6.0 5.0 t..O 3.0 2,0 

1.0 PPM(òp 

Fig. 2 .. Sp ellro R .M.ì.\'. in CCI,, 

In accordo con l'ipotesi sopra esposta, lo spettro R.M.N. del carbi
nolo (v) (vedi fig. 3) rivelò chiaramente ch e in questa struttura non sono 
equivalenti tra loro sia i due gruppi gem-metilici ch e i due protoni del gruppo 
metilenico present e nel sistema h en zodiossanico. Infatti i due segnali a 1,26 
e 1,31 p.p.m. sono sicuramente attribuibili ai due gruppi m etilici, mentre 
n ella zona dello spettro tra 3,7 e 4,6 p.p.m. sono presenti otto segnali attr i
buibili ad un sistema ABC (*). 

(*) L:1 non equivalenza dei gruppi metilici n ello spellro R.M.N. del carbin olo (V) 
è veros imilmente allribuibile ad una rotazione parzialmente impedita del gruppo 
- C(CH,), OH intorno al legame tra il carbonio quaternario e il carbonio in posi· 
zione 2 Full' anello e tilendiossi. D ue ragioni potevano essere teoricamente invocate 
per spiega re questa rotazione n on interamente libera: l'esistenza di legami di idro· 

Ann. Ist. Super. Sanità (1965) 1, 209-221. 
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Da un punto di vis ta strettamente chimico, la s truttura (Iv) fu consi
derata assai probabile per la sostanza C11H 12Cl20 3 , essendo in accordo con 
un v erosimile m eccanismo di formazion e. Tale sostawr,a , infatti avrebbe 
potuto essersi fa cilmente formata dall'epossid o (vi} per apertura dell' anello 
epossidico da parte dell'acido cloridrico. 

Questo m eccanismo di formazione comportava l 'ipotesi che l'epossido 
(vi} si fosse preformato per azione del diazometano sul clorochetone (III} 

CH3 

l o:O:r~-CH3 
O OH 

l 
l 

Jhlf ~ ~ --
8.0 7.0 6.0 50 30 2.0 10 o 

PPf"'1 {.Ù/ 
Fig. 3. - Speuro R.M. :'ì. in CCI. 

e ch e quest 'ultimo possedesse quindi una grande reattività nei riguardi d el 
diazometano. 

Quest ' ultima ipotesi fu immediatament e confermat a da uno studio 
preliminare sulla cinetica della r eazione tra diazometano ed il 2-cloro-acetil-
1,4-benzodiossano (III}. 

L'andamento di questa reazione fu seguito per mezzo degli spettri 
n ell'infrarosso misurando nel t empo la varia7.ione del rapporto tra l 'inten-

geno intramolecolari tra l'ossidrile alcolico ed uno degli ossigeni d ell'anello, oppure 
r esistenza di un vero e proprio impedimento sterico . 

Gli spettr i I.R. di (V) non consentono di confermare l'esistenza di l egami di 
idrogeno intram olecolari, in quanto la frequenza della banda OH si trova esattamente 
al limite fra la zona in cui. cadono generalmente le frequen ze dovute agli ossidrili 
li beri e quelle dovute agli ossidrili lega ti con deboli legami idrogen o ( 3) . 

La possibilità teorica d i tali l egami t•·a l ' ossidrile alcolico e l'ossigeno i n posi
zione l , non è d' altra p arte esclusa dalla costruzion e d ei modelli molecolar i per l e 
strutture (IV) e (V). Questi modelli, d' altra parte, mettono in evidenza per entrambe 
l e strutture un vero e proprio impedimento sterico che l imita la libera rotazion e del 
gruppo sosti tuente intorno al legame in posizione 2. Tale impedimento risulta natural
mente maggiore nel modello m ol ecolare d ella cloridrina ( I V). 

-".nn. !st. Super. Sanità (1965) 1, 209-221. 
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sità della banda carbonilica a 1742 cm- 1 e l 'intensità della banda a 1592 cm-1 

presa come riferimento (*). Le determinazioni spettrofotometriche (vedi 
spettri parziali riportati nella fig. 4) indicarono che questa r eazione procede 
abbastanza velocem ent e anche in soluzione et erea: infatti dopo m ezz'ora 
già un terzo del clorochetone ha reagito e la r eazione diviene molto meno 

•• 
,. 

