e B
DELLA

REALE ACCADEMIA DEI LINCEI

ANNO CCCXI.
1914

SEHISER L Q) L AN A

RENDICONTI

Classe di scienze fisiche, matematiche ¢ naturali.

VOLUME XXIII.

2° SEMESTRE.

ROMA

TIPOGRAFIA DELLA R. ACCADEMIA DEI LINCEI

OPRIETA DEL CAV. V. SALVIUCCI

1914




— 612 —

= ot = AT Aty i

Chimica biologica. — Ricerche AJ/Aztlxy/NQA/( ?. hzzhatr{
buzione della arginasi nell’organismo e nella serie dei vertebrati.
Nota II del dott. Antronino CLeMENTI, presentata dal Socio

L. LiucianI.

Dato l'alto interesse fisiologico che presenta la conoscenza della distri-
buzione dell'arcinasi nelle diverse classi dei vertebrati, e data la mancanza
assoluta di notizie in proposito, ne ho intrapreso e condotto a termine la
ricerca sistematica, ottenendo 1 risultati che qui sinteticamente sono riassunti.

Tecnica. — Nelle mie ricerche ho adoperato, in tutto, da 40 gr. a 50 gr. di arginina.
Per preparare 'arginina, si ricavarone, da 12 kgr. circa di seme di canapa, 700 gr. di
c\\x-\»s{in:'.‘; questa f{l idrolizzata bollendola in diverse porzioni con acido selforico al 25 ¢/,
per 14 ore circa, in apparecchio a ricadere; dalla sostanza, idrolizzata seguendo il metodo
di A. Kossel e Kutscher (*) colle modificazioni che si adoperano nell'lstituto di fisiologia

di Heidelberg.

(') Ricerche eseguite nell'Istituto di fisiologia dell'Universita di Heidelberg, diretto
dal prof. Albrecht Kossel.

(* Kossel A. und Kutscher, Zeitschr. f. Physiol. Chemie, Bd., 31, pag. 165 (1900),
farono preparate le base esoniche, separando I'arginina dalla lisina e dall'istidina. L'argi-
nina, cosi ottenutain forma di carbonato, veniva purificata trasformandola prima in picrato,
trasformando poi il picrato in solfato, il solfato, nuovamente in carbonato, il quale cosi si

otteneva chimicamente puro allo stato cr ; esso veniva allora utilizzato nelle espe-

rienze, avendolo prima sottopost seguenti manipolazioni: La guantitad di carbonato di

arginina da adoperare veniva o

rolta sciolta in pochi centimetri cubi di acqua distil-

si riscaldava per pochissimi

1 carbonato di bario; subito dopo, con
‘eccesso di barite. Il precipitato di solfato di
bario, cosi formatos
acido per H, SO,

wccaratamente lavato con acqua; il filtrato,

carta di laccamuffa con NaOH: e
la soluzione di s e cosl, ottenuta, veniva diluita fino

un volame pe ntimetri cubici della soluzione

veniva fatta una dete to col metodo di Kjeldahl ¢ uva determinazione

dell’azoto aminie

sen; e in questo modo veniva calcolata la

quantita di argir imetri cubi. Ogni ricerca veniva condotta nel

modo segaente: ¢ ntimetr: cub 11 § 1ito d1 arginina, esattamente IIliM)rdli,

piccolo Erlenn

essa di Buochner,

venivano mes

1 pochi centimetri cubici di estratto e di

succo ot

enuto c«

1li erano anche perfettamente misurati; e,
dopo aggiunta di circa cinque centimetri cubici di toluolo, venivano posti in stufa a 87°
per un tempo determinat

Come prova di controllo ser

I'identica quantita di estratto o di succo pressato,
la quale veniva mescolata con dieci centimetri cubi d'acqua distillata; e, dopo aggiunta

di cinque centimetri cubi di tolnolo, « ntemporaneamente veniva posta a digerire in stufa.

» un certo tempo, le due prove ver portate via dalla stufa, liberate dal toluolo

mediante filtrazione, e il filtro veniy

curatamente lavato con una quantiti possibil-
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1* Serie di ricerche. — I risultati ottenuti nella prima serie di ricerche,
in cui ho ricercato l'arginasi nel fegato delle diverse classi di vertebrati,
sinteticamente si possono cosl riassumere:

1) Mammiferi. — Tra i mammiferi sono stati oggetto di esperienza
il cane, il bue, il maiale, e la cavia. Nell'estratto di fegato dei mammiferi,
'arginasi, ricercata mediante il metodo titrimetrico, si mostrod sempre pre-
sente. La sua azione era intensa, poiché la quantitd di arginina scomposta
non andd mai al disotto del 50 9/,, e raggiunse una media oscillante tra il 70
e 1'80 °/,.

