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Svamarivm, — Cum Kéar et Bore (1941) suspicati sint activationem fer-
mentationis alcoolicae a glycina productam oriri ex huius mutatione in treoninam,
Auctor demonstrat glycinam, saccaromycetia opportuna ratione incubatam, mutari
in treoningm ex dimidia circiter parte. Censet Auctor treoninam ita obtentam,
esse formam laevam naturalem. Etiam acidus pantotenicus excitat fermentationem
aicoolicam, frecninae synthesim fovens.

I, - INTRODUZIONE E SCOPC DELLE RICERCHE (Y

EuLer e coll nel 1924 scoprirono nel succo di lievito bollito un
nuovo fattore che denominarono fattore Z; esso aveva la proprietd di
favorire la fermentazione alcoolica del lievito senza produrre contem-
poraneo aumento delle cellule. Gli stessi Autori dimostrarono subito
che il fattore Z cra caratterizzato dalla grande stabilita all’azione del
calore, degli acidi o degli aleali e che era diverso dalla cozimasi. La
scoperta di questo nuovo fattore nel lievito provoed subito una vasta
fioritura di ricerche atte a individuare ed isolare il fattore stesso.

(*) Nota presentata dall’Accademico Pontificio Gaetano Quagliariello il
14 gingno 1945,

(1) Le spese per queste ricerche sono state sostenute dalla Commissione per
lo studio dei Problemi dell’Alimentazione. Ringrazio vivamente 8. E. il prof. Qua-
gliarelio, direttore dell’Istituto di Chimica Biclogica della R, Universitd di Napoli,
che con tale aiuto e con la larga e cortese ospitalith concessami nel suo Istituto,
mi ha permesso di completare queste ricerche che avevo iniziato nell’Istituto di
Chimica Biologica della R. Universitd di Pavia.

b  Acta, vol. X.
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‘Myreion e FEuimn [2] esclusero che esso potesse identificarsi con il
triptofano, listidina, I'alanina e che l'attivitd dell’estratto di lievito
dovesse attribuirsi al suo alto contenuto in esosofosfato. Una serie di
‘ricerche fu eseguita nell’Tstituto di Stoccolma [3] per differenziare il
fattore 7Z dal Bios o dagli altri costituenti del complesso B e per cer-
~care con metodi di arriechimento di isolare ed individuare il composto
stesso. Queste ricerche riuscirono, per altro, solo a dimostrare che il
~ faftore & ubiquitarioc nel mondo animale e vegetale, come i compo-
uenti del Bics, e in prove di arricchimento si riusei ad ottenere
un preparabto appena 8 volte pilt attivo del prodofto di partenza,
PrripgonN [4], della stessa scuola, dimostrd poi che il fattore Z non
poteva identificarsi con l'aneurina né con l'acido nicotinico.

MyrBicH e coll. [B] in una prima serie di ricerche avevano osser-
vato che 11 lievito secco non si lasciava attivare dal fattore Z. Essi
pensarono percid che l'azione di questo fattore consistesse in una modi-
ficazione della permeabilitd cellulare. Ma gli stessi Autori sperimen-
tando con razze diverse di lievito constatarono che alcuni preparati
di lievito secco venivano attivati dal fattore Z. La diversita dei risul-
tati potrebbe essor dovuta al fatto che 1 preparati di lievito secco
contengono ancora un numero pilt o meno elevato di cellule vive; la
‘questione quindi se il fattore Z & capace di aitivare la fermentazione
di cellule morte, non pit capaci ciod di i‘iprodursi, rimane tuttora
aperta. Nel 1934 BororarRDT o PrivgsHEM (6] riuscirono ad ottenere,
partendo dal lisvito secco sgrassato, un preparato 100 volte pitt con-
centrato e poco dopo Kéar & coll. [7] partendo dalla «imarmite», un
preparato circa 10.000 volte pilt attivo. Nello stesso anno Euvrer
e Lamrson (8], studiando comparativamente le proprietda del Bios e
del fattore %, giunsero alla conclusione che quest’ultime doveva
avere una massa molecolare di 200 circa. Mentre Puirirsow [9] della
stessa scuola credette di identificare il fattore Z con il Bios II di
Lucas [10].

Subito ‘dopo perd van Hursen (della scucla di Kden) {11} trovd
del ftutto inatiivo come fattore Z lestere metilico della biotina (cri-
stallizzato a partire dal Biog II). Le ricerche erano giunts a questo
punto quando nel 1941 Kéar e Bone [12] pﬁbblicarono 1 risultati assai
interessanti delle loro ricerche. Questi Autori, riprendendo antiche
osservazioni di Myreion e coll.,, sperimentarono Vazione sulla formen-
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tazione alcoolica di miscele di aminoacidi che avevano la seguente
composizions :

1) 1{+) ac. aspartico, glicina, 1{4) isoleucina, 1(~) tirosina, 1(+) valina.
2) I(+) arginina, 1(+) ac. glutammico, 1{-)leucina, d, 1-fenilaianina, d, l~prolina.

