28. A. BALLIO, C. CASINOVI e G. SERLUPI-CRESCENZI. — Nucleotidi di
microrganismi. — Nota I. I nucleotidi del micelio di Penicil-

lium chrysogenum Thom. )

Riassunto. -— Estratti perclorici o idroalcoolici di Penicillium chry-
sogenum contengono numerosi esteri fosforici di adenosina, guanosina,
inosina, citidina, e uridina, sedici dei quali vengono identificati come
nucleotidi gid noti. E' messa in evidenza la presenza di almeno tre com-
posti di struttura nuova. Vengono descritte le tecniche usate per il fra-
zionamento e la purificazione dei nucleotidi, nonch® i metodi speciali da
usare per l'identificazione di questi composti allorchd siano soltanto di-
sponibili in quantitd di poche micromoli.

Summary. — Perchloric acid or ethanolic extracts of Penicillium
chrysogenum contain numerous phospate esters of adenosine, guanosine,
inosine, cytidine and uridine, sixteen of which have been identified with
previously known nucleotides. Evidence for the occurrence of several new
compounds is presented. The techniques used for fractionating and pu-
rifying the nucleotides and the special methods for their identification
in micromolar amounts are described.

Recentemente gli studi di alcuni coenzimi e degli intermedi della
biosintesi degli acidi nucleici hanno mostrato la presenza in natura di
numerosi nuovi 8’-fosfati di nucleosidi. Composti di questo tipo conte-
nenti adenina erano noti da tempo (mono-, di-, tri-fosfati dell’adenosi-
na, difosfo- e trifosfo-piridin-nucleotide, flavin-adenin-nucleotide) men-
tre fino al 1950 non si aveva nessuna indicazione dell’esistenza dei
9’-nucleotidi derivati dalle altre basi che entrano nella costituzione degli
acidi nucleici. Nel 1980 Levrom e collaboratori isolarono dal lievito il
coenzima della reazione reversibile di isomerizzazione del glucosio-1-fo-
sfato a galattosio-1-fosfato e dimostrarono che esso & un 5’-nucleotide
uridinico, precisamente 1'uridindifosfoglucosio (2)., Nello stesso anno
Park riportd i primi risultati dello studio chimico di altri 3 -nucleotidi
dell’uracile che si accumulano nello Staphylococcus aureus trattato con
penicillina (%); essi risultarono analoghi all’uridindifosfoglucosio, con la

(*) Una parte di questi risultati & stata presentata al TIT Congresso Tnternazionale
di Biochimica, (Bruxelles, 1955) e pubblicati in forma preliminare nel 1986 (). II la-
voro, completato nel gingno 1958, » apparso nei Selected Scientific Papers from the
Istituto Superiore di Sanitd, 2: 241 (1959), :
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differenza che il glucosio era sostituito da un acido acetilaminouronico
(recentemente identificato come N-acetil-3-0-carbossietilesosammina o
acido muramico) (%), il cui carbossile era unito in uno dei composti alla
L-alanina ed in un altro ad un peptide formato da acido D-glutammico,
L-lisina e 3 molecole di DL-alanina (°). A questi primi risultati se ne ag-
giunsero in hreve tempo numerosi alfri, e nel giro di pochi anni, prin-
cipalmente attraverso ’esame dei tessuti animali (%), si arrivd a stabi-
lire V'esistenza in natura di tutti gli analoghi uridinici, citidinici e gua-
nosinici dell’adenosinmonofosfato, -dell’adenosindifosfato e dell’adeno-
sintrifosfato, nonch® di nucleotidi « coniugati » del tipo dell’uridindifo-
sfoglucosio. Questi ultimi risultano dalla unione di sostanze contenenti
ossidrili emiacetalici (idrati di carbonio) o alcoolici con 1 pirofosfati di
citidina (") o di uridina (*) o di guanosina (?). Questi composti svolgono
tutti delle importanti funzioni nel metabolismo intermedio, Ad esempio
essi fungono da intermedi nella biosintesi degli acidi nucleici (*°) e da
coenzimi nell’incorporazione degli amminoacidi nelle proteine (**), della
colina e dell’etanolammina nei fosfolipidi ('), di carboidrati negli oligo-
saccaridi %) e nei polisaccaridi (**) e nell’ossidazione dell’ «.-chetogluta-
rato (**), nella carbossilazione del fosfoenolpiruvato (%), nella conversio-
ne dell’inosin-8’-fosfato in adenosin-B’-fosfato (*7), ecc.

Alcuni nuovi nucleotidi, quali i derivati uridinici, sono stafi isolafi
da batteri o lieviti prima di essere scoperti in tessuti animali; altri sono
stati isolati esclusivamente in microrganismi e sarebbero percid la ma-
nifestazione di specifiche attivita metaholiche. I nucleotidi acitdo-solubili
dei lieviti sono stati oggetto di numerose ricerche (**); sui nucleotidi del
Micrococeus lysodeiklicus & stata pubblicala una breve comunicazio-
ne (**). |

Le conoscenze attuali dei nueleotidi presenti nei funghi inferiori sono
tattora molto scarse. Per questa ragione, e tenendo conto del partico-
lare interesse da parte di questo Laboratorio verso i differenti aspetti
del metabolismo intermedio di questo gruppo di microrganismi, si &
deciso di eseguire un accurato studio sui nucleotidi acido-solubili di al-
cuni funghi.

Tale studio & stato iniziato sul Penicillium chrysogenwm, la muifa
produttrice di penicillina, sulle cui condizioni di crescita molte nozioni
sono state accumulate in questo Laboratorio negli ultimi anni.

Prima del presente lavoro, i soli nucleotidi dei quali era stata di-
mostrata la presenza nel P. chrysogenum erano I’adenosin-B -monofo-
sfato ¢ I'adenosin-8 -trifosfato (*“).
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. MATERIALI E METODI
1. - REATTIVI E PRODOTTI.

Tutti i reattivi ed i solventi erano C. Erba, Milano, puri per analisi,
tranne ove diversamente indicato.

Il lattato di ammonio usato per le fermentazioni & stato preparato
neutralizzando 1’acido lattico all’8389 (F.U.) con la quantitd stechiome-
trica di ammoniaca.

Il lattosio ed il glucosio usati per i terreni di fermentazione erano
prodotti tecnici, puri almeno al 959.

Il formiato di ammonio era un prodotto B.D.H. (Inghilterra).

Gli eluenti per la cromatografia di scambio ionico sono stati pre-
parati a partire da acido formico all’859%.

