16. J. A. OLSON (*) e E. B. CHAIN. — Il destino dell’acetato marcato
2-'C nel Penicillium chrysogenum. (**)

Riassunto, — L’acetato *C, marcato nel metile, & stato incubato
in varie condizioni con sospensioni di micelio e con estratti acellulari
di P. chrysogenum. 1 prodotti che si formano sono stati separati in cin-
que frazioni principali: 1) Estratto etereo (acidi organici), 2) Ammino
acidi, 3) Composti neutri, 4) Micelio e 8) CO, respiratorio. In alcuni casi
le singole frazioni sono state ulteriormente analizzate mediante croma-
tografia su carta.

Nelle incubazioni con micelio fresco, circa il 409, dell’acetato utiliz-
zato compare nell’acido glutammico. La marcatura dei prodotti ottenuti
per degradazione progressiva del glutammato & in accordo con un mec-
canismo di condensazione a citrato. Inoltre, negli estratti & stata dimo-
strata la presenza di tutti gli enzimi che catalizzano la conversione del
citrato a glutammato e di vari altri enzimi correlati. Sembra anche che
1l micelio non sia permeabile al malonato; cid giustificherebbe 1'ineffi-
cienza del composto a fungere da inibitore metabolico.

E’ stato studiato anche I'effetto che variazioni nelle condizioni di
incubazione e nel trattamento della muffa esercitano sul contenuto in
1*C delle diverse frazioni.

Summary. — Methyl labelled 4C-acetate was incubated with my-
celial suspensions or cell free extracts of P. Chrysogenum under a variety
of conditions, and the products formed were separated into five major
fractions: 1) Ether extracts (organic acids), 2) Amino acids, 3) Uncharged
compounds, 4) Mycelium and, 5) Respiratory CO,. In certain cases,
further analyses of individual fractions were effected by paper chroma-
tography.

Of the. products formed in fresh mycelial incubations, approxima-
tely 409 of the utilized acetate appeared in glutamic acid. The labelling
pattern found on stepwise degradation of the glutamate was in accord
with a citrate condensation mechanism. In addition, all of the enzymes
which catalyze the conversion of citrate to glutamate and a number of
other related enzymes were demonstrated in cell free extracts. Further-

(*) Membro della National Foundation for Infantile Paralysis; indirizzo attuale:
Department of Biochemistry, College of Medicine, Universitd della Florida, Gamesville,
Fla. U.S.A.

(**) Questo lavoro, & gia stato pubblicato nei Selected Scientific Papers from the
fstituto Superiore di Sanita, 2: 173 (1959)
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more, malonate does not seem to permeate the mycelium, thus account-
ing for its ineffectiveness as a metabolic inhibitor.

The effect of varying incubation conditions and mould treatments
on the 'C content of the different fractions was also studied.

INTRODUZIONE

E’ stato dimostrato in comunicazioni precedenti (* *) che il Penicil-
lium chrysogenum Q 176 sviluppato su acetato ossidava l'acetato con
elevata velocitd, ma non attaccava sensibilmente altri acidi organici, né
in ambiente neutro né in ambiente acido. Gli esteri di intermedi del ci-
clo degli acidi tricarbossilici non erano ossidati, né lo erano gli schemi
di ossidazione determinati per il P. chrysogenum sviluppato su differenti
acidi come uniche sorgenti di carbonio, interpretabili in termini di un
qualsiasi meccanismo di ossidazione di acidi organici.

Si trovo inoltre che 1l'acetato non era ossidato completamente
da sospensioni lavate di P. Chrysogenum sviluppato su acetato da-
to che veniva consumata una sola molecola di ossigeno e veniva liberata
una molecola di CO, per ogni molecola di acetato che scompariva (*).
Per poter seguire il destino dell’acetato utilizzato, venne esaminato l'in-
corporamento di acetato *C, marcato nel metile, in varie frazioni di
muffe in varie condizioni.

Inoltre fu dimostrata la presenza di sistemi di enzimi in estratti pri-
vi di cellule capaci di interconvertire vaii metaboliti formati.

Con I'impiego di traccianti radioattivi, KoFrLER e i suoi collabora-
tori (*) hanno anche studiato recentemente 1’assimilazione di acetato nel
P. chrysogenum. I loro dati concordano essenzialmente con i nostri.

PARTE SPERIMENTALE

ORGANISMI E CONDIZIONI DI SVILUPPO.

Venne impiegato Penicillium chrysogenum Q 176. 1 metodi di col-
tura, di sporulazione e fermentazione, sono stati descritti precedentemen-
te (). In questi esperimenti venne utilizzato terreno B ossia 19, acetato
ammonico, soluzione salina standard, 0,029, estratto di lievito Difco. e
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0,029, solidi di corn steep. Le fermentazioni furono effettuate a 23° in
fermentatori di 10 litri di acciaio inossidabile aerati e agitati (*) e la
mulfa fu raccolta nella fase di sviluppo attivo, quando la sua capacitd di
ossidazione era elevata (%).

DILUIZIONE E ANALISI DELL ACETATO MARCATO 2-“C.
: LA A

Fu ottenuto acetato sodico marcato 2-'*C dal Radiochemical Center,
Amersham, Inghilterra. Una aliquota venne diluita con acetato sodico
non marcato, sciolta in acqua ed essiccata a 110°. Venne preparata una
soluzione standard che conteneva 30 pM di acetato sodico (2,46 mg) in
6,3 ml, e che diede 107 c.p.m. in condizioni di conta normali. Mediante
degradazione progressiva (°) di una aliquota, si trovo che almeno il 98,3
per cento del *C si trovava nel carbonio metilico.