8) 1(+) alanina, 1(~) cistina, 1(~) istidina, d, 1-lisina, 1(~) ossiprolina.

Gli Autori trovarono Iinatteso risultato che la miscela 1) produ-
ceve un aumento della fermentazione che andava fino al 100%/,. In-
coraggiati da questi primi successi gli Autori saggiarono separatamente
i vari aminoacidi componenti la miscela 1) trovando che la glicina,
tra tutti 1 componenti, si dimostrave straordinariamente attiva, non
solo, ma Veffetto dell’aminoacido si verificave non subito, ma dopo
un periodo di induzione pill 0 meno lungo raggiungendo un massimo
dopo la 1* h. Estendendo le ricerche ad altri aminoacidi allora cono-
sciuti, gli Autori trovarono che solo la treonina, scoperto nel 1935 da
ROSE, mostrava un’azione dello stesso ordine di.grandezza di quells
della glicina, ma che tra 1 due aminosacidi esisteva una sostanziale dif-
ferenza: mentre la glieina per agire aveva bisogno di un periodo di
induzione pii o meno lungo, la treonina si mostrava attiva appena
aggiunta. Gli Autfori conclusero, per questo comportamento, che il
fattore Z molto probabilmente doveva identificarsi con la treonina ed
emisero lipotesi che questa voniva sintetizzata dal lievito a partire
dalla glicina. Purtroppo perd gli Autori non riuscirono o dimostrare
sperimentalmente questa loro supposizione isolando o determinando la
treonina eventualmente formatasi, e conclusero le loro ricerche affer-
mando ehe « die Bildung von Threonin aus Glycin weningstens auf
biologischem Wege warscheinlich zu machen ».

L'ipotesi di Koer'e Bora mi & sembrate molto interessante od ho
ogeguite le presenti ricerche con le quali & stato dimostrato, per via
chimica, la sintesi biologica della treonina dalla glicina.

Dopo di essermi assicurato che il lievito di birra a mia disposi-
zione (*) era sensibile all’azione del fattore Z, ho fatto agire, in oppor-
tune condizioni, una sospensione di lievito su di una soluzione di gli-

(1) Il lievito mi & stato gentilmente fornito dalle Bixrverie Meridionali di
Napoli, alle quali rivolgo il pil vivo ringraziamento,

i) . Acta, vol. X,
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cina in apparocchi di Warburg seguendo il corso della fermentazione
dallo sviluppo di CO, nel tempo e determinando poi alla fine dell’espe-
rienza la treonina formata, adoperando un metodo gié esperimentato
o trovato esatto o specifico. Io, infine, studiato la ripartizione della
treonina sintetizzata tra cellule e mezzo nutritivo e l'azione dell’ac.pan-
totenico sulla sintesi stessa. -

11. — TECNICA SPERIMENTALR

Per le prove di fermentazione ho seguito le indicazioni di Funer
e quelle di Koar apportando qualche modifica come verrd esposto pil
gotto. ‘

.Come terreno nutritivo ho impiegato una soluzione cost costituite:

Glucoso gr. 100 K,HPO, gr. 0,i6
(NIL,}, S0, » 8 Nali » 0,6
Mg80,.-TH,0 = 0,7 Ca(NOy), » 04
KH, PO, » 1

a 1 litro con acqua distillata. La soluzione veniva sterilizzata medianto
tindalizzazione.

Come apparecchi ho adoperato comuni vasetti di Warburg di forma
conica con diverticolo laterale della capacita di circa 30 ce e come
liquido di lvello nei manometri il liquido di Brodie. La tenperatura
* durante P'esperienza & state di 30°, Pagitazione di eirea 100 escursioni
al minuto.

' 1. - Determinazioni del numero delle cellule. Ho proceduto nel se-
guente modo (consigliato da Purrresow [18]). Da ogni prova si pre-
leva esattamente, subito dopo di averla allestita, 0,4 cc di sospensione
e si versa in un palloneino da 10 cc contenente b ce di una soluzione
- di sublimato al 0,1%,, si agita e si porta a volume con la stessa solu-
zione, se ne preleva una gocela che viene posta nella camera del con-
. taglobuli di Thoma-Zeiss, Dopo & si esegue la conta delle cellule con
la tecnice usuale. ITinita Vesperienza si preleva ancora da ogni vasctto
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0,4 cc di sospensione e si determina il numero delle cellule con lo
stesso procedimento, L’aumento percentuale (a) delle cellule & cosi
calcolato

a2 T8 % 100 .
o

dove ¢ & b indicano i1 numerc delle cellule allinizio e alla fine del-
I’esperienza.

2. ~ Metodo per il dosaggio della treonina (). Il metodo si fonda
sulla ossidazione della treonina ad aldeide acetica con tetracetato di
Pb e determinazione fotometrica dell’aldeide.