L’acido nicotinico, l’adenina, la guanina, l'ipoxantina, l'uracile,
i’adenosina, la citidina, la guanosina, il cloridrato della D-glucosamina,
il D-mannosio, il L-arabinosio, il D-ribosio e il D-xilosio sono stati for-
niti dalla Hoffmann-La Roche (Svizzera), la citosina e l’inosina dalla
Light (Inghilterra), il 5’-monofosfato dell’inosina dalla Schwarz (U.S.A.),
I'uridina, il 'mono-, di- e trifosfato dell’adenosina il 5'-di- e trifosfato
della guanosina, il B’-mono- di- e trifosfato della citidina dalla Pabst
(U.S.A)), il difosfo-piridin-nucleotide e il 3’-mono-, di-, e trifosfato del-
I'uridina dalla Nutritional Biochemical Corporation (U.S.A.), il trifosfo-
piridin-nucleotide, 1’alcool-deidrogenasi e la glucosio-6-fosfato-deidro-
genasi dalla Sigma (U.S.A.), il D-lixosio dalla Mann (U.S.A.), 1’orcina
ed il sale bisodico dell’acido etilendiammino-tetraacetico dalla Merck
(Germania). 11 dr. Khorana ci ha gentilmente inviato un campione di
cuanosin-8’-monofosfato, mentre il prof. Leloir ci ha fatto generosamen-
t¢ dono di campioni di uridin-difosfo-glucosio e di uridin-difosfo-acetil-
glucosammina. L’acetilglucosammina & stata preparata a partire dal clo-
ridrato della glucosammina (*?).

La resina Dowex-1 (x8, 50-100 mesh) & stata fornita dalla National
Aluminate Corporation (U.S.A)) sotto il nome di Nalcite SBR, la Celite 503
dalla Johns-Manville Co. (U.S.A)) e I’Alkaterge C dalla Commercial Sol-
vent Corp. (U.S.A)).

2. - METODI ANALITICI.

a) Chimact.

Le determinazioni dell’azoto sec. Kjeldahl sono state eseguite con
il metodo di Markmam (21).
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Gli zuccheri riducenti nei terreni di coltura sono stati misurati se-
condo SomoayI (*2).

L'umiditd dei miceli filtrati & stata determinata per essiccazione A
100° per una notte.

1l fosforo inorganico & stato titolato con il metodo di BeErEMBLUM e
Craix (2%). 11 fosforo totale ed idrolizzabile sono stati determinati con lo
stesso metodo, dopo digestione con acido perclorico o dopo idrolisi di
dieci minuti a 100° con acido cloridrico N, rispettivamente. La lettura
della colorazione & stata eseguita ad un colorimetro E.E.L. con filtro ros-
<o n. 607. Il ribosio & stato misurato con il metodo di Messaum, modifi-
cato da Umsrerr (24), riducendo perd a metd il volume finale ed il volu-
me del reattivo (orcina-acido cloridrico). Il colore & stato letto con un
colorimetro E.E.L., con filtro rosso n. 608. Come standard si & usato
acido adenosin-B’-monofosforico.

b) Spettrofotometrici.

Gli spettri di assorbimento di tutte le sostanze purificate per croma-
lografia su carta sono stati registrati tra 220 e 360 mp mediante uno
spettrofotometro registratore Cary. Le misure sono state fatte a pH acido
(< 2), neutro ed alcalino (> 11), ed in presenza di cianuro di potas-
sio (2%) e dopo reazione con alcool-deidrogenasi e glucosio-6-fosfato-dei-
drogenasi (v. paragrafo d) nel caso dei nucleotidi piridinici. '

Analogamente, gli spettri delle basi ottenute per idrolisi dei nu-
cleotidi con acido perclorico sono stati registrati a pH acido e alcalino,
previa purificazione per cromatografia su carta nel solvente n. 8 (v. pa-
ragrafo successivo) ed eluizione dalla carta per immersione in acido clo-
ridrico 0,1 N per 18 ore a 37°.

Gli assorbimenti ai rispettivi massimi hanno permesso la determi-
nazione quantitativa delle basi puriniche e pirimidiniche contenute nei
nucleotidi. Si @ fatto uso dei seguenti valori per le estinzioni molari:

fosfati di adenosina 14,9 x10° a 287 my (a pH 2) (*%)

» » guanosina 12,3 x 10° » 256 mjp » (2%)
» » citidina 13,0 x 10 » 280 mp » (29
» » uridina 10,0 x 10° » 262 mp » e
» » inosina 12,2 % 10° » 248,5 my (a pH 6) (*7)

Le quantitd delle sostanze che presentano un assorbimento nell’u.v.
sono state espresse in unitd di densitd; 1 unita rappresenta la quantita
di sostanza che, disciolta in 1 cm?®, da una densitd ottica di 1,00 allo
spettrofotometro, in cella di cm 1 di spessore (*%).
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¢) Cromatografici.

Per la cromatografia su carta si sono usati i seguenti sistemi di sol-
venti:

Solvente n. 1: acetato ammonico M, pIl 3,8-alcool etilico (30:75)

Solvente n. 2: acetato ammonico M, pH 7,8-alcool etilico (30:75)

Solvente n. 3: acido isobutirrico-ammoniaca N (100:60)

Solvente n. 4: alcool propilico normale (cm® 20)-tampone di- fosfati
0,1 M pH 6,8 (cm® 1000)-solfato ammonico (g 600)

Solvente n. B: alcool isoamilico-fosfato bisodico 89 (bifasico)

Solvente n. 6: alcool propilico normale-acqua (60 :40)

Solvente n. 7: alcool propilico normale-ammoniaca (d=0,88)-etilen-
diammino-tetraacetato bisodico 0,02 M (60:30:10)

Solvente n. 8: alcool isopropilico-acido cloridrico conc.-acqua (68:17,6:
q.b. a 100)

Solvente n. 9: alcool butilico normale-piridina-acqua (6:4.3)

Solvente n. 10: alcool butilico normale-acetone-acqua (2:7:1).

I solventi n. 4 e 5 erano usati per sviluppo ascendente, tutti gli altri
per sviluppo discendente. La carta usata era Whatman 1, lavata con
acido acetico 2 N. Tutti i prodotti isolati sono stati sottoposti a croma-
tografia su carta con i solventi n. 2, 3, 4, e 5. Per il difosfopiridin-nu-
cleotide e per il trifosfopiridin-nucleotide si & usato anche il solvente
n. 6. Le cromatografie erano eseguite contemporaneamente sui composti
in esame e su sostanze di riferimento note. Queste erano i mono-, di-,
tri-fosfati della adenosina, guanosina, inosina, citidina e uridina, il
difosfopiridin-nucleotide, 1’uridindifosfoglucosio, 1’uridindifosfoacetil-
glucosammina. T nucleosidi ottenuti per idrolisi enzimatica (v. paragra-
fo 3) dai corrispondenti nucleotidi venivano riconosciuti mediante cro-
matografia con i solventi n. 2 e 7. Come sostanze di riferimento veniva-
nc impiegate adenosina, guanosina, inosina, citidina e uridina. Le basi
ottenute per idrolisi acida dai corrispondenti nucleotidi venivano rico-
nosciute mediante cromatografia con i solventi n. B e 8. Come sostanze
di riferimento venivano impiegate adenina, guanina, ipoxantina, citidi-
na e uracile.