PREPARAZIONE DEL MALONATO DIETILICO 2-4C E AcIbo maLonNico 2-*C.

Il malonato dietilico 2-'*C, ottenuto dal Radiochemical Center,
Amersham, Inghilterra, venne diluito in modo che 0,001 ml contenesse-
ro 810 c.p.m. al contatore di GEGER-MULLER a finzstra terminale, in
condizioni di conta standard.

Una aliquota dell’estere marcato, diluita con malonato dietilico non
marcato, fu idrolizzata in KOH al 509 bollente per un’ora. La solu-
zione fu travasata nel palloncino di un estrattore continuo ed estratta
con etere per 20 ore. L’estratto etereo fu essiccato su Na,S0, anidro e
concentrato a piccolo volume. Fu aggiunto acido malonico non marcato
in etere, e quindi una piccola quantitd di etere di petrolio (punto di
ebollizione 80-100°). Per raffreddamento cristallizzo acido malonico. Un
milligrammo di acido libero conteneva 814 ¢.p.m. in condizioni di conta
standard.

TECNICA DI INCUBAZIONE.

Un volume conveniente di liquido di coltura appena prelevato
venne filtrato su un imbuto di Buchner con blanda aspirazione.
Il micelio fu lavato con fosfato potassico 0,05 M, a pH 6,9 e sospeso in
sufficiente fosfato potassico 0,05 M, pH 6,8, perché 1 ml contenesse circa
10 mg di peso secco di mulffa. Questa sospensione venne dispersa me-
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diante omogenizzazione per 13 secondi in un mescolatore Atomix ed
aliquote di essa furono pipettate nei pozzetti centrali di vaschette di
Warburg.

In diversi casi, quando si adoperarono quantitd maggiori di muffa,
vennero filtrati volumi prestabiliti della sospensione e i filiri furono in-
trodotti direttamente nelle vaschette di Warburg.

Ciascuna vaschetta conteneva, oltre a 2,7 ml di sospensions di mullfa,
0,3 ml di acetato sodico 2-**C (30 uM) nel braccio laterale, e 0,2 ml di
KOH al 309 nel pozzetto centrale. Le vaschette furono equilibrate per
10 minuti a 25°, la velocitd di ossidazione endogena fu misurata per al-
tri 10 minuti, e si aggiunse substrato. Alla fine del periodo di incubazio-
ne si introdussero 0,2 ml di H,S0, 9N attraverso il braccio laterale, e
la incubazione fu continuata fino a che non si verifico ulteriore scambio
di gas. Le vaschette furono tappate e messe in ghiaccio.

TRATTAMENTO DELLE FRAZIONI.

Anidride carbonica di respirazione. 11 KOH e la sua carta di diffu-
sione furono tolti dal pozzetto centrale e posti in 6 ml di H,0 priva
di CO, in un tubo di centrifugazione tappato. La soluzione fu lasciata
a temperatura ambiente per 30 minuti, dopo di che le carte furono lavate
e tolte ¢ si aggiunsero 0,2 ml di NH,Cl al 109% e 0,5 ml d1 BaCl, saturo.
Dopo 10 minuti il precipitato di BaCO, fu allontanato per centrifugazione
e lavato due volte con H,0 bollita.

Micelio. — La sospensione nella vaschetta di Warburg fu filtrata, il
micelio venne lavato con H,0, e il filtrato e l'acqua di lavaggio furono
raccolti (Terreno). Il micelio lavato fu essiccato in un essiccafore su
P,0, sotto vuoto. Dopo pesatura, il feltro secco fu polverizzato in un
mortaio di agata.

Una porzione prestabilita fu prelevata per la conta, e il resto fu
estratto con etanolo all’809 a caldo. Il residuo fu separato per centrifu-
gazione ed essiccato a 110° (residuo di micelio). Dopo prelevamento di
una aliquota, la soluzione restante fu evaporata a secco su bagno di va-
pore e sciolta in 0,5 ml di isopropanolo al 109, (estratto di micelio).

Terreno. — 11 filtrato di micelio acidificato e 'acqua di lavaggio fu-
rono distillati in corrente di vapore. Si raccolsero 10 volumi di distil-
lato, e in queste condizioni pilt del 989 dell'acido acetico fu trovato nel
distillato. Si neutralizzd questo ultimo con NaOH 0,043 N e si evaporo
a piccolo volume su bagno di vapore.
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Estratio etereo. — Il residuo distillato in corrente di vapore fu tra-
vasato in un estrattore Kutscher-Steudel e fu sottoposto ad estrazione con-
tinua con etere per 20-40 ore. Dopo 24 ore rimaneva soltanto una per-
centuale estremamente piccola di materiale estraibile.

L’estratto fu concentrato a piccolo volume su bagno di vapore
e portato a 0,5 ml con isopropanolo al 109, (estratto etereo).

Fase aAcquosa.

La fase acquosa estratta con etere fu dibattuta con circa 1 g di re-
sina Amberlite IR-120 H (resina di acido polistirolsolfonico nella forma
acida, priva di cloruro) per 60 minuti e la sospensione fu poi fil-
trata. Il filtrato di IR-120 H fu trattato analogamente con 1 g di resina
Amberlite IR-4B (resina amminica debole nella forma amminica libera).
Il filtrato di IR-4B fu evaporato a secco e sciolto in 0,5 ml di isopro-
panolo al 109, (composti neutri).

Gli amminoacidi furono eluiti dall’IR-120 H con HCI 2N. L’eluato
fu evaporato a secco, ripreso piu volte in piccoli volumi di acqua e
riessiccato. Il residuo venne sciolto in 0,5 ml di isopropanolo a 110 per
cento (amminoacidi).