Reagenti :

1) Preparazioune del tretracetato di Pb (modificazione del pro-
cedimento di Dirore e Scawrrzer [15]: In un pallone a 8 colli prov-
visto di un termometro, un’agitatore meccanico e di un fubo ripiegato
a squadra che peschi fino al fondo del pallone, si pongono 100 ce di
pe, acetico glaciale e 25 ce di anidride acetica, si riscalda a b. m. fino
& 60°, s mette in moto agitatore e si lascia passare, attraverso il tubo
a squadra una moderata corrente di cloro secco (*). Si introducono ora
gr. 20 di Ph; 04 (seccati in stufa a 160° per 1-2 h) in b porzioni ap-

_prossimativamente eguali attendendo prima di ogni nuova aggiunta
che il colore che si forma sia scomparso. Si porta ora la temperatura
a 76-80° (uns temperaturs maggiore riduce notevolmente il rendimento
della reagzione) e si lascia ancora per 90’ circa. Finita la reazione si
filtrs, rapidamente la sospensione ancora calda attraverso un filtro 1i-
scaldato a 70° circa. Il filtrato si lascia raffreddare in pesafiltro. A
freddo cristallizza il tetracetato in forma di lunghi aghi splendenti
che all’aria rapidamente si arrossano e si decompongono. Il residue
solido rimasto sul filtro & riportato nel pallone a 8 colli agitato per
15-20" a 70-80° con altri 100cc di ac. acetico + 26 ce di anidride ace-
tica. La sospensione viene rapidamente filtrata a caldo e lasciata cri-

(1) Adattamento e modificazione del procedimento di Brocek ¢ Borrive [14]

(?) Per ottencre facilmente in laboratorio eloro seceo, in una boceia di svol-
gimento fornita di imbuto separatore, si intreduce permanganato di potassio in
sostanza finemente polverato, dall'imbute si fa gocciolare pol cautamente HCI
conc.; i sviluppa cosi Cl in quantith facilmente regoinbile.
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stallizzare come prima. Il residuo viene trattato ancora una volta con
ac. acetico ed anidride acetica come sopra. I cristalli delle varie pre-
- parazioni si raccolgono alla pompa su di un imbuto di Bichner, si
lavano con poco ac. acetico, si pressano bene sul filtro e si portano
subito in essiccatore dove si conservano nel vuoto. Tutte queste ope-
razioni devono venire eseguite molto rapidemente onde evitare la de-
composizione dei cristalli. Con questo procedimento & possibile ottenere
da 20 gr. di Pb;O, cirea 15 gr. di tetracetato. .

2) Preparazione de! p-idrossidifenile: il procedimento si fonda
sulla preparazione, col metodo di Himsom [16] modificato in qualche
punto, del para + orto-idrossidifenile e nella separazione del composto
- _para & mezzo della cristallizzazione frazionate dall’ac. acetico. Kd ecco
come si procede: in una beuta da cirea 250 cc tenuta in ghiaccio si
misurano 5 ce di anilina di fresco distillata in corrente di vapore,
50 ce di acqua e 15 ce di HCI cone,, si lascia raffreddare poi si ag-
giunge o goceie agitando una soluzione ottenutas sciogliendo gr. 3,76
di NaNO, in 7,56 cc di acqua. Al sale di diazonio cosi ottenuto si
aggiungono gr.15 di fenolo sciolti a caldo con aggiunta di 1,6 cc di
sequa, si agita in agitatore elettrico per 1 h. Dopo tale periodo di
tempo si interrompe l'agitazione si trasferisce il liguido in'un imbuto
separatore: si formano 2 strati, uno sottostante fenolico intensamente
colorato in marrone e uno soprastante acquoso di colore gialletto. La
soluzione fenolica si mette a parte e la parte acquoss si agita ancora
4 volte per 1 h con B gr. di fenolo ogni volta. Un’aliquota delle varie
frazioni fenoliche, riunite assiemse, si trasferisce in un recipiente di
vetro fornite di un refrigerante a ricadere con giuntura s smeriglio
& si riscalda & b.m. cautamente s BO-60° fino a inizio di reazione
(forte produzione di gas). Terminato lo sviluppo di gas si aggiunge
dal refrigerante il resto del liquido fenolico a piccole porzioni atten-
dendo ogni volta che sia terminato lo sviluppo di gas. Si porta ora
la temperatura a 90° e si riscalda per 2 h. Si forma cosi ancora un
poco di acqua che si allontana. Tl liquido si sottopone ora a distilla-
zione frazionate: fino & 200° distilla acqua e fenolo. Si raccoglie la
frazione tra 200-300°. Poiché il distillate solidifica rapidamente & op-
portuno riscaldare cautamente l'apparecchio di distillazione onde evi-

i -tare Vostruzione del tubo di deflusso. Il distillato si scioglie in 15 ce.