Gli idrati di carbonio ottenuti per idrolisi dell uridindifosfoglucosio,
uridindifosfogalattosio, uridindifosfoacetilglucosammina, guanosindifo-
sfomannosio venivano riconosciuti mediante cromatografia con il sol-
vente n. 9. Come composti di riferimento venivano impiegati glucosio,
galattosio, mannosio, ribosio, glucosammina e acetilglucosammina.

I solventi venivano sempre allontanati dai cromatogrammi in cor-
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rente d’aria a temperatura ambiente e i singoli composti rivelati: con
luce ultravioletta (lampada germicida della General Elettric Co. filtrata
con filtro n. 9863 della Corning Glass Work) nel caso dei nucleotidi,
dei nucleosidi e delle basi puriniche o pirimidiniche; con benzidina-
acido tricloroacetico (*°), o con metaperiodato di potassio seguito da ben-
zidina (°'), nel caso degli idrati di carbonio; con molibdato di ammonio
seguito da idrogeno solforato (*?) nel caso degli esteri fosforici; con ni-
nidrina in alcool butilico normale nel caso della glucosammina (3%); con
p-dimetilamminobenzaldeide nel caso dell’acetilglucosammina (34).

d) Enzimaltict.

L’identitd dei nucleotidi piridinici & stata confermata secondo Bon-
NICHSEN (%) incubandoli con alcool etilico in presenza della deidroge-
nasi alcoolica, che richiede in modo specifico come coenzima il difosfo-
piridin-nucleotide, e secondo KorneEre (*¢) con glucosio-6-fosfato in pre-
cenza della glucosio-6-fosfato-deidrogenasi, che richiede il trifosfopiri-
din-nucleotide. Misurando gli spettri dopo l'incubazione, si & visto ap-
parire un nuovo massimo a 340 mp solo se il nucleotide piridinico era
stato trattato con il substrato e I’enzima appropriato.

Tutte le determinazioni analitiche sui singoli composti si sono do-
vute eseguire su scala micro, dato che dopo il frazionamento e la puri-
ficazione del materiale preparato a partire da una fermentazione di 50 1,
ciascun prodotio era, nel migliore dei casi, disponibile in quantitd del-
I’ordine delle decine di milligrammi. L’elevato coefficiente di estinzio-
ne molare delle basi puriniche e pirimidiniche e dei loro derivati ha
permesso le misure dei relativi spettri su frazioni di micromole; le stes-
se quantitd sono bastate per le cromatografie su carta e per le determi-
nazioni colorimetriche del ribosio e del fosforo.

Inoltre, poiché le basi puriniche e pirimidiniche, come pure 1 loro
ribosidi e ribotidi, possono essere localizzati sulla carta a mezzo di luce
u.v. di lunghezza d’onda opportuna (*7), ci & stato possibile eluire le
sostanze inalterate in maniera quantitativa, ed usarle successivamente
in ulteriori cromatografie o per le determinazioni spettrofotometriche.

3. - IproLISI.

Per la preparazione delle basi puriniche e pirimidiniche, degli zuc-
cheri legati a difosfati di nucleotidi e dei nucleosidi si & fatto ricorso ad
idrolisi chimiche ed enzimatiche.



Nella maggior parte dei casi, esse si eseguivano introducendo in
tubicini capillari una frazione di micromole della sostanza in esame In-
sieme agli opportuni reattivi. Le soluzioni da usare venivano misurate
facendo uso di micropipette tarate contenenti pochi microlifri.

— 305 —

I nucleotidi sono stati trasformati nelle basi corrispondenti secon-
do Wyart (%%). °

Una parte della soluzione acquosa della sostanza, contenente non
pit di 0,5 pmoli (in base all’assorbimento posseduto alla lunghezza d’on
da corrispondente al relativo massimo) si evaporava a secchezza e il re-
siduo si discioglieva accuratamente in 10-20 pl di acido perclorico al
729 ; la soluzione ottenuta si introduceva per capillaritd in un tubicino,
aperto ad entrambe le estremitd, delle dimensioni di 18 cm x 1 mm ca.
Chiuso il tubicino alla fiamma, lo si teneva per 60 minuti a 100°, poi
lo si lasciava raffreddare e quindi si centrifugava per B minuti a 150 x ¢
per eliminare la piccola quantitd di carbone che sempre si formava. Ii
contenuto limpido del capillare veniva aspirato con un capillare piu
sattile, dal quale si trasferiva direttamente sulla carta da cromatografia.

L’ uridindifosfoglucosio, 1'uridindifosfoacetilglucosammina ed il gua-
nosindifosfomannosio venivano idrolizzati secondo le indicazioni di Le-
Lom e collaboratori (% % ). L’uridindifosfoacetilglucosammina ¢ stata
anche sottoposta a idrolisi con acido cloridrico N (30" a 100° in tubici-
ni capillari) e cromatografata direttamente con 1 solventi n. 1 e 3. In
tal modo accanto all’uridin-5’-monofosfato & possibile, per mezzo della
ninidrina, di mettere in evidenza la formazione di glucosammina. La
natura dell’esosamina & stata ulteriormente confermata eluendo con
acqua dal cromatogramma la macchia viola ottenuta con ninidrina e
sottoponendo l'eluato concentrato a cromatografia con il solvente n. 9.
Si mette in tal modo in evidenza la formazione di una sostanza con
Ry 0,37 che corrisponde all’arabinosio (R, dell’arabinosio di control-
lo = 0,38, mentre la galattosammina avrebbe dato luogo al lixosio
(R del lixosio di controllo = 0,46) (*°). |

Si & fatto ricorso ad una B’-nucleotidasi specifica preparata dal li-
quido seminale di toro per la trasformazione dei B’-mononucleotidi in
nucleosidi. L’enzima & stato preparato secondo il metodo semplificato
di Hepper e Himor (4°) e la sua specificith & stata sempre controllata
usando come substrato il 3’-monofosfato di adenosina (che non deve
venire idrolizzato) e l'adenosin-B’-monofosfato. Queste defosforilazioni
enzimatiche sono state anch’esse eseguite in tubicini capillari, operando
come nel caso dell’idrolisi con acido perclorico (v. paragrafo c), tranne
che il nucleotide (0,4 uM) veniva introdotto in soluzione nel capillare
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aperto, nel quale si aggiungevano successivamente 3 pl di cloruro di
magnesio 0,4 M, 8 pl di tampone di glicocolla M a pH 8,5 e 10 nl di
enzima; si chiudeva un’estremitd del capillare, si centrifugava B minuti
a 150 x ¢ per mescolarne il contenuto e, dopo incubazione di 60 minuti a
37°, si apriva il capillare e se ne trasferiva il contenuto direttamente
sulla carta da cromatografia.