' 6 • 
CIOrO('ht>t.,..t puro 

lO:)() I6CJOC"' ' 

n 
• • dooc tS' . " cJopo71 

1C'(Q t6C'OC "' ' 

. " d0llo4S 6 " 0000 l h 

'""' 

• J opo ]h 

F-ig. 4. - Reazione tra diazometano -e 2-cloroacetil-1,4-benzodiossano (III). Spettri I.R. 
parziali in velo liquido: variazione nel tempo della intensità della banda carbo
nilica (1742 cm-1), rispetto nlla banda di riferimento (1592 cm-1) . 

veloce solo dopo due ore, quando è presente circa il 20 % del clorochetone 
di partenza. Quando la reazione venne condotta in presenza di metanolo, 
essa risultò praticamente istantanea, infatti, dopo cinque minuti già il 95 % 
del clorochetone di partenza risultava trasformato (**) . 

(*) La banda a 1592 cm- 1 è una delle bande dovute alle vibrazioni di << stret
ching l> del sistema > C =C < nell' anello benzenico dell' 1,4-benzodiossano. Essa fu 
scelta come banda eli riferimento perchè la sua intensità è dello stesso ordine di 
quella della banda carbonilica del chetone di partenza. Più rigorosamente la velocità 
di sromparsa del elorochetone avrebbe dovuto essere determinata dal confronto fra 
le aree relative all a banda carhonili ca negli spettri I.R. registra ti in soluzione in 
tempi di versi. P er ragioni pratiche, gl i spettri I.R. sono stati da noi registrati in 
velo liquillo , per cui le aree in questione risultarono meno facilmente definibili. Il 
metodo qui adottato (confronto nel tempo del rapporto fra l'altezza della banda 
cat·bonilica e quella della banda di riferimento) si è rivelato sufficientemente esatto 
per valntare in prima approssimazione l ' andamento della reazione. Lo scarto tra le 
percentual i di clorochetone presente calcolate in questo modo e l e percentuali dedotte 
sperimentalmente è risultato al massimo del ± 3% . 

(**) Non sono noti per altri o:-clorochetoni dati bibliografici che consentano un 
confronto tra l e r elative velocità di r eazione con diazometano. Per dare un'i-dea della 
eccezionale reattività del 2-cloroacetil-1,4-benzodiossano , si possono qui riportare al
cuni dati da noi ottenuti con l ' w-cloroacetof enone. La sua velocità di reazione con 
ùiazometano in soluzione eterea è praticamente nulla. Operando in soluzione eterea 
m etanolica, dopo un quarto d'ora soltan to 1'11% di clorochetone risulta trasformato ; 
dopo due ore il 48 % e 1'89% dopo 12 ore (1). 
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L'elaborazione delle miscele di reazione permise poi di isolare in ogni 
caso, come unico prodotto della reazione, una sostanza C11H 11Cl0 3 a cui, 
in base alle proprietà chimiche e spettroscopiche, fu assegnata la struttura 
di l-clorometil-l-(1 ,4-benzodio~san-2-il) -etilenossido (vi). 

P er a:.<:ione dell'acido cloridrico gassoso su una soluzion e et erea di que
sto epossido fu poi ottenuta con r esa quantitativa una sostanza C11H 12Cl20 3 

identica sotto tutti gli aspetti a quella precedentemente isolata. 
L'assegnazione delle strutture (Iv) e (vr) fu definitivament e confer

mata dal fatto ch e una identi ca cloridrina, il 2-idrossi-2-(1 ,4-benzodiossan-
2-il)-3-cloropropano (vn), fu ottenuta sia dal clorocheton e (In) (per reazione 
con lo ioduro di metilmagnesio) , ch e dall'epossido (vr) (per riduzione con 
idruro di liti o e alluminio) . 

(VII) 

Stabilita la struttura della sos tanza C11H 12Cl 20 3 e con fermata sp eri 
m entalmente l 'ipotesi che il suo precursore poteva essere l'epossido (vi), 
restava da spiegare la formazion e di quest 'ultimo nel corso della reazione 
tra un eccesso di diazometano ed il cloruro acido (r). 