Gli eventuali acidi non allontanati dal trattamento precedente fu-
rono eluiti dall'IR-4B con NH,OH IN. Fu ritrovata pochissima radioat-
tivita In questa frazione che venne di conseguenza scartata.

CROMATOGRAFIA.

Aliquote delle quattro frazioni (estratto di micelio, estratto etereo,
composti neutri ed amminoacidi) furono messe su carta e cromatografate
in n-butanolo-acido propionico-acqua (47:22:31) (") e in fenolo ammo-
niacale-acqua (4:1) (®). Le carte essiccate all’aria furono posle su lastre
fotografiche Ferrania per raggi X per una o due settimane, ¢ le radio-
autografie furono sviluppate.

In alcuni casi si ritagliarono strisce e si determind la radioattivita
di ciascun composto di una frazione. In prove su piu vasta scala, me-
diante cromatografia su carta si separarono succinato, glutammato e
aspartato, si eluirono con acqua e si cristallizzarono fino ad attivita co-
stante dopo l'aggiunta di carrier non marcato.
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MISURE DI RADIOATTIVITA.

S1 neutralizzarono aliquote delle frazioni liquide prima dell’essicca-
mento e si triturarono in un mortaio di vetro porzioni pesate delle fra-
zioni solide (BaCO, e micelio). Si stemperarono uniformemente campioni
su lastre di acciaio inossidabile o di alluminio, si essiccarono ad una
lampada a raggi infrarossi e si esegui la conta impiegando un contatore
a finestra terminale. I dati furono corretti delle perdite da auto-assorbi-
mento, ecc. (°).

La degradazione progressiva dell’acido glutammico marcato fu ese-
guita con il procedimento di Mossacu. Puares e Carson (% *), ¢ la combu-
stione completa fu effettuata mediante il metodo al persolfato di WgeIn-
Housk (°). Il micelio fu ossidato in diversi casi a CO, con la tecnica all’a-
cido cromico di Van Svpyke-Forcu (*°) e contato come BaCO,. I valori
riguardanti la radioattivitdh nel micelio, ottenuti per conta diretta e per
combustione a CO, erano in accordo.

EsTRATTI DI ENZIMI.

Fra i diversi metodi utilizzati per la preparazione di estratti di micelio
la tecnica di triturazione ideata da Huemes (') si dimostro la piu sod-
disfacente. L’esame microscopico indicd che 809 o piu delle ife erano
frantumate dopo un solo passaggio attraverso la pressa a —10° C. La
massa frantumata fu poi sgelata e centrifugata a 2000 2 o a 15.000 g per
30 minuti a 0-8° C, ed il surnatante fu immediatamente utilizzato per
studi sugli enzimi.

Altr1 metodi di preparazione come 1’omogenizzazione con celite 503
in un omogenizzatore Potter-Elvehjem, la macinazione con allumina in
un mortaio, e l'eluizione con tampone di fosfato di una polvere aceto-
nica di micelio, o di muffa essiccata per congelamento o essiccata in es-
siccatore, diedero estratti meno attivi dal punto di vista enzimatico e
contenenti meno proteina

ANALISI DEGLI ACIDI ORGANICI.

Il citrato fu determinato con il metodo di Tavror (*?), la deidro-
genasi isocitrica per riduzione del TPN (**), I'acido glutammico con un
preparato di decarbossilasi di carota (**), l'acido succinico con il siste-
ma succinossidasico di Kress (*%), e 1'a-chetoglutarato, il piruvato ed il



— 187 —

gliossilato con il procedimento di Friepmann e Haucen (') e mediante
la cromatografia degli idrazoni di chetoacidi (7).

RISULTATI

ESPERIMENTI PRELIMINARI DI INCORPORAZIONE DEL *C.

Nei primi esperimenti si impiegd acetato sodico 2-'*C di bassa at-
tivitd (925 c.p.m.-mg), e non =i tentd di realizzare una ampia separa-
zione dei vari metaboliti. I dati relativi ad uno di questi esperimenti so-
no riportati nella Tabella 1. II CO, respiratorio conteneva circa 10

Taserra 1

Assorbimento di ossigeno e incorporamento di acetato marcato nel metile
nel P. Chrysogenum

Esperimento N. 1 2
Tempo di incubazione 70 min. 70 min.
M O, consumato 40,6 39,7
uM O, (endogeno) 12,7 17,6
M acetato aggiunto | 145 150
C.P.M. originale nell’acetato 11.000 11.400
C.P.M. finale: Terreno 9.450 ( 86%,) 9.380 ( 82%)
(incluso acetato non utilizzato)
Micelio 660 ( 6%, 260 ( 2%,
Co, 1.180 ( 119 1.110  ( 10%,)
C.P.M., ricupero totale 11.290  (102%/,) 10.750  ( 94°/,)

Le vaschette di Warburg contenevano 1,3 ml di sospensione di muffa (20 mg di
peso secco in acqua) e 1,4 ml di tampone di fosfato potassico 0,05 M, pH 6,0; 0,4 ml
di tampone di fosfato contenente acetato sodico '*C mnel braccio laterale e 0,2 ml di
KOH al 309 nel pozzetto centrale. Si incubarono le vaschette per 30 minuti a 25°C
e si aggiunse il substrato. Dopo 100 minuti la reazione fu arrestata congelando a
—25°C, il micelio fu filtrato e lavato completamente. Si misero su piastre aliquote del
micelio e del terreno direttamente e si essiccarono, dopo di che il CO, respiratorio
fu contato come BaCO,. Il Q, (acetato) per il micelio era di circa 30; il Qo, (endo-
geno) = 8.
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per cento della radioattivitd totale, mentre il micelio era pressocché non
marcato. In esperimenti successivi si impiego acetato maggiormente mar-
cato e si abbrevio il periodo di incubazione.