~di toluolo a caldo e si trasferisce in un imbuto separatore, si aggiunge
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un eguale volume di una soluzione di NaOH 5%,, si riscalda a 50-60°
e si agita per 10-15". 8i ha un’intensa colorazione azzurra della fase
acquosa. Si ripete Vestrazione a caldo della soluzione toluolica con
NaOH 5%, fino a che questa non dia pilt precipitato per aggiunte
di HOI cone. Ai liquidi di estrazione riuniti si aggiunge ac. cloridrico
conc. fino a complets precipitazione. Il precipitato si raccoglie sul
filtro Jena (G 4) alla pompa, si lava con soluzione acquosa di ac. clo-
ridrico, si pressa bene o si scioglie in ac. acetico conc. Si lascla in
in ghiacciala, In questa maniera cristallizza solo il composto pura,
mentre Yorto resta nelle acque madri. I cristalli si raccolgono su filtro
di vetro e si lavano con poco ac. acetico. Il prodotto della prima cri-
stallizzazione fonde in genere intorno a 146°. Si ripete la cristallizza-
zione dall’acido acetico fino ad ottenere un composto a punto di
fusione costante ed eguale 164-165°. Tl p-idrossidifenile cosl ottenuto
si presents sotto forma di aghi bianchi splendenti come seta, isolati
o aggruppati a fascio, solubili in acetone, etere, cloroformio, alcool
etilico, alcool metilico, aleool n-butilico, tetracloruro di carbonio, inso-
lubile in acqua, ac. solforico conc.

8) Ae. acetico. Per ottenere un ac. acetico che non dia prodotti
che reagiscono con p-idrossidifenile bisogna bollire l'acido puro del
commercio con 1%, circa di bicromato potassico a ricadere per 7-8h
e distillarlo poi in apparccchio completamente di vetro (evitare i tappl
di gomma o di sughero).

4) Ae. solforico. Poichd la reazione colorata dell'aldeide acetica
col p-idrossidifenile & pil sensibile e completa in presenza di tracce
di Pb & opportuno tenere l'ac. solforico puro del commercio su tor-
nitura di Pb puro per 4-5 h prima di adoperarlo per la determinazione.

Descrizione dell apparecchio per la determinazione della treonina. -
Llapparecchio & quello riportato nella fig. 1. Il tubo I della lunghezza
di circa em. 20 e del diametro di 25 mm. contiene 20-2H cc di H, 50,
conc. e serve per fAssave eventuali impuritd dell’aria. Il tubo II &
vuoto ed & adibito a sequestrare eventuali tracce di ac. solforico aspi-
rate nel tubo dal tubo 1. Tl recipiente III in cui avviene Vossidazione
della treonina ad acetaldeide, & costitnito da un provettone della lun-
ghezza di circa 25 cm. o del diametro di 30 mm, con chinsura a sme-
riglio fornito di un sistema di due tubi che permette il passaggio
delVaria nella soluziome cortenute mel recipiente III che deve essere
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mantenuto a 80°. Il recipiente IV viene immerso in un bagno a 3-4°
e serve per fare condensare i vapori di ac. acetico e di acqua prove-
nienti dal tubo III, Nel tubo V, che & simile per costruzione e dimen-
sione al tubo I e II, si pongono perline di NaOH fino all’altezza di
circa 10 em., per fissare i vapori di acido eventualmente ancora pre-
senti, Il tubo VI & simile al tubo TIT, in esso si introducono 10 ec
di H,80, (reagente n. 4) e & 0 6 gocce di acqua o dopo raffredda-

VLA V)

A \_/ \J u

e, 1,

mento 20 mg di p-idrossidifenile che resta in sospensione nel liquido.
Il tubo durante la determinazione viene tenuto in un vecipiente con-
tenente ghiaccio fondente. Lie connessioni tra i vari tubi devono essere
tutti in votro tenmute assieme da tubi di gomma a pressione. La cor-
rente di aria durante l'aspirazione viene mantenuta costante.
Procedimento. — Per la determinazione delle treonina si procede
nel modo seguente: un volume noto della soluzione in esame viene
misurato nel tubo di ossidazione dell’apparecchio e portato a secchezza
tenendo 1l tubo stesso a b.m. bollente e aspirando l'aria mediante un
tubo ripiegato a squadra comnesso con una pomps agpirante e che
gmnge a pochl mm. dalla superficie del liquido. Con questo disposi-
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tivo & possibile portare a secchezza il liquido in pochi minuti. Il
residuo si scioghe in ac. acetico (reagente n. 8), si aggiunge 1gr. di
tetracetato di Pb, si porta il volume a 25 cc con ac. acetico (reagente
n. 8), si immerge il tubo in bagno a 30° si fa passare una moderata
corrente di aria per 1 h. Nel tubo VI si sviluppa un colore rosso-viola
proporzionale alla guantita di treomina presente nel tubo III. Finita

i)
D%
9%
80
7
60
50
a4
30
20
10
5 o 750 706 253 (m 550 500 453 400,
Fia. 2.