È noto che, quando un cloruro acido vien e fatto r eagire con diazome
tano, tre diverse reazioni possono aver luogo contemporaneamente (4

• 
5

) : 

l) 

2) 

3) 

R-COCl + CH2N 2 

HCl + CH2N2 

H Cl + R-COCHN 2 

R-COCH 2 + H Cl 

CH 3CI + N2 

R-COCH2Cl + N 2 

Tuttavia, allorchè si opera in presen za di un forte eccesso di diazome
tano, il contributo d ella r eazione 3) è in generale trascurabile, p erch è il dia
zomctano in eccesso r eagisce istantaneam ente con l 'acido cloridrico, consu
mandolo all'atto stesso della sua formazione (6 ). 

A questo riguardo, è chiaro che la reazione tra diazometano ed il cloruro 
acido (1) costituisce un caso singolar e per due motivi interdipendenti : a) per
chè, com e è chiaramente dimostrato dalla formazion e della sostanza C11H 12 -

Cl20 3, in questo caso il contributo della r eazione 3) è tutt'altro che trascu
rabile {12-13 %) , quand'anche si operi in presenza di un forte eccesso di 
diazometan o ; b) perch è, a causa della gr ande r eattività del clorocheton e 
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(nx) , il bilan cio globale della reazione deve, in questo caso, t en er conto anch e 
di una quarta r eazione : 

CH 2CI 
/ 

4) R-COCH2Cl + CH2N 2 - • R-C-CH 2 + N 2 

"""/ o 
L 'eccezionale contributo d ella r eazione 3) è m realtà una misura in

diretta della reattività del 2-diazoacetil-1 ,4-b enzodiossano (n). Le reazioni 
3) e 4) rapp1·esentano sch ematicamente il m eccanismo eli formazione del
l'epossido (vr). 

Dall'esame delle quattro reazioni concorrenti si può p er ò dedurre ch e 
la reazione 3), l 'unica che sia indipendente dalla concentrazione d el diazo
metano, costituisce in r ealtà il passaggio ch e d et ermina la velocità di forma
zione dell 'epossido (vx). È stato infatti dimostrato che la cloridrina (vx) si 
forma sempre in quantità costanti (12-13 %), qualunque sia l 'eccesso di 
diazometano presente. 

P er quello che riguarda la formazione della sostanza C11 H 12Cl 2 0 3 ap
pare estremam ente improbabile ch e essa possa essersi formata p er reazione 
tra l 'epossido (vx) e l'acido cloridrico derivante dalla reazione l); non è 
infatti verosimile l'ipotesi che l 'epossido (vi) possa competere con il diazo
metano o il diazochetone (u) n ella reazione con acido cloridrico. Questa 
esclusione porta a concludere che la cloridrina (Iv) non può essersi formata 
n el corso della r eazion e tra diazometano ed il cloruro acido (I), ma soltanto 
durante il successivo trattamento con acido cloridrico della soluzione eterea 
contenente l'epossido (v x) . 

Sulla base di quest e consid erazioni risulta interamente chiarita la for -
mazione d ell'epossido (vr) nel corso d ella reazione tra diazometano ed il 
cloruro acido (r) . 

La formazione di un epossido p er azione d el diazometano su di un a -clo
rochetone non è di per sè un fatto eccezionale, essendo stata più volte de
scritta (7) . A nostra conoscenza, tuttavia, non esiste in letteratura un solo 
esempio di un epossido ottenuto come prodotto secondario n ella r eazion e 
tra diazometano ed un cloruro acilico, e n emmeno di una cloridrina isolata 
nella preparazione di un IX -cloroch etone secondo NIERENSTEIN ( 8), ARNDT ( 4) 

e collaboratori. 
CH2Cl 

/ 
R-C-CH2 

""'-/ 
o 

(v m) 

CH2Cl 

/ 
R-C-CH 2Cl 

l 
OH 

(rx) 
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Si può perciò formulare l'ipotesi che la eccezionale r eattività del 2-
cloroacetil-1 ,4-benzodiossano sia da m ettersi in relazione con la presen za 
d el radicale 1,4-benzodiossan-2-ile in posizione o: alla funzione carbonilica. 

Sfortunatamente, non esistono in letteratura dati precisi da cui si pos
sano dedurre le velocità di r eazione tra diazometano ed i vari o:-clorochc
toni ; la maggior parte degli autori si è infatti limitata a descrivere i prodotti 
e le rese ottenute dopo aver lasciato a sè i r eagenti per molte ore, o addirit
tura per molto giorni. 