EFFETTO DEL TEMPO DI INCUBAZIONE SULL INCORPORAZIONE DEL (.

Si incubarono sospensioni di muffa per circa 2, 10 e 30 minuti in
presenza di acetato 2-'*C. I risultati sono riportati nella Tabella II. La
utilizzazione dell’acetato aumentd in maniera pitt o meno lineare con il
tempo in presenza di un forte eccesso di substrato marcato. Inoltre la
percentuale di incorporazione nelle varie frazioni non vario con la du-

TaBeLrLa 2

Lffetto del tempo di incubazione sull’incorporazione di *CH,COOH in [razioni di muffa.

Esperimento N. 3 4 5
Tempo di incubazione 2 min. 10 min. 30 min.
pM O, consumato — 4,4 11.8
nM O, endogeno — 2,2 5,9
pM acetato aggiunto 30 30 30
C.P.M. originale in acefato 2X 105 2 X 10° 2X 108
Acetato utilizzato (C.P.M.) 68.000 (100°/,) | 193.000 (100°/,) | 556.000 (100%/,)
Residuo distillato in corren-; 61.000 183.000 495.000
te di vapore
40.000 ( 59°/,) | 105.000 ( 55°/,) | 295.000 ( 53°/,)
Fase acquosa
Estratto etereo 3.000 ( 4°/y 7.000 ( 4°/)| 20.000 ( 4°,)
Residuo di micelio 1.300 ( 2°) | 2.000 ( 1°) | 22.000 ( 4%,
CO, respiratorio 6.700 ( 10°/,)| 10.000 ( 5%, | 61.000 ( 11°/)
Ricupero totale 51.000 ( 75°/,) | 124.000 ( 65%,) | 398.000 ( 72%,)

Le vaschette di Warburg contenevano 2,7 ml di sospensione di mufta (10 mg di
peso secco) in fosfato potassico 0,08 M, pH 6,0, con 0,2 ml di KOH al 30% nel poz-
zetto centrale e 0,4 ml di H,80, 9N nel braccio laterale.

) Si aggiungero 0,3 ml di *CH,COONa al tempo zero, e le vaschette Turono incubate
a 25°C.

Al tempo prescritto si aggiunse H,S0, per arrestare la reazione. I KOH fu allon-
tanato e la sospensione venne distillata in corrente di vapore per allontanare acetato
non utilizzato. Il micelio fu allontanato per filtrazione e il filtrato fu estratto con etere.
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rata della incubazione. E’ interessante notare che l'estratto etereo e il
residuo di micelio contenevano solamente una quantitd piccolissima di
radioattivitd, mentre la fase acquosa era fortemente marcata. In seguito a
cromatografia degli estratti eterei in butanolo-acido propionico-acqua
(47:22:31) su fogli di carta da filtro Whatman No. 1, essiccamento e ra-
dioautografia, si riscontrarono tre macchie con valori Ry corrispondenti
a quelli del citrato, del malato e del succinato. Estratti acquosi contene-
vano, dopo cromatografia in fenolo ammoniacale-acqua (4:1), tre com-
posti marcati con valori R equivalenti a quelli dell’aspartato, del glu-
tammato e della alanina. Non si notd nessuna dilferenza netta nelle
quantitd relative di **C nei vari composti per i tre periodi di incubazione.

FFFETTO DEL CONGELAMENTO-SGELAMENTO SULLA UTILIZZAZIONE DI ACETATO.

L’ossidazione dell’acetato da parte di sospensioni di micelio risultava
essere fortemente lesa dal congelamento e sgelamento preliminare delle
sospensioni (*). Di conseguenza per determinare se una mulla congelata
potesse ancora metabolizzare in qualche maniera 1'acetato, si incubo ace-
tato 2-'*C con sospensioni fresche e sospensioni congelate una volta, ri-
spettivamente per 20 e per 48 minuti, e i campioni furono frazionati co-
me descritto nella Parte Sperimentale. Durante il periodo di incuba-
zione pochissimo ossigeno fu consumato nell’Esperimento 9, un poco
di pitt nell’Esperimento 8 e quantitd maggiori nei due Esperimenti 6 e
7 con muffa fresca (Tabella 3). L’analisi delle frazioni separate indicava
tuttavia che ‘esistevano solo lievi differenze di marcatura tia gl
esperimenti con mulffa fresca e muffa congelata (Tabella 3). In primo
luogo 1'utilizzazione totale dell’acetato era alquanto piu bassa per l'incu-
bato di mufla congelata; e, secondo la percentuale di acetato utiliz-
zato che compariva nella fase acquosa era piu bassa nei campioni di
muffa congelata che nei controlli. Questa diminuzione era dovuta prin-
cipalmente ad una forte diminuzione della frazione degli amminoacidi.

Sotto altri aspetti, tuttavia, la distribuzione della radioattivita nelle
varie frazioni era simile per i due esperimenti. Per esempio, dopo croma-
tografia nel sistema n-butanolo-acido propionico-acqua ¢ nel sistema fe-
nolo-acqua-ammoniaca, nei due casi gli estratti eterei contenevano quat-
tro spots di intensitd circa uguale, i cui valori Ry corrispondevano
a quelli del citrato, malato, succinato e piruvato. In fenolo alcalino, uno
di questi composti si spostava rapidamente.
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Pit del 9539, dell’attivitd delle due frazioni degli ammino acidi era
nell’acido glutammico, con tracce nell’alanina e acido aspartico. Di
conseguenza venne incorporato nell’acido glutammico circa 409 del car-
bonio metilico dell’acetato utilizzato. La maggior parte (ossia 809%) delle
frazioni contenenti composti neutri rimase all’origine del foglio croma-
tografico nei due solventi. Delle sostanze in movimento nella cromato-
crafia una riduceva fortemente AgNO, alcalino.