Vaereazione il tubo VI & immerso in un b, m. bollente per 2' esatii
per eliminare Veceesso di p-idrossidifenile. Si raffredda a circa 0° o
i lascia a temperatura di stanza. Si legge al fotometro di Pulfrich
col filtro S 57. Il colore rimane stabile anche dopo 24 h.
Determinazione della curva di assorbimento del colore, - Allo scopo
di determinare la zona dello spettro in cui si ha il massimo di assor-
bimento, ho misurato al fotometro di Pulfrich V'assorbimento luminoso
del composto colorato che si forma nella nostra reazione tra A ==7b0 mp.
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o my 434, I risultati di queste misure sono ripbrt&ti nella fig. 2. I
dati riportati nella grafica dimostrano che il massimo di assorbimento
gi. ha a A=¥570 mp. Nelle determinazioni della treonina ho percid
impiegato il filtro S 57.. '

' Prove in bianco. - I opportuno prima di ogni serie di determi-
- nazione eseguire una prova con i soli reagenti. Quando questi sono
sufficientemente puri si sviluppa nel tubo VI una colorazione appena
apprezzabile al fotometro. Questo valore viene peraltro sottraito da
‘quello obtenuto nelle prove con treonina. Se l'ac. acetico non & abba-
stanza puro anche trattato con bicromato di un valore troppo alto
nella prova in bianco. In questo caso & necessario cambiare I’acido.

Con questo procedimento ho determinato la treonina alla fine
dell’esperienza sia direttamente nel liguido nutritive prive di cellule
(trionina libera) sia dopo idrolisi del mestruo in teto (cellule + liguido) ==
== (treonina totale). )

T'reoning libera. - Tinita l'esperienzs si preleva un determinato.
volume della sospensione si raffredda in ghiaccio, si centrifuga rapi-
+ damente, un’aliquota del liquido limpido privo di cellule (esame micro-
. scopico) si misura nel tubo di ossidazione dell’apparecchio per la deter-
minazione della freonina ¢ si porta a secchezza. Sul residuo secco
disciolto in ac. acetico (reagente n. 3) si determina la treonina.

Treonina totale. — Ad un’altra aliquote del liquido di reazione si
aggiungono subito b ce di H,80, 8N e sl idrolizza in apparecchio
di vetro con refrigerante a ricadere per 20 h circa. Finita l'idrolisi,
si trasferisce il liquido quantitativamente in un pallone tarato da 15
o 25 cc o si porta a volume con acqua. Una aliquota si misura in un
tubo da centriftga tarato a 10 ce, si aggiunge acetato di bario (solu-
zione satura) fino a completa precipitazione dei S0,, sl porta a volume,
si allontana il precipitato di solfato di bario per centrifugazione. Su
di un’aliquota del liquido limpido portato a secchezza nel modo sopra
esposto e disciolto in ac, acetico si determina la treonina.

3

La treonina delle cellule & calcolata per differenza:

[treonina totale] — [treonina libera) = [treonina delle cellule]
_ Hsecuzione delle esperienze di fermentazione. — 11 lievito viene ripe-
. tutamente lavato in recipienti sterili, spremuto su imbuto di Bichner
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e conservato in ghiacciaia in pesafiltri sterili. Per ogni esperienza se
ne pesa una deferminata quantitd in una heutine, si addiziona con il
liguido nutritivo, si tappa con ovatla sterile e si lascia a temperatura
di stanza per circa 20 h. Dopo tale pericdo di tempo si rende omo-
genea la sospensione agitando, se ne preleva un’aliquota, si pone nel
vasetto dell’apparecchio di Warburg, si aggiunge un determinato vo-
lume delle soluzioni delle sostanze da sperimentare, si congiunnge il
vesetto al manometro dell’apparecchio che si immerge nel bagno a
30°. Dopo 10-15', raggiunto Uequilibrio di temperatura, si iniziano le
letture, per la determinazione delle produzione di CO,, che si ripe-
tono ogni 15'. Per mettere in evidenza l'eventuale aumento della fer-
mentazione, si allestiscono contemporaneamente prove di controllo a
cui, oltre la sospensione di lievito, 81 aggiunge solo un volume cor-
rispondente di acqua.

L& percentuale di attivazione viene calcolata nel modo seguente:

(mm?® prova attivata — mm? prova controlio)

attivazione por cento = :
mm? prova controllo

100,

Alla fine dell’esperienza si staccano i recipienti dal manometri, si
preleva un’aliquote della sospensione su cui si esegue la conta delle
cellule, e un’altra su cui si determina la treonina.

II1, - RISULTATI SPERIMENTALI .

1. -~ FaTToRE Z NELL'ESTRATTO DT LIEVITO.

Preparazione dell’estratto di lievito bollite. - B gr. di lievito lavaio
e pressato si sospendono in 10 ce di acqua in un recipiente di vetro
. munito di refrigerante & ricadere e si lascia a b.m. bollente per 1-1%/; h.
Dopo raffreddamento si filtra su imbuto di Biichner. Il filtrato limpido,
trasferito in una beuta tappata con ovatta si tiene a 100° per 30/, si
raffredda e si conserva in ghiacciaia. Per saggiare lattivitd si allesti-
scono 4 prove: due con 1cc di sospensione di lievito (10 mg) + 1,2 ce
di HyO e due con 1ce di sospensione di lievito+1ce di H;0+0,2ce
- di estratto di lievito. Si segue la produzione di CO, facendo letture
ogni 15'. All'inizio e alla fine dell’esperienza si determina il numero
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delle cellule con la tecnica esposta precedentemente. I risultati di
queste esperienze sono riportati nella tabella 1.