La verifica dell' ipotesi sopra enunciata costituirà l ' oggetto di una pros
sima nota. 

PARTE SPERIMENTALE (*) 

Reazione tra diazometano e cloruro dell'acido 1,4-benzodiossan-2-carbos· 
silico. (1

). - a) Una soluzione di g 66 (0,33 moli) di cloruro acido (I) (9
) in 

250 cm3 di etere assoluto è aggiunta lentamente, sotto agitazione e raffred
dando a 0°, a 950 cm3 di una soluzione et erea di diazometano 0,58 M (0,56 
moli). T erminata l ' aggiunta si lascia a sè per 6 ore, dopo di che si tratta con 
una lenta corrente di HCl gassoso secco p er 3 ore. Si degasa la soluzione e terea 
a pressione ridotta e si lava con una soluzione di K 2CO 3 al 20 % fino a neu
tralità, poi con acqua ed infine si secca su CaCl2 • Eliminato il solvente, si 
distilla n el vuoto il r esiduo oleoso. Si ottiene un'unica frazione (p. eh . 115-
1180 a 0,05 mm ; g 68) costituita dal clorochetone (m), liquido vischioso che 
cristallizza rapidamente. I cristalli vengono ripresi con una miscela di esano· 
benzolo (lO: l) , filtrati ed asciugati: si ottengono g 64 (90 %) di prodotto 
con p.f. 69 -70°. Una cromatografia su strato sottile mostra che questo pro
dotto è privo di impurezze di cloridrina (Iv). 

b) Una soluzione di g 20 (0,1 moli) di cloruro acido (I) in 125 cm3 

di et er e assoluto è aggiunta lentamente, sotto agita:r.ione e raffreddamento 
a 0°, a 635 cm3 di una soluzione eterea di dia:r.ometano 0,38 M (0,25 moli). 
Terminata l 'aggiunta, si lascia a sè per 6 ore. Si elimina il diazometano in 
eccesso e 2/3 del solvente; la solu zione r esidua è ripresa con 500 cm 3 di etere 
e trattata con una lenta corrent e di HCl gassoso secco per 3 ore. L'elabora
zione successiva è stata fatta come descritto p er il m etodo a). La distilla
zione nel vuoto h a consentito di separ are due frazioni. La prima frazione 
(p. eh. 102-106° a 0,01 mm ; g J 3,8) è costituita dal cloro chetone (m), liquido 
viscoso che cristallizza rapidam ente. Dopo ricris tallizzazione da esano, il 
prodotto fonde a 69-70° e la cromatografia su strato sottile mostra che esso 

(<.' ) I punti di fusione non sono corretti. Gli spettri I.R. sono stati registrati con 
un appareceh io Perkin-Elmer Mod. 21. Gli spettri R.M.N. sono stati registrati con 
un appar!'cchio Vadan A-60. 
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è privo di impurezze di cloridrina (xv). La seconda frazion e (p . eh. ll 5-124o 
a 0,01 mm; g 7) è un liquido viscoso che cristallizza parzialmente. La cro
matografia su strato sottile mostra che si tratta di una miscela di cloroche
tone (m) e di cloridrina (xv); in base all'intensità della banda carbonilica 
nello spettro I.R., si deduce che i due composti sono presenti in rapporto 
l :l. La separazione dei due componenti per distillazione frazionata risulta 
poco efficace mentre la separazione per cromatografia su Al 20 3 è sconsiglia
bile per la grande reattività del clorochetone. La cloridrina (IV) può essere 
separata quantitativamente dal clorochetone (nx) sottoponendo la miscela 
all'idrogenazione catalitica, secondo il metodo segu ente : la frazione (g 7) 
è sciolta in 125 cm3 di etanolo al 95 % ed idrogenata in presenza di carhone 
palladato allO% (g l), con una pressione iniziale di 3,5 atmosfere di idrogeno. 
Dopo 3 ore l'assorbimento di idrogeno è t erminato. Si filtra allora il cataliz
zatore, si lava a fondo con etanolo e si elimina il solvente a pressione ridotta. 
Il residuo oleoso è frazionato nel vuoto, raccogliendo due frazioni. La prima 
frazione (p. eh. 70-73° a 0,02 mm; g 2,8) è un olio incolore costituito da 2-
acetil-1 ,4-benzodiossano (3). Il suo spettro I.R. è identico in ogni dettaglio 
a quello di un campione autentico. Analisi : 

trov. %: C 67,68; H 5,45; 

per C10H100 3 cale. 67,40; 5,66. 