Gli estratti di micelio contenevano da 10 a 18 composti marcati, di
cui la maggior parte erano positivi alla ninidrina. Tra questi il glutam-
mato e I’alanina erano i pit fortemente radioattivi. Inoltre una sostanza
acida non identificata che si muoveva rapidamente sia in fenolo
(R; = 0,85) sia in butanolo (R = 0,92) conteneva una quantitd ap-
prezzabile di **C.

Si eseguirono altri studi con sospensioni di muffa fresche, congelate
una volta sola e congelate due volte, nonché con estratti privi di cellule
preparati mediante una pressa di Huemes ('), facendo seguire da cen-
trifugazione a 2000 giri per 30 minuti. Gli schemi di distribuzione per
questi esperimenti sono riportati nella Tabella IV.

L’utilizzazione dell’acetato era grosso modo la stessa per ghi incubati
di muifa congelata e per il controllo. Tuttavia, in accordo con esperi-
menti antecedenti, la percentuale di C nella frazione di fase acquosa
del micelio congelato era molto pit bassa che nella stessa frazione di
controllo. Oltre a cid il consumo «di ossigeno diminuiva fortemente
durante l'incubazione della muifa congelata e dell’estratto. L’analogia
della marcatura nell’esperimento con muffa congelata una sola
volta e con muffa congelata due volte indicava che il congelamento e lo
sgelamento supplementari avevano poco effetto ulteriore sul micelio.

E’ interessante notare che gli estratti che erano raiforzati con ATP,
cisteina e Mg, utilizzavano anche acetato. Per quanto la fase acquosa
contenesse grandi quantitd di *C in questi esperimenti, soltanto una pic-
cola percentuale (circa 109% di **C nella fase acquosa) compariva nella
frazione degli amminoacidi. Il resto si trovava mnel filtrato attraverso
Amberlite TR-120. Questi composti non sono stati ancora identificati.

DEGRADAZIONE DELL ACIDO GLUTAMMICO METABOLICO.

Tenendo presente l'esteso incorporamento di acetato 2-'*C nell’aci-
do glutammico in esperimenti con muifa fresca, fu interessante determi-
nare l'attivitd relativa di ciascuno dei suoi atomi di carbonio.

Di conseguenza, l’acido glutammico metabolico fu isolato mediante
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cromatografia, eluito dalla carta con acqua e cristallizzato sotto forma
del suo cloridrato dopo aggiunta di glutammato carrier. Vennero degra-
date aliquote in maniera progressiva (% °).

Come mostrato nella Tabella B, il carbonio 4 era il piu fortemente
marcato, i carboni 2 e 3 erano marcati in misura quasi eguale, il carbo-
nio 1 era meno radioattivo e il carbonio 5 era pressocche privo di atti-
vita. E’ chiaro che avveniva una riciclizzazione in misura considerevole
durante 1'esperimento.

TABELLA B
Incorporazione di CH,COONa in acido glutammico metabolico
Atomo di Carbonio C. P. M. 0/, attivita totale
Acido glutammico (I) 43,9
(combustione completa) (II) 45,6
media 44,7 100
Carbossile C—1 12,1 5
Ammino € —2 40,0 18
Metilene C — 3 36,1 16
Metilene G — 4 124,3 56
Carbossile € —5 2,0 1
Ricupero totale 96

L’acido glutammico metabolico fu isolato dalle fasi acquose degli esperimenti 4
e 5 mediante cromatografia in fenolo ammoniacale-acqua (4:1), eluizione con acqua,
e cristallizzazione come cloridrato dopo 1’aggiunta di 200 mg di glutammato inerte
Dopo ricristallizzazione Dattivithd specifica dei cristalli e del filtrato era identica.

La combustione completa dell’acido glutammico e la sua degradazione progressiva
furono eseguite come descritto nella Parte Sperimentale.

Ciascun campione di BaCO, fu triturato in un mortaio di vetro in H,0, messo su
piastra in uno strato di « spessore infinito » e contato fino a 2.000 coipi (circa 40
minuti) oltre il fondo (Errore 39%).

(SSIDAZIONE DELL’ACETATO IN PRESENZA DI MALATO E MALONATO.

L’acido malonico non viene ossidato da P. chrysogenum in varie
condizione di sviluppo (%), e non inibisce neanche 1’ossidazione del-
I’acetato o del succinato nell’organismo intatto (* ** '?). Per esaminare
ulteriormente questa apparente resistenza alla inibizione, l’acetato '*C
marcato nel metile fu incubato con muiffa sviluppata sul succinato e adat-
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tata all’acetato, da sola e in presenza di malato, o di malalo e malo-
nato. Il malato fu facilmente ossidato da questo preparato di mufifa.

I risultati sperimentali sono riportati nelle Tabelle 6 e 7. Lo schema
complessivo della marcatura riscontrato con una muffa sviluppata su
succinato (Tabella 6) era simile a quello ottenuto con mulfa sviluppata
su acetato. Con il solo acetato come substrato, si verifico una utilizza-
zione di acetato e una formazione di CO, leggermente maggiori, e in un
micelio inibito da malonato si osservd un aumento di radioattivitd nel-
I'estratto etereo.

L’analisi cromatografica dell’estratto etereo (Tabella 7) indico
tuttavia che l'accumulo di succinato marcato aumentava solo leggermen-
te, e che il malato era marcato in misura uguale sia in presenza sia in

TaBELLA 6

Effetto del malato e malonato sull’incorporazione di “CH,COONa in micelio sviluppato
su succinato e adattato ad acetato.