4. - PREPARAZIONE DEL MICELIO.

Per tutte le esperienze & stato usato il P. chrysogenum ceppo 49-133
Wis, sviluppato a 25° in fermentatori di acciaio inossidabile da 90 li-
tri (*') contenenti 50 1 del terreno sintetico di Jarvis e Jonnson (**) con
il 2,259 di lattosio e il 0,789 di glucosio, senza aggiunta di precurso-
re. I fermentatori avevano agitazione a vortice. Le condizioni di agita-
zione erano: elica da 90 mm con 700 giri al minuto, con flusso d’aria di
1 vol/vol liq/min; come antischiuma si impiegava olio di vaselina con-
tenente il 69 di alkaterge (cm® 50 prima della sterilizzazione, e se ne-
cessario aggiunta di altri cm® 50 durante il corso della fermentazione).
L’inoculo dei fermentatori era costituito da 8 1 di una coltura di 48 ore
sviluppata nello stesso terreno in fermentatori di acciaio inossidabile
da 10 1 (*®), a loro volta inoculati con una sospensione di conidi (10°
conidi/cm?® di terreno finale).

I terreni venivano sterilizzati per 20’ a 100° e per altri 20" a 120°.

Dopo 60-70 ore, quando gli zuccheri riducenti erano pressoché esau-
riti ed il peso secco del micelio era dell’1-1,8% del liquido di coltura,
il micelio si filtrava per tela, dopo filtrazione si sospendeva in 295 litri
di acqua distillata, si filirava nuovamente, eliminando la maggior quan-
titd possibile di liquido, si pesava e si conservava in strato sottile a -20°
fino al momento della estrazione. Dal micelio umido si prelevavano tre
campioni di g 5 che servivano per la determinazione in triplicato del
peso secco, dell’azoto e del fosforo; 1’azoto Kjeldahl era circa 6,0 g per
100 g di micelio secco, ed il fosforo totale circa 1 g per 100 g di micelio
secco.

3 - ESTRAZIONE DEI NUCLEOTIDI.

L’estrazione del micelio & stata eseguita con alcool etilico (**) o con
acido perclorico (*°); con entrambi i metodi si sono ottenuti essenzial-
mente gli stessi risultati, ma 1’estrazione con acido perclorico ha il van-
taggio della semplicitd e rapidita.
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A) Estrazione con alcool etilico. Il micelio gelato veniva introdotto
rapidamente in alcool etilico 989 bollente, usandone un volume tale
da dare con ’acqua contenuta nel micelio (calcolata dal peso secco) una
concentrazione finale di alcool pari al 509 ; si manteneva all’ebollizio-
ne 3, poi a temperatura ambiente 15-20" e infine si centrifugava (Inter-
national Centrifuge size 2, con testa a paniere). Il micelio si estraeva
una seconda volta, impiegando alcool etilico al $09 in quantitd pari
all’alcool etilico 989 impiegato per la prima estrazione; si centrifugava
ed i liquidi della prima e della seconda centrifugazione erano riuniti e
filirati su un leggero strato di celite 503 lavata con acido. Dopo aver
portato a 3 il pH del filirato con acido nitrico 5 N, i nucleotidi si predi-
pitavano con una soluzione di acetato mercurico (?). Tale soluzione si
aggiungeva frazionatamente seguendo la densitd ottica della fase liqui-
da a 260 my. Esperienze preliminari avevano dimostrato che ad un va-
lore di circa 2,0/cm?® il fosforo organico era completamente precipitato,
¢ quindi I’aggiunta di acetato mercurico si interrompeva al raggiungi-
mento di tale valore. Dopo riposo di una notte a H°, la sospensione si
centrifugava e il precipitato si filirava sotto vuoto per eliminare la mag-
gior parte possibile della fase liquida. Il precipitato bianco crema si
sospendeva in acqua fredda (in quantitd pari a 1/10 del volume delle
acque madri idroalcooliche) per mezzo di un Waring blendor, e nella
sospensione raffreddata esternamente con ghiaccio si faceva gorgogliare
idrogeno solforato fino a precipitazione completa del mercurio; il solfu-
ro di mercurio si centrifugava, si lavava con poca acqua (che si univa
poi al supernatante della centrifugazione precedente) ¢ la soluzione lim-
pida, raffreddata esternamente con ghiaccio, si liberava dell'idrogeno
solforato per mezzo di una corrente di aria e si portava infine a pH 7
circa con ammoniaca concentrata fredda. Tale soluzione si impiegava
immediatamente per il frazionamento su resina.

B) Estrazione con acido perclorico. Il micelio gelato veniva trattato
per 5 a %° in Waring blendor con una quantita di acido perclorico N
tale da dare con I'acqua contenuta nel micelio (calcolata dal peso $6CCO)
una soluzione 0,8 N in acido perclorico. La sospensione si centrifugava,
ed il micelio si estraeva nuovamente, impiegando un volume di acido
perclorico 0,5 N pari a quello del primo supernatante. Dopo centrifuga-
zione, il supernatante si riuniva al primo e la soluzione limpida si por-
tava a pH 7 con idrato potassico 3 N. Dopo riposo di mezz’'ora a 0° si
centrifugava, il perclorato di potassio che era precipitato e la soluzione
si impiegava immediatamente per il frazionamento su resina.



1l contenuto dell’estratto alcoolico in materiale assorbente a 260 my
era da due a tre volte maggiore di quello dell’estratto perclorico, ma di
esso solo il 30-409, veniva fissato dalla resina, cosicchd questa seconda
quantith era sempre la stessa, indipendentemente dal metodo di estra-
zione usato, e raggiungeva il valore di 100-200 unith di densitd ottica
per g di micelio secco. La quantitd di fosforo totale estratto dal micelio
era approssimativamente la stessa con i due metodi (30-409, del fosforo
totale del micelio) ed il rapporto tra le unith di densitd a 260 my ed 1
mg di fosforo organico fissato dalla resina variava tra 180 e 300.