La seconda frazion e (p. eh. 110-113° a 0,02 mm; g 3,4) è costituita dalla 
cloridrina (xv) , liquido viscoso che per riposo solidifica totalmente Un cam
pione, ricristallizzato da benzolo-esano 1:5, ha p.f. 63-640. Spettro I.R.: 
vedi fig. l. Spettro R.M.N.: vedi fig. 2. Analisi: 

trov. %: C 50,37 ; H 4,39; Cl 26,97; 

50,21; 4,60; 26,95. 

c) Una soluzione di g 20 (0,1 moli) di cloruro acido (1) in 125 cm' 
di etere assoluto è trattata con diazometano come descritto nel m etodo b). 
Dopo 6 ore di riposo, si aggiungono ancora 220 cma di una soluzione eterea 
di diazometano 0,36 M (0,08 moli) e si lascia in riposo altre 6 ore. La miscela 
di reazione è poi trattata con una lenta corrente di HCl gassoso secco per 3 
ore. Si elabora poi la soluzione eterea come descritto per il metodo a). La 
distillazione frazionata nel vuoto consente di isolare una frazione (p. eh . 
104-1080 a 0,08 mm; g 12,6) costituita dal clorochetone (m) puro ed una 
seconda frazione (p. eh. 110-1300 a 0,08 mm ; g 8,7) costituita da un liquido 
viscoso che cristallizza solo parzialmente. L 'idrogenazione catalitica con car
bone palladato, secondo quanto d escritto n el metodo b) , consente di isolare 
g 4,2 di 2-acetil-1,4-henzodiossano e g 3,3 (12 % ) di cloridrina (xv). 
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2-ldrossi-2 -(1,4-benzodiossan-2-il)-1,3-dicloro-propano (rv). - Una so 
luzione di g l (0,0047 moli) di clorochetone (m) in 30 cm 3 di etere v iene 
trattata con 20 cm3 di una soluzione eterea di diazom etano 0,9 l\1 (0,018 
moli) e poi lasciata a sè per 3 ore. Dopo questo tempo , la reazione pratica
m ente non procede oltre, come è dimostrato dall 'esame degli spettri I.R. 
registrati in tempi successivi ; infatti r imane cost ante il rapporto tra l'a l
tezza della banda carbonilica a 1742 cm-• c quella dell 'anello benzenico a 
1592 cm- 1

• La pcrcentule di clorochetone ancora presente (calcolala in b ase 
all'area corrispondente all a banda carbonilica) è dell 'ordine del 10 % · L a 
soluzione eterea viene allora trattata con una lenta corrcn te di H Cl gassoso 
per 3 ore, quindi degasata, lavata con acqua, con NaHC0 3 diluito, con acqua 
ed infin e seccata su CaCl2 • E liminato il solvente, si distilla il residuo : dopo 
poche teste, s i ottengono g l (86 % ) di cloridrina (rv) sotto forma di un olio 
Yiscoso con p. eh. 108-110° a 0,01 mm. Il r esiduo solidifica totalmente per 
riposo e dopo ricristallizzazione da benzolo-esano l: 5 ha p.f. 63-64.0. 
Spettro I. R.: vedi fig. l. Analisi: 

trov. % : C 50,53; H 4 ,37; Cl 26,72; 

per CuH12Cl 20 3 cale. 50,21; 4,60; 26,95. 

2-Idrossi-2-(1 ,4-benzodiossan-2-il)-propano (v). - Grammi 2,5 di ma
gnesio attivato (0,103 moli) vengono coperti con 25 cm3 di etere anidro e, 
sotto agitazione, si aggiunge una soluzione di g 14,3 di ioduro di m etile 
(0,1 mole) in SO cm3 di etere anidro. La reazione ha inizio spontaneamente 
ed è completa dopo circa due ore. La miscela di reazione è diluita con 100 
cm 3 di et ere anidro e scaldata a ricadere per un'ora. Dopo raffreddamento, 
si aggiunge lentamente sotto agitazione una soluzione di g 5,2 di 2-carb e
tossi-1,4-benzodiossano (9) (0,025 m oli) in 25 cm 3 di etere anidro. La reazion e 
è fortem ente esotermica e viene completata scaldando per due ore a rica
dere. Si raffredda poi con ghiaccio e si aggiungono poco a poco lO cm 3 d 'acqua 
e successivamente 30 cm3 di acido solforico al20 % ·Dopo riposo di una notte, 
si separano per decantazione i cristalli di solfato di magnesio e lo s tr ato ac
quoso, separato dallo strato eter eo, viene lavato due volte con et ere. Gli 
estratti eterei riuniti sono decolorati con una soluzione satura di Na2S2 0 3 