Esperimento N. i 2 3
uM Acetato 30 ptM 30 1M 30 oM
M Malato - 50 pM 50 M
wM Malonato — — 150 pM
Acetato originale C.P.M. 108 108 106
Acetato utilizzato 289.000 (100°/,) | 245.000 (100,/,) | 220.000 (100°/y)
Residuo distillato in
corrente di vapore 192.000 158. 000 144.000
Fase acquosa 159.000 ( 55°/,) | 121.000 ( 50°/y) | 96.000 ( 44/,
Estratto etereo 36.000 ( 12°/,) | 35.000 ( 14%,) | 46.000 ( 21%,)
Micelio 41.000 ( 14°/)| 53.000 ( 22%, | 43.000 ( 20%)
CO, respiratorio 56.000 ( 19°/) | 34.000 ( 14°/)| 33.000 ( 157/,
Ricupero lordo 202.000 (101°%,) | 243.000 ( 99°/,) | 218.000 ( 99%,)

La muffa sviluppata su succinato fu filtrata, lavata ed aerata per 1 ora in 100 ml.

di fosfato potassico 0,04 M, pH 6,8, contenente acetato sodico 0,02 M e malato sodi-
co 0,02 M. Il micelio fu filtrato, lavato e sospeso in 10 ml di H,0. Ciascuna vaschet-
ta di Warburg conteneva sospensioni di muffa (12 mg di peso secco) e le con-
centrazioni sopra prescritte di malato e malonato in un volume finale 4i 2,9 ml di
fosfato potassico 8,0 M, pH 6,8. Il pozzetto centrale conteneva 0,2 mi di KOH al
302, e il braccio laterale conteneva 0,4 ml di H,S0, 9 M. Si aggiunse acetato 2-**C
e le vaschette furono immediatamente chiuse ed incubate per 30 minuti a 25°C. La rea-
zione fu arrestata mediante acido solforico e le frazioni di muffa furono trattate come
indicato sopra.
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TABELLA T

Attivith relativa negli acidi organici in presenza di malato e di malonato.

3

Esperimento N. 1 9 Rsaats &
Substrati Acetato Acetato + Malato Malato +
Malonate

C.P.M., Estratto etereo 36.000 (100°/,) 35.000 (100°/,) 46.000 (100%/)

Succinato 40°/, | 50%/, 48°/y
Malato 0 149, 12%,
Malonato 0 ‘ 0 5%,
Altri 60°/, 36%/, 35%,

Gli estratti eferei furono concentrati a piccolo volume misurato (2-3 ml);
aliquote di 0,2 ml furono messe su carta da filtro Whatman No. 1 ¢ cromatografate
con n-butanolo-acido propionico-H,0. Il cromatogramma essiccato fu posto su una
lagtra fotografica per 10 giorni, e la radioautogralia fu sviluppata. Strisce furono ri-
tagliate e contate ad intervalli di 1 cm. La percentuale per ciascun composto fu
espressa in percentuale della conta ftotale riscontrate sulla carta. Dopo correzione
per l’assorbimento della carta e lievi perdite dovute ad acido acetico residuo si trovd
che le conte totali su carta erano in buon accordo con le conte totali dell’estratto
etereo.

assenza di malonato. E' quindi evidente che I’effetto di concentrazioni
elevate di malato e malonato inerti sul metabolismo di acetato era mi-
nimo.

STUDI DI INIBIZIONE CON MALONATO E MALONATO-ETILICO RADIOATTIVI.

Si incubarono malonato e malonato dietilico radioattivi con sospen-
sioni di micelio sviluppato su acetato a varie concentrazioni idrogenio-
niche, in presenza o in assenza di acetato non marcato. I risultati di un
esperimento tipico sono riportati nella Tabella 8.

E’ evidente che il micelio essiccato, ottenuto partendo da sospensio-
ni incubate con malonato, era praticamente privo di attivitd, mentre la
muffa trattata con estere malonico conteneva una quantitd significativa
di **C. La concentrazione, espressa in c.p.m./ml di malonato o del suo
estere nel liquido intracellulare e nel terreno, fu calcolata approssimati-
vamente in base al rapporto ponderale tra campioni di mufla essiccati
per filtrazione alla pompa ed essiccati in stufa. Queste concentrazioni
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dilferivano sensibilmente negli esperimenti con malonato, mentre erano
dello stesso ordine di grandezza nelle incubazioni con 1’estere, facendo
quindi ritenere che il malonato non entrava nel micelio, ma che invece
'estere entrava nella muffa o era assorbito su di essa Apparentemente
la presenza di acetato non aveva alcun effetto sulla distribuzione dell’*4C
in enframbi 1 casi.

Si ritenne improbabile che il malonato fosse rimosso preferenzial-
mente dalle cellule durante il lavaggio a fondo del micelio, dato che
quantita considerevoli di acido organico e di amminoacidi erano tratte-

nute entro la cellula dopo un processo di lavaggio analogo effettuato in
esperimenti di controllo.

IDENTIFICAZIONE DEI SISTEMI ENZIMATICI DEL P. CHRYSOGENUM.

Per quanto la mulfa sviluppata su acetato non fosse in grado di os-
sidare citrato o succinato a pH neutro ('), 'acetato 2-'*C: era incorpo-
rato in questi acidi e nell’acido glutammico. Si inizid quindi una ricerca
sugli enzimi presenti negli estratti liberi di mulffa sviluppata su acetato,
che potessero agire nel metabolismo dell’acetato.