La composizione qualitativa dei nucleotidi contenuti in estratti pre-
parati con i due metodi era la stessa, con una sola eccezione (v. risul-
tati e discussione).

6. - SEPARAZIONE SU RESINA DI SCAMBIO IONICO.

Le soluzioni dei nucleotidi sono state passate su colonna di resina
anionica dalla quale i prodotti venivano eluiti frazionatamente usando
acido formico e formiato di ammonio con gradiente di concentrazione
in ione formico (*°). |

Si @ preparata una colonna di Dowex-1x8 (50-100 mesh) sotto forma
di formiato secondo le modalitd indicate da HURLBERT e collaborato-
ri (*°). La colonna aveva un rapporto altezza: diametro pari a circa 10
e la quantita di vesina da impiegare veniva stabilita in base alla quan-
tita di materiale che assorbe a 260 mp presente nella soluzione da fra-
zionare (circa cm® 1 di resina per un valore di unita di densitd a 260 mu
pari a 200). 11 flusso dell’eluato era non superiore a 0,6 cm*/minuto per
ogni cm? di sezione della colonna e si raccoglievano frazioni corrispon-
denti a circa 1/20 del volume della colonna per mezzo di un collettore
automatico di frazioni (4%), opportunamente modificato per la raccolta
di volumi da 50 a 230 cm®. Terminata la percolazione della soluzione si
Javava la colonna con acqua finchd la densita oftica a 260 my dell’eluato
era inferiore a 0,2/cm?® e si iniziava poi I'eluizione a eradiente con acido
formico, secondo le modalitd descritte da HurLeerT e collaboratori (*°).
Veniva usato un mescolatore con 25 volumi di acqua, rispetto al volume
della colonna, e una riserva con 37 volumi di acido formico 4 N; termi-
nato 'acido formico 4 N, si aggiungevano nella riserva 20 volumi di
una miscela 4 N in acido formico e 0,2 M in formiato ammonico, seguito
poi da 25 volumi di una miscela 4 N in acido formico e 0,4 M in formia-
to ammonico e infine da 25 volumi di una miscela 4 N in acido formico
¢ 0,8 M in formiato ammonico.
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I andamento della densitd ottica dell’eluato a 260 my veniva re-
gistrato in modo continuo per mezzo di un semplice dispositivo a dop-
pio raggio applicato allo spettrofotometro Hilger « Uvispek » (*"). Fra-
zioni appartenenti ad uno stesso picco venivano riunite e liofilizzate.
Esse venivano spesso, e sempre nel caso delle frazioni contenenti for-
miato ammonico, concentrate per adsorbimento su carbone attivato
(British Drug Houses, Ltd., Poole, Inghilterra) seguito da eluizione con
aicool-ammoniaca (**), neutralizzazione dell’eluato con acido acetico e
rimozione dell’alcool sotto vuoto a 23-30°.

7. - PURIFICAZIONE MEDIANTE CROMATOGRAFIA SU CARTA IN GRANDE SCATLA.

Con il procedimento descritto nel paragrafo precedente si sono of-
tenute dieci frazioni principali. La maggior parte di esse erano ancora
elerogenee, e si sono dovute ulteriormente purificare per cromatografia
su carta. |

Le frazioni ottenute per eluizione dei cromatogrammi erano gene-
ralmente pure a sufficienza per la identificazione e per le analisi suc-
cossive. A tale scopo ciascuna frazione oftenuta dalla resina, si liofiliz-
zava, si riprendeva con pochi cm® di acqua, veniva centrifugata, se ne-
cessario, ¢ deposta in forma di sottile banda su carta Whatman 3MM
lavata con acido acetico 2 N. I cromatogrammi si sviluppavano con il
solvente n. 1; in caso di risoluzione insufficiente, si asciugava la carta
¢ si ripeteva la percolazione. Le singole bande che assorbivano nell’u.v.
venivano tagliate dal foglio, lavate con alcool etilico 989 per allonta-
nare Pacetato ammonico e poi eluite con il minimo volume di acqua.
Se necessario si ripeteva la purificazione su carta usando il solvente n. 2.
Le soluzioni acquose ottenute venivano evaporate sotto vuoto in essic-
catore a B® o conservate gelate a -20°.

8. - METODI DI IDENTIFICAZIONE DEI SINGOLI PRODOTTI.

Allidentificazione dei singoli composti si giungeva atfraverso i se-
guenti elementi:

a) tipo di spettro u.v. a pH acido, neuiro ed alcalino;

b) mobilitd su carta con quattro sistemi di solventi, determinate
in parallelo a nucleotidi di riferimento;
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¢) tipo di spettro u.v. a pH acido e alcalino delle basi ottenute
mediante idrolisi con acido perclorico;

d) mobilitd su carta con due sistemi di solventi delle basi ofte-
nute per idrolisi dei nucleotidi, determinate in parallelo a basi pirimi-
diniche e puriniche di riferimento;

e) contenuto in ribosio [per i soli nucleotidi purinici (*)] e in
fosforo totale e idrolizzabile di soluzioni nelle quali la concentrazione
delle basi pirimidiniche o puriniche era in precedenza stabilita spettro-
fotometricamente;

f) mobilitd su carta dei nucleosidi ottenuti mediante idrolisi enzi-
matica con una nucleotidasi specifica per i B’-monofosfati;

g) mobilitd su carta degli zuccheri liberati dai nucleotidi « coniu-
gati » mediante idrolisi acida blanda;

h) tipo di spettro u.v. dopo aggiunta di cianuro di potassio, o
dopo aggiunta di alcool etilico e alcool-deidrogenasi o di glucosio-6-fo-
sfato e glucosio-6-fosfato-deidrogenasi (per i piridin-nucleotidi).

9. - IDENTIFICAZIONE DEI MONOSI COMPONENTI I POLISACCARIDI MICELIALI.

Per estrazione alcalina del micelio, seguita da precipitazione con
alcool etilico, si puo isolare un polisaccaride allo stato grezzo.