ed infine seccati su Na 2C0 3 • Dopo eliminazione del solvente, si ottiene un 
r esiduo solido che viene purificato per distillazione n el vuoto, ottenendo 
g 4,6 (95 %) di carbinolo (v) con p. eb . 96-970 a 0,08 mm. Un campione, 
ricristallizzato da esano ha p. f. 59-60o. Lo spettro I.R. (CC1 4) d el 
composto mostra bande di assorbimento a: 3571, 3012, 2950, 2899, 
2857, 1595 (m) , 1494 (vs), 1464, 1385, 1370, 1329 (m), 1302 (m), 1266 
(vs), 1247 (s), 1230, 1198, 1170 (m), 1147, 1131, 1114 (m) , 1088, 1074 (s) , 
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1019, 1000, 975, 956, 936, 923, 906, 867 cm- 1 • Spettro R.M.N. vedi fi g. 3. 
Analisi: 

trov . % : C 67,80 ; H 6,99 ; 

68,02 ; 7,27. 

l- Clorometil-1-(1 ,4-benzodiossan-2-il)-etilen-ossido (VI). - a) Una solu
zione di g 4,25 (0,02 moli) di cloroch etone (ni) in 70 cm3 di etere è tra ttata, 
raffreddando a 0°, con 91 cm3 di una soluzione et erea di diazometano 0,66 M 
(0,06 moli) . La miscela di reazione è lasciata a sè a t emperatura ambient e. 
P er l'andamento della reazione v edi fig . 4. Dopo 3 ore la reazione si considera 
p raticamente t erminata , essendo costante n el t em po il rapporto tra le inten
sit à delle b ande a 1472 e 1592 cm- 1 • La soluzion e r esidua viene allora elabo
rata eliminando il solvente a pressione ridotta e frazionando nel vuoto l'olio 
residuo. Si r accolgono due fra·l ioni. La prima frazione (p. eb. 100-I03o a 
0,01 mm ; g 0,95) è costituita da un liquido viscoso incoloro, ch e, in base ai 
risultati della cromatogra fia su strato sottile, risul ta esser e una miscela di 
epossido (vi) e di clorochetone (nx); n ello spettro I.R. in v elo liquido, il rap
porto tra le intensità delle bande indicate m ostra ch e t ale miscela è approssi
m ativamente composta dal 40 % di cloroch et on e e dal 60 % di epossido. 
La seconda frazione (p. eh . 124-127° a 0,01 mm ; g 3,2) è costituita dall 'epos
sido (vi) praticamente puro. Lo sp ettro I.R. (CCI,) del composto mostra 
bande di assorbimento a: 3012, 2941, 2899, 2857, 1595 (m) , 1493 (vs) 1466, 
1330, 1314 , 1302, 1289, 1266 (vs), 1248 (s), ll96, ll47, llll, ll09 (m) , 
1043 (m), 978, 954, 945, 924, 910, 853 cm- 1• An alisi: 

trov . % : C 58,21 ; H 4,72; Cl 15,61; 

per C11H 11Cl0 3 cale. 58,29; 4,89 ; 1564 . 

b) Grammi 2,12 (0,01 moli) di clorocheton e (m ) sciolti in 40 cm 3 

di una miscela etere-metanolo 1:1 vengono trattati raffreddando a 0°, con 
55 cm3 di una soluzione et erea di diazometano 0,55 M (0,03 moli). Si osserva 
immediatam ente sviluppo di azoto ch e dura per circa cinque minuti. La r egi
s trazione d ello sp ettro I.R. n ella zona t ra 2000 e 1500 cm- 1 su campioni 
di soluzione prelevati nel t empo, rivela ch e la banda carbonilica a 1742 
cm- 1 è completamente scomparsa dopo m ez:r.' ora. La miscela di reazione è 
evaporat a a secco a pressione ridotta ed il r esiduo oleoso distillato n el vuoto. 
Si ottengono così g 2 (95 % ) di epossido (vi) puro , con p. eh. 124-126° a 
0,02 rum. 