Furono preparati estratti grezzi mediante la pressa di Hucmes (M)
come descritto nella Parte Sperimentale. Si incontrarono inizialmente
alcune difficoltd in quanto si verificavano nette perdite di attivitd enzi-
matica durante I'invecchiamento o la dialisi con soluzioni diluite di
sale o di fosfato a 0-3° per periodi prolungati. Dopo 48 ore era
scomparso circa il 509, della proteina, come determinato dalla reazione
al biureto (*°), e dopo 96 ore era andato perduto il 60-809. Esperimenti
preliminari indicavano che gli estratti contenevano un complesso di pro-
teinasi molto attivo, con attivitA massima a pH 6-7.

Ricerche ulteriori su queste proteinasi vengono effettuate dal dottor
Serlupi di questo laboratorio.

AcoNiTASI.

Si formo citrato durante 1’incubazione di estratti freschi o invec-
chiati con cis-aconitato o Ls-isocitrato. I risultati sono riportati nella Ta-
bella 9. L’acido etilendiammino-tetracetico (EDTA) aumentd probabil-
mente la formazione di citrato da cis-aconitato inibendo reazioni secon-
darie. Si aggiunse semicarbazide per trattenere le sostanze chetoniche.
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TABELLA 9

Formazione di citrato da Cis-Aconitato e Ls-Isocitrato in estratti di P. Chrysogenum
privi di cellule.

Esperimento Substrato e aggiunte Citrato formato
la 12 pM cis-Aconitato + 6,3 1M
2a » 4+ 5,2 M
1b » + 8 M EDTA + 8,4 pM
2b » + 5 pM EDTA + 6,7 1M
lc 8 uM Ls-isocitrato + 2,3 1M
2¢ » + 1,1 1M
14 » + 5 yM EDTA + 3,8 1M
2d » + 8 yM EDTA 4+ 0,5 1M

Provette contenenti 0,2 ml di estratto di enzima invecchiato (6,6 mg di proteina)
79 puM di semicarbazide neutralizzata, e substrato in 1,0 ml di volume totale a pll 7
furono incubate per 60 minuti a 23°C. La reazione fu arrestata con 5 ml di reattivo
tungstico al 29%.

DEIDROGENASI ISOCITRICA.

Si osservd un rapido aumento di assorbimento a 340 my (spettro-
fotometro di Hilger) e la formazione di o«-chetoglutarato in seguito al-
I’aggiunta di TPN a soluzioni diluite di enzimi invecchiati contenenti
Ls-isocitrato e semicarbazide. Non si notd alcun aumento di densita of-
tica in seguito all’aggiunta di TPN o di Ls-isocitrato da solo.

FFORMAZIONE DI ACIDO GLUTAMMICO DA CITRATO.

Incubando estratti freschi privi di cellule in presenza di citrato, arse-
nito, Mg+ +, e di una quantitd catalitica di TPN (non DPN) si verificO una
rapida conversione di citrato in glutammato, a-chetoglutarato e CO,. I
risultati sono riportati nella Tabella 10.

FORMAZIONE DI GLIOSSILATO E SUCCINATO A PARTIRE DA LiS-ISOCITRATO.

Una conversione quantitativa di citrato o Ls-isocitrato in gliossilato
6 succinato si verificd in estratti invecchiati o dializzati di P. chryso-
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genum 1n presenza di semicarbazide. Il sistema enzimatico catalizzante
questa reazione & stato chiamato sistema di last tsocitrica (*'). Verranno
pubblicati separatamente studi particolareggiati su questo enzima (*%).

(OSSIDAZIONE DEL SUCCINATO E DEL CITRATO.

E’ stata osservata 1'ossidazione di succinato e citrato ad una velo-
cith apprezzabile in estratti freschi. I risultati sono presentati nella fi-
gura 1. Il sistema era tuttavia estremamente labile, come mostrato dalla

250+
ulO, SUCCINATO
200
1907 « CITRATO
100+
ACETATO Fig. 1. - Ossidazione di acidi or-
5 ganici da parte di estratti privi
- ENDOGENO di cellule. Le vaschette di War-
burg contenevano le seguenti
S0+ concentrazioni finali in 3,0 ml:
0,5 ml di estratto (3,8 mg di N
proteico), substrato 0,017 M, fo-
sfato sodico 0,07 M, pH 6,8: 0,2
ml di KOH al 309, nel pozzetto

T centrale. Le vaschette furono in-
; I ate '2 0 ]
o0 100 150 ~ubate s 25° per due ore

Tempo in minuti

sua rapida inattivizione. I Q, iniziale (succinato) era uguale al 10-15%
della velocitd massima di ossidazione dell’acetato nel micelio intatto.
L’ossidazione citrica pud procedere attraverso succinato e gliossilato dopo
scissione mediante liasi isocitrica.

I"'UMARASI.

La presenza di fumarasi era indicata dalla formazione di un miscu-
glio in equilibrio di fumarato e malato, quando si incubarono estratti in



TaseLra 11

Attivita della decarbossilasi ossalacetica in estratti di muffa.

N. Contenuto M COs
1 Enzima da solo 0,2
2 Ossalacetato da solo 0,7
3 Enzima 4+ ossalacetato 5,8

Le vaschelte di Warburg contenevano le seguentli concentrazioni finali di reagenti in

3,0 ml: 0,5 ml di estratto dienzima dializzato (2,5 mg di N proteinico), arsenito sodico

0,01 M, fosfato potassico 0,003 M, pH 7,2, e ossalacetato 0,013 M come prescritto.
Le vaschette furono incubate a 37°C per 90 minuti.

presenza dell'uno o dell’altro substrato. Gli acidi organici furono indi-
viduati cromatograficamente (°).

()SSALACETATO-DECARBOSSILASI.