Come si osserva dai dati riportati nella tabella Iestratto di lievito
ha prodotto un’asttivazione della fermentaziome che va fino all’'8B%,.
Mentre perd Uextraproduzione di CO, che si verifica nei primi 80-90" &

Taerrra I,
Tempo mms €Oy sviluppati o Numero Awmento
. Attivazione
in - o delle collule | percontuale
rninuti . prova prova con estraf o in milioni delle cellule
. in biauco to di lievite
16 190 304 60 150 0
80 - 210 325 bb e —
45 200 330 65 ) —_ —_
60 180 286 B9 166 4
5 216 356 66 — e
90 207 361 70 168 12
105 202 © 358 % - —
120 196 360 8b 173 ‘ 16

da attribuirsi esclusivamente all’attivazione della fermentazione, perche
il numero di cellule rimane praticamente costante, l'extraproduzione
di CO, verificatasi successivamente & dovuta anche all'attivita di nuove
collule formatasi sotto lo stimolo di fattori specifiei contenuti nell’e-
stratto di Hevito. Dopo i primi 80-90° infatti si verifica, nelle prove
" addizionate con lievite un aumento delle cellule che va fino al 159/,
circa. Questi dati confermano P'osservazione analogs fatta da Koeu e
Bora in presenza di «marmite » [17].

2. ~ AZIONE DELLA GLICINA SULLA FERMENTAZIONE.

Assicuratomi che e colture di lievito erano sensibill all’azione del
_ fattore Z sono passato a studiare Vazione della glicina sulla fermen-
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fazione. Lie condizioni sperimentali sono state identiche alle precedenti.
I risultaii sono riportati nella tabella Il

Come si osserva dai dati riportati nella tabella, 250 v di glicina
producono dopo un periodo di induzionme di’ 1.h circa, un’attivazione

Tasrrna IL
Tompo ot T et Atiivasione |y 1o dollo cellule in milioni
in prova in prova con glicina fo
minut binneco 250 500
) (L) @ (1) {c) () &) (e)
15 220 218 222 0 0 160 168 162
80 222 230 229 4 4 — —_ —_
45 237 243 251 3 4 - — —
60 236 318 306 8b 80 s — —
(i3] 228 319 | 3818 40 48 — — —
90 240 351 3171 50 55 — — —
105 245 362 867 48 50 — —_ —
180 | 9250 368 380 | 47 | b2 | 165 | 168 | 169

della fermentazione che va fino al 509/, senze aumento contemporaneo
delle cellule. Una quantith doppia di glicina non produce un’ulteriore
attivazione della fermentazione.

3. - FORMAZION)E DI TREONINA DALLA GLICINA,

Per dimostrare per via chimica la sintesi biologica della treonina
dalla glicing, ho fatte le seguenti esperienze: in recipienti dell’ap-
parecchio di Warburg si introducono 1 c¢e di sospensione di lievito, e
1 cc di una soluzione acquosa di glicina 0,025%; e 0,8 cc H,O. Si
connettono 1 vasetél col manometri, si immergono nel bagno a 30° e
si segue manometricamente lo sviluppo di CO, per per 120.

Altre prove che contengono al posto della soluzione di glicina
un egual volume di acqua servono da controllo. Alla fine dell’esperienza

7



C6g

PONTIFIOTA ACADEMIA BOIENTIARVM

si estraggono gli apparecchi dal bagno e si determina nel liquido il

~ contenuto in treonina totale nel modo esposto sopra. [ risultati sono

riassunti nella tabella III.
Poiché da 250y di glicina si possono ottenere teoricamente 896 vy
di treonina i dati riportati nella tabella dimostrano che in questa espe

Tanerra IIT,

Treonina formata . Sintesi Extraproduzione GO, Attivozione

o mm# )
215 54 136 50
205 b1 126 46
190 48 1% 43
180 45 124 44
210 53 130 48

Medie: 200 B0 126 46

rienze si & ottenuta uns sintesi del BOY/, circa (nella tabella non sono

riferiti i valori della prova in bianco, ma essi sono stati detratti dalle

prove con glicina).

Viene cost dimostrata la sintesi biologica della treonina.

Resta ancora da chiarire il meccanismo con cui guesta sintesi ha
luogo. Allo stato attuale delle nostre conoscenze non possiamo che

riferirci ai due schemi seguenti (proposti da Kaar, 1 ¢.):

1)

COOH
HzNéwlI
H—é—OH

énﬂ

1(—)trecnina
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Secondo questa schema un derivato non ancors noto della glicina
verrecbbe condensato con una molecola di acetaldeide a treonina me-
diante 'azione di un’aldolasi.