Il micelio umido (12,6 g, pari a 8,5 g di peso secco) si conservava
per una notte a -20°, quindi si sospendeva in idrato potassico acquoso
al 109, e si scaldava a 120° per 30 min. Dopo ralireddamento, la so-
spensione si filtrava su Celite 803, si aggiungevano 3 volumi di alcool
etilico e si lasciava per una notte a B°. Il precipitato che si formava si
raccoglieva per centrifugazione per 10 min a 480xg, si discioglieva in
acqua e si riprecipitava con 3 volumi di alcool etilico. La sospensione
si lasciava una notte a 5°, si raccoglieva il precipitato per centrifuga-
zione per 10 min a 450x¢ e si seccava poi sotto vuoto. Una parte di que-
sta precipitato & stata scaldata per 5 ore a 100° con acido solforico N:
dopo raffreddamento si & neutralizzato con barite, ed il solfato di bario
precipitato si & eliminato per centrifugazione per 10 min a 280xg. II

(*) E’ noto che il legame N-glucosidico dei ribosidi e ribotidi pirimidinici resiste
all’idrolisi acida e che quindi in questi composti non si pud dosare il ribosio con il
metodo convenzionale dell’orcina.
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supernatante & stato concentrato ad opportuno volume e cromatografato
nei solventi n. 9 e 10.

E’ risultata positiva l'analisi qualitativa (spettro di diffrazione ai
raggi X) per la chitina, gentilmente eseguita dal prof. A. M. Liquori
dell’Universitdh di Bari sullo stesso lotto di micelio usato per 1'estrazio-
ne dei nucleotidi, il che dimostra la presenza di N-acetilglucosammina
nel Penicilliuvm chrysogenum.

RISULTATI E DISCUSSIONE
La fig. 1 riporta un diagramma tipico, con dieci picchi, delle so-

stanze assorbenti a 260 my eluite dalla resina. Il recupero, sia del fosfo-
ro che della densita ottica & stato praticamente quantitativo.

11.5-142-151-127-8.7

oL "‘-"";\H

100 200 300 400 500 600 700 800 S00 1000 1100 1200

Numero delle frazioni

Fig. 1. - Diagramma di eluizione dei nucleotidi di Penicillium chrysogenum da
resina Dowex-1.

Ad un singolo picco non corrisponde una singola sostanza, e la
cromatografia su carta ha messo in evidenza 1 composti elencati nella
Tab. 1.

Con leccezione delle sostanze 1, 2, B, 7, 8, 13, 14, 16, 23, tutti 1
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Taserra 4

Composti contenuti nei picchi ottenuti nella cromatografia di scambio ionico con
' eluizione a gradiente di un estratto di Penicillium chrysogenum.

N. Picco Composto

1 A Uridindifosfoglucosio-X (*)

2 A Uridindifosfoacetilglucosammina-Y (*)

3 B Difosfopiridin-nucleotide (DPN)

4 B Citidin-3°-monofosfato (CMP)

5 B Acido nicotinico

6 G Adenosin-5’-monofosfato (AMP)

7 D Desammido-difosfopiridin-nucleotide (desammido-DPN) |
8 D Riboside della 6-succinoamminopurina z
9 E Trifosfopiridin-nucleotide (TPN)

10 E Guanosin-3’-monofosfato (GMP)

11 F Inosin-3’-monofosfato (IMP)
12 F Uridin-8’-monofosfato (UMP)

13-14 F Derivati adenosinici non identificati

156 G Adenosin-5’-difosfato (ADP)
16 G Ribotide della 6-succinoamminopurina

17 H Guanosindifosfomannosio (GDPM)

18 I Uridindifosfoacetilglucosammina (UDPAG)
19 I Uridindifosfoglucosio (UDPG) (**)

30 I Uridindifosfogalattosio (UDPG) (**)

21 L Adenosin-3 -trifosfato (ATP;

22 L Uridin-5 -difosfato (UDP)

23 L Derivato adenosinico non identificato

24 M Guanosin-5’-trifosfato (GTP)

25 ' M Uridin-5’-trifosfato (UTP}

(*) Riscontrati solo in una esperienza (v. testo).

(**) T composti 19 e 20 sono entrambi indicati come UDPG in quanto non separa-
bili con i metodi di purificazione usati in questo lavoro. Per la dimostrazione delle
relative strutture v. testo. ' ‘
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composti sono nucleotidi noti. La loro identificazione mediante croma-
tografia su carta ed analisi spettrofotometriche e chimiche, prima e dopo
idrolisi acida ed enzimatica, risulta dalle Tabelle 2,3, 4, 5 e 6.

Nel picco I si & dimostrata la presenza sia di UDP-glucosio che di
UDP-galattosio (composti 19 e 20, Tab. 1) in base all’apparizione simul-
tanea di glucosio e di galattosio dopo idrolisi acida. I due nucleotidi
« coniugati » hanno la stessa mobilitA su carta in tutti i solventi usati,

Il GDPM presente nel picco H (composto 17, Tab. 1) era 1'unico
composto per il quale non si aveva a disposizione un campione auten-
tico di rilerimento. La sua identith con il GDPM di CaBs e LELOIR (?) &
stala comunque ampiamente dimostrata; non solo in base alla natura
dei prodotti ottenuti nella sua idrolisi parziale (Tab. 6), ma anche in
base alla posizione occupata da esso nel diagramma di eluizione dalla
colonna di resina, corrispondente a quella descritta dai citati Autori, ed
intermedia fra I'ADP e I'UDPAG.

Oltre a questi nucleotidi gid noti, si sono ritrovati altri nove com-
posti, la cui struttura non corrispondeva ad alcun derivato conosciuto
dell’adenina, guanina, ipoxantina, citosina, uracile. Uno di questi (pic-
co B, composto 8, Tab. 1) & stato identificato con 1’acido nicotinico, in
base al suo spettro di assorbimento ed alla sua mobilitd su carta, e tre
degli altri composti con il riboside della 6-succinoamminopurina, con il
corrispondente ribotide e con il desammido-difosfo-piridin-nucleotide ri-
spettivamente (picco D, composto 8; picco G, composto 16; picco D,
composto 7; Tab. 1). I lavoro relativo all’identificazione di questi tre
composti & stato riportato in comunicazioni preliminari (*8 4%) od & de-
scritto dettagliatamente nei due lavori seguenti (5% %),

I composti 13 e 14 (picco F, Tab. 1) ed il composto 23 (picco L,
Tab. 1) sono stati identificati con derivati dell’adenosina in base alla
perfetta corrispondenza dei loro spettri di assorbimento a pH acido,
neutro ed alcalino con quelli dell’adenosina. La loro struttura nom &
stata stabilita, ma & probabile che due di essi possano corrispondere a
prodotti di degradazione acida del DPN e del TPN ridotti.