In presenza di ossalacetato, gli estratti enzimatici catalizzarono lo
svolgimento di anidride carbonica, come indicato nella Tabella 11. 1l
piruvato venne individuato come prodotto preponderante mediante cro-
matografia degli idrazoni con il metodo di Cavarvint (7).

DISCUSSIONE

L’inefficacia dell’acido malonico come inibitore dell’ossidazione di
acetato nel Penicillium chrysogenum & stata attribuita alla sua incapa-
citdh di penetrare nel micelio (** *°). In questa comunicazione sono state
portate prove dirette a sostegno di questa interpretazione: non si riscon-
tra malonato radioattivo all’interno del micelio in condizioni nelle quali
avviene permeazione da parte del malonato etilico, ed la rapida incor-
porazione di acetato radioattivo entro il succinato e il malato & influen-
zata in misura minima dalla presenza di malonato. E* quindi chiaro che
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reazioni ossidative entro il micelio possono benissimo svolgersi in pre-
senza di elevate concentrazioni di malonato nell’ambiente esterno, e che
I'assenza di inibizione non pud essere attribuita ad una parte di im-
portanza secondaria sostenuta dalla succinossidasi nella ossidazione del-
’acetato.

D’accordo con 1'osservazione secondo la quale I'acetato non era ossi-
dato in modo completo da sospensioni fresche di P. chrysogenum svi-
luppato su acetato, si constatd che 'acetato 2-'“C era incorporato in un
grande numero di metaboliti, e che solo una quantitd relativamente pic-
cola era convertita in CO,. Tra i composti marcati formati in incubazio-
ni di muffa fresca, 'acido glutammico era di gran lunga il pil radioat-
tivo, rappresentando quasi il 409, del C dell’acetato utilizzato. La di-
stribuzione della marcatura risultante dalla degradazione progressiva del
prodotto metabolico era molto simile a quella che potrebbe risultare qua-
lora I’acido glutammico venisse formato a partire da acetato passando per
il ciclo degli acidi tricarbossilici, ma soltanto dopo due o ire corsi del
ciclo.

Tali analogie nella distribuzione della marcatura non possono tuttavia
cssere prese come prova sufficiente di un qualsiasi meccanismo dato che
varie reazioni di condensazione dell’acetato fornirebbero risultati iden-
tici. E’ tuttavia chiaro che & implicata qualche reazione ciclica e che
I’acetato si condensa con il suo carbonio metilico. Il citrato (%), tuttavia,
& uno dei primi metaboliti che diventi marcato nel corso di incubazioni
molto brevi di acetato 1-'*C. Benche sia stata dimostrata in questa co-
municazione la presenza di diversi enzimi del ciclo dell’acido ci-
trico in estratti di P. chrysogenum, i tentativi di dimostrare che il ci-
trato proveniente da acetato e ossalacetato si accumula in estratti rin-
forzati privi di cellule sono rimasti senza successo. Casma e Knigar (32 %)
hanno tuttavia constatato un certo grado di formazione di citrato da
acetato e ossalacetato in estratti di P. chrysogenum privi di cellule, ma
solo con una resa bassissima di citrato. Non & ancora chiaro se questa
difficoltd di dimostrare l'attivitd citrogenasica sia dovuta ad inattivazio-
ne dell’enzima durante la preparazione dell’estratto, o alla rapida dissi-
milazione del citrato formato, oppure ad una parte meno importante
sostenuta dalla citrogenasi nel metabolismo dell’acetato di questo organi-
smo. La presenza di tutti gli enzimi necessari per la conversione di ace-
tato in glutammato via ciclo degli acidi tricarbossilici, e l'accumularsi
di una quantitd cosi forte di glutammato con una distribuzione definita
della marcatura, appoggiano fortemente la tesi che il ciclo degli acidi
tricarbossilici sia la via principale per questa conversione.

La produzione netta di glutammato a partire da acetato richiede
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tuttavia anche qualche altro meccanismo di condensazione per la forma-
zione di acidi a quattro atomi di carbonio. Il ciclo del gliossilato, che
comporta gli enzimi malato-sintetasi e isocitrico-liasi, sembra fornire que-
sti acidi, ed & probabile che questo ciclo agisca anche esso nella mulfa
sviluppata su acetato. L’attivitd specifica del carbonio G, dell’acido glu-
tammico isolato in questi esperimenti era leggermente superiore a quel-
la del carbonio C,; relazione questa che potrebbe verificarsi se il malato
formato per azione della malato-sintetasi non fosse in equilibrio con suc-
cinato, ma che non potrebbe verificarsi per azione del solo ciclo degli aci-
di tricarbossilici.

E’ anche di grande interesse notare che sospensioni di micelio con-
gelate e sgelate, incapaci di consumare ossigeno, sono ancora in grado
di incorporare in misura netta acetato '*C. La distribuzione della radio-
attivitd in varie frazioni & grosso modo uguale a quella nella muffa fre-
sca, henchd sia stato indicato da analisi piu particolareggiate delle frazio-
ni degli amminoacidi che esistevano notevoli dilferenze di composizione.
In assenza di consumo di ossigeno, 1’incorporazione di acetato pud pro-
cedere attraverso una riduzione di substrati endogeni all’interno della
cellula (come avviene in una certa misura con citrato in estratti privi di
cellule), oppure forse mediante una modifica del suo cammino metabolico.
Comunque questi esperimenti indicano che si deve essere cauti nel defi-
nire vie ossidative in base a dati di incorporazione o in base ad enzi-
mi che possono essere frovati in estratti privi di cellule.

Roma — Tstituto Superiore di Sanith - Laboratorio di Chimica Biologica e Centro
Internazionale di Chimica Microbiologia.
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