Una soluzione di g 0,42 di epossido (vr) in 60 cm 3 di etere p er tratta 
mento con HCl gassoso fornisce g 0,40 di cloridrina (Iv) con p . eh . 104-106° 
a 0,02 mm e p. f. 63 -64° da benzolo-esano. I crist alli di cloridrina così pre
parati sono identici in tutti i dettagli (p. f. in miscela, sp ettro l. R .) a quelli 
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della cloridrina ottenuta direttamente nella reazione tra diazometano ed il 
cloruro acido (1). 

2-Idrossi-2-(1,4-benzodiossan-2-il)-3-cloro-propano (vu). - a) A 37 cm3 

di una soluzione et erea di LiAlH4 0,3 M (O,Oll moli) si aggiunge lentamente 
sotto agitazione una soluzione di g 2,5 (O,Oll moli) di epossido (vi) in 40 cm3 

di et ere anidro. Si 1·iscalda a ricadere per 6 ore, poi si d ecompone con H 20 
(5 cm3) e con NaOH al 40 % (l cm3). Si separano i sali inorganici che ven
gono lavati con 100 cm 3 di et er e e gli estratti eterei riuniti sono seccati su 
CaCl 2 • P er eliminazione del solvente si ottiene un residuo che viene distillato: 
si raccoigono così g 2,3 di cloridrina (vu) sotto forma di un olio viscoso, 
incolore con p. eh. 85-86°/0,02 mm. Il prodotto per riposo solidifica ed un 
campione ricristallizzato da esano mostra p . f. 90-91°. Lo spettro I. R. 
(CHCl 3) del composto mostra bande di assorbimento a 3534, 2959, 2899, 
2853, 1595 (m) , 1494 (vs), 1464, 1428, 1379, 1351, 1335, 1303 (m), 1266 (vs), 
1250 (s), ll90, ll47 , ll09 (m), 1087 (m) , 1070 (m), 1034 (m), 1016, 974, 937, 
916, 885 , 866, 853, 824 cm- 1 • Analisi: 

trov.% : C 57,45; H 5,57; Cl 15,52; 

per C11H 13Cl0 3 cale. 57,76; 5,73; 15,51. 

b) Ad una soluzione di g 15 di clorochetone (m) in 100 cm3 di etere 
anidro si aggiunge lentamente, so tto agita~r.ione ed in corrente di azoto, 
una soluzione di reattiv o di Grignard preparata da g 2,2 di magnesio atti
vato e g 15 di CH 3I. Si forma istantaneamente un precipitato arancione il 
cui colore vira improvvisamente al giallo !chiaro una volta terminata l' ag
giunta del r eattivo. Si lascia a sè sotto agitazione per un'ora, poi si tratta la 
miscela di reazione con 30 cm3 di H Cl 2N. L o strato etereo viene separato, 
seccato su Na2C0 3 e privato del solvente. L 'olio residuo viene distillato nel 
vuoto raccogliendo soltanto la frazione con p. eh. 80-lOOo a 0,1 mm (g 7 circa) 
e trascurando il rimanente costituito da una soluzione viscosa molto più 
alto-bollente. Per riposo l'olio distillato solidifica in grande parte ed i cri
stalli separati fondono a 74-84°. Dopo 3 cristallizzazioni da benzolo-esano 
si ottengono cristalli di cloridrina (vn) con p. f. 9l-92o senza depressione 
in miscela con campioni della stessa cloridrina preparata secondo il metodo a). 
Gli spettri I. R. r isultano identici in tutti i d ettagli. Analisi : 

trov.% : C 57,73; H 5,50; Cl 55,38; O 20,84 ; 

per CnH13Cl0 3 cale. 57,76; 5,73; 15,51 ; 20,99. 

Ringraziamo la Prof.ssa MARGHERITA MARZADRO del Laboratorio di Mi
croanalisi dell'I stituto Superiore di Sanità per avere eseguito le determina-
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zioni microanalitiche, la Dott.ssa MARIA LETIZIA SALVI dell'Università 
Cattolica di Roma p er gli Spettri R.M.N. ed il Sig. ANDREA A.MATO p er 
l'aiuto prestatoci nella esecuzione della parte sperimentale. 
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