Si sono incontrati anche due derivati uridinici (picco A, composti
t e 2, Tab. 1); poiche si eluiscono dalla resina nel primo picco, essi de-
vono essere solo debolmente acidi. Contro 1'aspettativa, sono risultati
invece identici all’uridindifosfoglucosio e all'urindindifosfoacetilgluco-
sammina, i quali perd vengono eluiti dalla stessa colonna solo ad alte
concentrazioni di formiato (*%). Cromatografando nuovamente su resina
anionica i due derivati uridinici isolati dal picco A, essi sono stati eluiti
con una soluzione di acido formico 4 N contenente formiato ammonico
0,2 M, in accordo con la struttura loro assegnata. E’ percid probabile
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TABELLA 2

Confronto delle mobilita cromatografiche dei nucleotidi isolati dal Penicillium chryso-
genum e delle basi corrispondenti con quelle di composti di riferimento.

Prima di idrolisi Dopo idrolisi
= 5 B <+ 0 © ity @0
Composto (*) @ Z _ 2 @ E 2 (omposto ® @

N. 3 0.22 0.46 0.30 | 0.61 0.41 N. 3 0.43 0.39
DPN 0.23 0.47 0.31 0.69 0.40 Adenina 0.41 0.40
N. 4 0.38 | 0.50 | 0.68 | 0.80 N. 4 0.71 | 0.42
CMP 0.37 | 0.50 | 0.69 | 0.86 (Citosina 0.72 | 0.42
N. 6 0.42 0.33 0.26 0.68 N. 6 0.41 0.38
AMP 0.42 0.33 0.27 0.68 Adenina 0.41 0.38
N. 9 0.05 | 032 | 045 | 078 | 035 | N. 9 0.44 | 0.36
TPN (.06 0.31 0.45 0.83 0.35 Adenina 0.41 0.40
N. 10 0.38 0.31 0.40 0.87 N. 10 0.46 0.21
GMP 0.40 0.32 0.39 0.86 Guanina 0.47 0.21
N. 11 0.38 0.28 0.59 0.79 N. 11 0.63 0.27
IMP 0.40 0.30 0.58 0.80 Ipoxan tina 0.6 0.29
N, 12 0.50 0.30 0.70 0.85 N. 12 0.92 0.65
uMPpP 0.48 0.31 0.71 0.87 Uracile 0.74 0.64
N. 15 0.26 0.40 0.31 0.76 N. 15 0.42 0.37
ADP 0.27 0.41 0.32 0.76 Adenina 0.41 0.40
N. 4% (™) 038 0.14 0.50 0.89 N. 17 0.48 0.22
Guanina 0.47 | 0.21

N. 18 0.77 0.20 0.65 0.94 N. 18 0.74 0.66
UDPAG 0.77 0.20 0.65 0.95 Uracile 0.74 0.64
N. 19-20 0.66 0.18 0.70 0.92 N. 19-20 0.74 0.64
UDPG 0.67 0.17 0.71 0.93 Uracile 0.74 0.64
N. 24 0.13 0.30 0.30 | 0.86 N. 21 0.39 0.39
ATP 014 | 0.32 | 0.31 | 0.89 Adenina 0.41 | 0.40
N. 22 0.33 0.19 0.73 0.89 N. 22 0.74 0.67
UDP 037 | 020 | 077 | 091 Uracile 0.74 | 0.65
N. 24 0.28 0.16 0.563 0.92 N. 24 0.47 0.21
GTP 029 | 0.16 | 0.53 | 0.93 Guanina 0.47 | 0.20
N. 25 0.33 0.14 0.83 0.92 N 25 0.73 0.66
UTP 0.32 0.15 0.83 0.93 Uracile 0.74 0.64

(*) I numeri si riferiscono ai composti elencati nella Tabella 1, le abbreviazioni ai
composti di riferimento.
(**) Mobilitd relative all’adenosina.

(*j"‘*) Di questo composto, che corri
autentico per il confronto.

sponde al GDPM, non si aveva un campione
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T

SPETTRI U.V. (*)

TaseLra 3

Prima di idrelisi
A max, A min.
1 Composto (*¥) ) . ::% _ - E Composto
TS| E £ E|%
| 4185 |9 |22 |3
| I e
N. 3 | 258 260 260 237 239 | 239 |+ N. 3
DPN 258 259 259 232 232|232 | Adenina
! |
N. 4 280 . 271 271 242 250 (251 | N. 4
CMP 280 5271 J 271 | 241 ’ 249 | 249 Citosina
N. 6 257 250 259 1233 231 2311 N. 6
AMP 257 259 259|230 227 227 | Adenina
N. 9 258 259 259 232 232|232| N 9
TPN 258 259 259 | 232 | 232 | 231 ||- Adenina
! ' |
N, 10 256 253 260 | 229 | 227 | 233 || N. 10
| GMP 256 252 258 228 | 224 | 230 | Guanina
N1 250?251:254 226 | 225 | 228 | N. 11
| IMP 251 251 1'253 225 | 225 | 227 || Tpoxantina
N. 12 262 | 262 261 | 231 | 231 | 242 | N. 12
UMP 262 ' 262 ‘ 261 | 230 | 230 | 241 | T[racile
N. 15 257 259 259 | 231 | 228 | 229 | N. 13
ADP 257 1 259 259 | 230 | 227 | 227 || Adenina
|
N, 47 255 | 253 ' 260 | 228 | 226 | 234 | N 47
GDPM 256 J 252 258 | 228 224 | 230 | Guanina
: \
| N. 18 262 262 261 230|230 242 || N i1
| UDPAG 262 262 261 230 230 239 | Uracile
N. 19-20 2621262 262 | 232 | 232 | 242 || N. 1920
UDPG 262 262 261 230 | 230 | 239 | Uracile
| !
N. 24 257 | 259 260 | 230 | 227 230 | N 94
ATP 267 | 259 259 | 230 | 227 227 | Adenina
|
N. 22 262 | 262 262 | 232 232 | 243 | N 29
UDP 262 | 262 i 261 | 230 | 230 239 || Uracile
N. 24 257 | 254 258 229 226 232 || N 24
GTP 256 | 252 258 | 228 | 223 | 230 Guanina
N. 25 261 | 261 261 | 231 | 231 | 241 || N. 25
UTP 262 | 262 261 | 230 ' 230 | 241 || Uraciie

(*) I dati relativi ai nucleotidi di riferi

Circular OR-10, (1936),
0ol su un campione del
sono stati scelti gli stessi
tivi alle basi di riferiment

(**) I numeri si riferi

al composti di riferimento.

|
;

Dopo idrolisi J

A max. A min.