—2H +2H

COOH COOH COOH  COOH
HZN(i}Hs — NH_—.(llH — NHmflj — HQN(I}H
)] _s H(]JOI-I H(LJOH
H-C=0 ’ (j}H3 (lm's
&,

Secondo lo schema II la glicina verrebbe prima deidrogenata ad
acido iminogliossilico, questo poi subirebbe una condensazione aciloi-
nica con una molecola di aldeide acetica allo stato nascente per for-
mare una molecola di freonina,

Dal confronto poi dei miei risultati con quelli ottenuti da Koan
" @ Bora si pud trarre ancora una interessante conclusione. Tale con-
fronto mi sembra giustificato dal fatto che sia il lievito da me impie-
gato, sia quello impiegato dagli Autori olandesi risponde all’azione del
fattore 7Z approssimativamente con la stessa intensitd. Ora Kéar e
Bore avevano osservato che 200 y di d, I-treonina producono un’atti-
vazione del 23°/, e una quantita doppia (400Y) un’attivazione del 45°%,,
mentre 10 ho trovato a 200 y di treonina formata un’attivazione eorvi-
spondente al 46°%, circa. Ora se nella sintesi si fossero formate tutte
o due le forme d e | e se queste fossero ambedue attive come fattore
Z, 200 vy di treonina avrebbero dovuto produrre un’attivazione eguale
a quella ottenuta da Koéar e Bora con 200y di d, l-treonina {=23°/,),
menire 1o ho avuto un’attivazione del 45%, eguale a quella oftenuta
da KéaL e Bora con una quantith esattamente doppia. Questo com-
portamento mi auforizze a pensare che nella sintesi biologica si forma
I-treonina e che delle due forme solo la L sia attiva come fattore Z ().

{) La treonina esistente in natura ed isolata da Rosm dalla fibrina e dalla
caseina ha la stessa configurazione spaziale del d-treoso. Fu percid dall’Autore
designata come d(—) treonina ed assegnata alla serie destro. Ma peiché la dispo-
sizione del gruppo NI, e dell’atomo di idrogeno intorno al C = & uguale a tutti
gli aminoncidi naturali, ciod alla serie leve, & pifl opportunc denominare 1'ami-
noacido naturale come 1(—)ireonina.
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4, ~ RIPARTIZIONE DELLA TREONINA SINTETIZZATA TRA CELLULE ® LI-
QUIDO NUTRITIVO.

KbeL e Bore nelle citate esperienze in base a sole prove biole-
“giche, misurando ciod Vextraproduzione di CO, giungevano alla con-
elusione che la la treonina, che molto probabilmente si formava dalla
glicina, rimane quasi esclusivamente nelle cellule di lisvito ed in ogni
caso passa nel liquido nutritivo solo in gquantitd del tutto trascurabili.

Ho ripetute queste esperienze con metodi pitt sicuri, determinando
eioé per via chimica la ripartizione della treonina sintetizzate tra cel-

Tasenna IV,
Treninag trovata
Totala libera nelie cellule
¥ ¥ % ¥ o
(*) Prova di controlle . . 800 1 2 293 98
Prova 4 glieina , . . 490 180 33 850 67
Treonina sintetizzata . 190 163 80 3% 20

lule e lignido esterno nel modo detto sopra. Le medie dei risultati di
alecune esperienze sono riassunte nella tabella IV.

Questi risultati dimostrano: 1) Che il lievito fresco (pressato) con-
tiene circa il 3¢/, di treonina (nella sospensione di lievito da me im-
piegate sono contenuti, infatti, 10 mg. di lievito). 2) Nella sospensione
di lievito, allestita nel modo sopra esposto, il 98¢, della treonina &
contenuto nelle cellule, il 29/, nel liguide esterno. 3) Della treonina
sintetizzata dalla glicina il 20°/, si trova nelle cellule, 1'80¢/ nel li-
quido esterno.

{*) La stossa rvipartizione & stata frovata in prove eseguite nolla sospensione
Ldi hewto appena allestita.
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5, = AZIONE DELL’AC. PANTOTENICO SULLA FERMENTAZIONE ALCOOLICA E.
SULLA SINTESI BIOLOGICA DELLA TREONINA,

Fra gia noto dalle ricerche di 'Wirrrasms [18] che ’ac. pantotenico
(uno dei fattori del filtrato) favorisce la fermentazione alcoolica del
lievito, Kdex e Bora nelle loro recenti ricerche avevano osservato che- -

100

75

50

25

Attivazione 7

1] 200 300 YY) 500 o0 705 o6

Pantotenato Natr
e, 3.

varie razze di lievito rispondevano in modo diverse all’azione dell’ac..
pantotenico. Cosl per es, 'aggiunta di 10 mg. di pantotenato di sodio
produceve in un lievito un’attivazione della fermentazione del 1009/,
in un altro un’attivazione del solo 10°,. Ho percid saggiato attivita
dell’ac. pantotenico sul lievito da me impiegato nel modo seguente:.
un determinato volume di sospensione in liquido nutritive di lievito
lavato viene misurato, assieme ad un noto volume di soluzione di pan-
totenato di sodio a varia concentrazione, in un vasctto dell’apparecchio
di Warburg, Prove a cui si aggiunge un egual volume di acqua Ber--
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vono da controllo. Nella curva 1 della fiz. 3 sono riportiti i valori
medi di alcune esperienze. Da essa si rileva come l’ac. pantotenico
fino alla concentrazione di 100 y circa non ha azione apprezzabile
sulla fermentazione alcoolice, per quantitd superiori favorisce la for-
mentazione fino & produrre un’attivazione del 1009/, con 700 y. Quan-
tith maggiori non produccno ulteriore attivazione.

Questi risultati sono alquanto diversi da guelli di Kéen e Bora
i quali con 1200 y di ac. pantotenico nmon ebbero aleun effetto ecd il
messimo di aitivazione (==100%/) venne raggiunto solo con 10.000 y.
‘Questo diverso comportamento pud essere dovuto sia al diverso con-
tenuto di ac. pantotenico dei lieviti impiegati, sia alla loro diversa
sensibilitd.

Ho inoltre voluto vedere se l'ac. pantotenico facesse aumentare
Vattivazione prodotte dalla. glicing sulla fermentazione. Ho percid de-
terminato Uextraproduzione di CO, in prove in cui si aggiungeva oltre
a 2560 y di glicina quantitd veriabili di ac. pantotenico. I risultati di
queste esperienze sono riportati nella curve 2 delle fig. 3. I’andamento
di questa curva & molto diverso da quello della curve curva 1: lag-
giunts, di guantitd crescenti di ac. pantotenico fa aumentare l'attiva-
zione della sola glicine sino ad un massimo che per quantitd di acido
eguale & 600-700 y corrisponde a quello del solo ae. pantotenico. Il
tratto pilt interessante della curva & quello iniziale. Da esso infatti si
ricava che l'ac. pantotenico, anche a concentrazioni in cui aggiunto
de solo & inattivo, cioé fino a circa 100 y, & capace di fare aumentare
Vattivazione prodotte dalla glicina. Questa extraattivazione va poi di-
minuendo fino a raggiungere prime la somma delle due attivazioni
(attivazione glicina + attivazione ac. pantotenico) e poi guella del solo
ac. pantotenico, Questo comportamento ci he fatto pensare che l'ac.
pantotenico potesse avere azione sulle sintesi dells treonina. Ho percid
determinato la quantitd di questo aminoacido nelle prove in presenza
e in assenza di ac. pantotenico ed ho trovato in media della prova -
con sola glicina 157 y, nella prova con glicina + ac. pantotenico (10 )
204 v di treonina, un’extra-produzione ciod di 47 y di treonina corri-
spondenti ad un aumento del 30 %/, circa della sintesi (*).

(*) In gueste esperienze non & stato notato alcun aumento apprezzabile del
numero deile cellule. :
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Questi risultati dimostrano che l'ac. pantotenico favorisce la sin-
tesi biologica della freomina; & anzi probabile che esso sia necessario
o addirittura indispensabile. alla, sinfesi stessa. Viene cosi indicata una
nuova funzione di guesta importante vitamina e dato un altro esempio
di vitamine che intervengono nella sintesi biologica degli aminoacidi.

IV. -~ CONCLUSIONI

1) Viene confermata la presenza del fattore Z di EuLEr nell’estratto
di Hevito e l'attivith della glicina sulla fermentazione alcoolica pro-
dotta dal liovito.

2) Viene dimostrata la sintesi biologica della treonina a partire
dalla glicina, Da 250 y di glicina si & ottenuta la formazione in media
di 200 y di treonina, una sintesi cioé del 50¢/, circa. Dolla treonina
_sintetizzata il 20¢/, si trova nelle cellule di lievito e 1’809/, nel liquido
nutritivo.

3) Nella sintesi biclogica si forma solo 1(—)treoniua che si & di-
mostrata essere anche la sola forma attiva come fattore Z.

4) Il lievito fresco (pressato) contiene cirea il 3¢/, di freonina,

b) L'ac. pantotenico aggiunto fino alla concentrazione di 100 y
non ha alcun effetto sulla fermentazione alcoolica. Per concentrazioni
maggiori produce un’attivazione che va fino al 100/, eon BOO-1.000 y.

6) L'ac. pantotecnico & capace di far awmentare Vaftivazione pro-
dotta dalla glicina sulla fermentazione e questo avviene anche per
concentrazioni di ac. pantotenico che da sole sono senza offetio.

7) Allavmento dell’attivazione prodotta dalla glicina fa riscontro
un armento della treonina sintetizzata dimostrandosi che Vac. panto-
tenico favorisce la sintesi Dbiologica della treonina. b possibile anzi
che esso sia necessario o indispensabile alla sintesi stessa. Viene cosi
indicata una nuova funzione di questa vitamina e dato un altro esem-
pio di vitamine che intervengono nella sintesi biologica degli amino-
acidi,
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