E I
|5 g |3
< | 9 4 | 4
260 270 | 230 240
260 270 230 235
276 282{ 240" 250
275 | 280 | 240i 250
262 | 270 | 230 238
260 270  :30 235
264 | 270 | 230 238
260 | 270 | 230 235
250 | 273 | 2925 249 |
260 | 275 | 225 245
247 | 262 |< 220 235
250 | 265 |< 220 240

|
258 | 285 | 298 943
260 | 285 | 230 240
i |
262 | 270 | 230 938
260 270 230 9235
250 | 274 | 225 249
250 | 275 | 225 245
|
257 | 283 231 242
260 | 285 230i 240
258 | 283 | 230 242
260 | 285 | 230 240
|
262 270 | 230 937
260 | 270 | 230 235
257 282 | 230 243 |
260 285 230 240
| s
250 274| 226 24 |
250 275| 9225 245 |
i |
957 283 | 230 241
260 285 | 230 240 |

mento sono ftratti da Pabst Laboratories,
eccezion fatta per quelli dell’IMP che sono stati ottenuti da
commercio

, cromatograficamente puro. Per UDPG e UDPAG

valori dell’'UDP, e per GDPM quelli del GDP. I dati rela-
0 sono tratti da Horcmxiss (%%).
scono ai composti elencati nella tabella 1, le abbreviazioni
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TABELLA 4

el fosforo totale. del fosforo idrolizzabile e del ribosio, rispetto
dei nucleotidi isolati dal Penicillium chrysogenum.

1
Mol. P totale

Mol. P idrolizzabile

Mol. ribosio

Composto (*)
Numero Identificato come

4 CMP

12 MpP

292 UbP

26 UTP

19-20 UDPG

18 UDPAG
6 AMP

15 ADP

21 ATP

11 IMP

10 GMP

24 GTP

17 GDPM

l
i
!

Mol. base | Mol. base Mol. base
1
1.15 i s _
1.17 — —
2.00 0.82 —
2.87 1.56 —
1.86 1.11 —
2.23 1.08 —
0.97 — 0.89
1.90 0.95 0.93
2.88 1.65 0.81
0.94 — 0.79
1.02 —_ 1.05
2.90 1.0 0.97
1.94 1.01 0.95

(*) T numeri si riferiscono at composti elencati nella tabella 1, le abbreviazioni
ai composti di riferimento.

TaseLLA D

Confronto delle mobilith cromatografiche di nucleosidi di riferimento con quelle dei
nucleosidi ottenuti per idrolisi con la 3'-nucleotidasi del liquido seminale di toro dai

= _monofosfati di nucleotidi isolati dal Penicillium chrysogenum.

Cromatografie dopo |
incubazione con l'enzima

|  Composto di riferimento | !
Identificato come : Solvente 2 |  Solvente 7

Composto () I ‘
Numero |
|

| kpo | Rp
4 CMP ‘ 064 . 0.59
| i (itidina 0.65 ? 0.59 |
6  AMP . 0.6 0.66
Adenosina i 0.60 0.66
10 GMP . 0.55 0.42 1
' Guanosina | 0.55 0.40 |
1n IMP ; 0.60 0.51 |
\ } Inosina ' 0.60 0.52
12 | UMP | 0.68 0.51 |
‘ | Uridina 0.68 0.50 !

(*; 1 numeri si riferiscono ai composti elencati nella tabella 1. le abbreviazioni

al composti si riferimento.
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TaBELLA 6

Confronto delle mobilitd cromatografiche di composti di riferimento con quelle dei
prodotti ottenuti per idrolisi acida blanda dei nucleotidi coniugati isolati dal
Penicillium chrysogenum. '

Cromatografie
Crmagesio ) Solvente 9 Solvente 2
Rolucosio () Ry
N. 17 (=GDPM) 0.50 _
Idem, dopo idrolisi : 1.11 0.23 0.31 0.63
GDP 0.23
GMP : 0.30
Guanina 0.63
Mannosio 1.09
N. 19-20 (=UDPG) 029
Idem, dopo idrolisi 091 1.01 0.18 0.30
N. 18 (=UDPAG) 0.44
Idem, dopo idrolisi 1.28 0.18 0.29
UDP 0.19
uMP 0.30
Glucosio 100
Galattosio : 0.89
N-acetilglucosammina . 1.29

(*) 1 numeri si riferiscono ai composti elencati nella tabella 1, le abbreviazioni ai
composti di riferimento.

(**) Mobilita relative al glucosio.

TaBerra 7

Dati cromatograﬁci degli zuccheri ottenuti per idrolisi di polisaccaridi del Penicillium
chrysogenum e di zuccheri di riferimento.

Solvente 9 Solvente 10
Composto N
3 Rglucosio (*)
Polisaccaridi idrolizzati 0.29-0,33-0.38 0.87-1.02-1.25
Galattosio 0.28 0.85
Glucosio 0.33 1.00
Mannosio 0.38 1. _2;5

i
(*) Mobilita relative al glucosio.
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che sia l’uridindifosfoglucosio che 1'uridindifosfoacetilglucosammina
cosi identificati, fossero in realtd componenti di complessi labili, degra-
datisi durante le operazioni di frazionamento sulla prima colonna. Tali
prodotti sono stati ritrovati in una sola esperienza, nella quale il mice-
lio era stato estratto con alcool etilico ed & stato impossibile ottenerli in
successivi tentativi, condotti sia nelle stesse condizioni, sia dopo vari
cambiamenti delle medesime (p. es. I’etd del micelio, le tomperature d:
percolazione e di eluizione dalla resina; in questi esperimenti & stato n-
vece trovato un piccolo picco, immediatamente precedente a quello che
contiene il DPN ed il CMP, ma contenente un solo composto, caratteriz:
zato da uno spettro di tipo pteridinico).

L’esatta corrispondenza che esiste tra i nucleotidi « coniugati » tro-
vati nel Penicillium chrysogenum (guanosindifosfomannosio, uridindi-
fosfogalattosio ed uridindifosfoacetilglucosammina), ed i monosaccari-
di costituenti i polisaccaridi di tale muffa [mannosio, glucosio, galatto-
sio ed N-acetilglucosammina (*%)] & in accordo con l’ipotesi'che 1 primi
siano degli intermedi nella polimerizzazione dei secondi.

Occorre notare il gran numero di derivati uridinici presenti negli
estratti di Penicillium chrysogenum. Benchd non si abbiano precisi dati
quantitativi, risulta chiaramente dai diagrammi di eluizione che, insie-
me ai derivati dell’adenosina, essi formano un’elevata percentuale dei
nucleotidi totali del microrganismo. Una composizione simile & stata
trovata per i nucleotidi di tessuti vegetali, che vengono cosi ad essere
distinti dai tessuti animali, in cui predominano i derivati dell’adeno-
sina (%), '

Roma — Istitnto Superiore di Sanitd - Centro Internazionale di Chimica Micro-
biologica.
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