2) Uccelli. — Tra gli uccelli sono stati oggetto di esperienza il
Gallus domesticus, la Columba livia, \a Turtur turtur,la Fringuilla cloris.
Negli estratti di fegato degli uccelli, I'arginasi, ricercata col metodo titrime-
trico, in nessun caso si mostrd presente.

Lo stesso risultato si ottenne anche quando la reazione del mezzo fu
artificialmente resa alcalina.

3) Rettili. — Tra i vettili furono oggetto di esperienza, nell’ordine
dei Sauri, la Lacerta agilis e V' Anguis fragilis; nell'ordine degli Ofidii la
Coronella austriaca; nell'ordine dei Cheloni, 1'Zmis europae.

Negli estratti di fegato dei sawri e degli ofidii, 1'arginasi, ricercata col
metodo titrimetrico, fu trovata sempre assente. Solo negli estratti di fegato
dei Cheloni, 1'arginasi fu trovata presente. Questi stessi risultati si otten-
nero anche quando 1'azione del fermento si svolse a temperatura dell'ambiente.

4) Anfib;. — Tra gli anfibi sono state oggetto di esperienza la Rana
aesculenta e la Rana temporaria.

Negli estratti di fegato di rana, 1'arginasi, ricercata col metodo titrime-
trico, fu trovata sempre presente.

Il per cento dell’arginina scomposta era approssimativamente uguale a
quello dell’arginina scomposta per azione del fegato dei mammiferi. Per pro-
lungata azione di alcool concentrato, I'arginasi del fegato di rana viene dan-
neggiata nell’intensitd della sua azione.

5) Pesci. — Tra 1 teleostei furono oggetto di esperienza il Barbus
fluviatilis, la Perca fluviatilis, I’ Abramis brama; e tra i selacei, la Tor-
pedo ocellata e la Raia clavata.

mente piccola di acqua distillata. Le soluzioni cosi ottenute, quasi sempre leggermente
colorate, venivano esattamente neutralizzate, nel caso in cui non lo erano, alla carta di
laccamuffa e di azolitmina; solo quando queste operazioni erano finite, si procedeva alla
titolazione al formolo, la quale veniva proseguita fino al colore rosso-vivo della fenolfta-
leina (terzo stadio di Soremsen). La soluzione di controllo era rappresentata da una quan-
tith di acqua distillata, precedentemente bollita, uguale al volume della soluzione che si
analizzava. La titolazione delle soluzioni cui era aggiunto il formolo, veniva eseguita con

; 3 .o
idrato di sodio .
[l
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Negli estratti di fegato di pesce, |'arginasi, ricercata col metodo titrime-
irico, fu trovata presente, sia nel selacei, sia nei teleostel.
Nt’”t‘ ricerche su accennate fu ;nlopomto sempre estratto ac¢quoso di
fegato, e fu utilizzato sempre il metodo titrimetrico. Per stabilive con asso-
luta sicurezza la mancanza dell'arginasi nel focato degli uccelli, fu eseguita
una esperienza in cui fu adoperato suceo, ottenuto con la pressa di Buchner
da fecato di callina e l'arginasi fu ricercata col metodo titrimetrico. In
un':llt\m esperi‘eux;\ fu adoperato succo ottenuto con la pressa di Buchner da
fegato di gallina, e l'azione dell'arginasi venne ricercata seguendo il metodo
di KOsselve Dakin. Sia nella prima, sia nella seconda esperienza, si otten-
nero risultati concordanti, si trovd cio@ assente 1'arginasi.
9a Serie di ricerche. — I risultati ottenuti nella seconda serie di ricerche
esezuite negli altri organi delle diverse class di vertebrati, si possono sin-
teticamente cosl riassumere:

1) Mammiferi. — Negli estratti acquosi di reni, mucosa intestinale
e milza di vitello, cane e cavia, come pure negli estratti di placenta umana
e nel siero di sancue di cane, l'arginasi, ricercata col metodo titrimetrico, si
trovd sempre assente.

9) Uecelli. — Negli estratti acquosi di milza, mucosa intestinale e
muscoli degli uccelli, 1'arginasi, ricercata col metodo titrimetrico. fu trovata
assente: invece, necli estratti acquosi di reni deeli uecelli, in tutti i casi esa-
minati, 1'arginasi fu trovata sempre presente, sebbene I'intensitd della sua
azione si mostrasse variabile nei diversi casi.

3) Rettili. — Negli estratti acquosi di reni e d intestino dei rettili,
I'arcinasi, ricercata col metodo titrimetrico, si mostrd assente.

4) Anfib;. — Negli estratti acquosi di ovari di testicoli, di reni. di
muscoli di rana, l'arginasi fu trovata sempre assente.

5) Pe:

S __ Negoli estratti acauosi di muscoli ed ovari e reni dei
teleostei 1'arginasi fu

Come si vede, fra gli estratti degli organi esaminati nelle diverse classi
di vertebrati (non considerando il fegato), solo negli estratti dei reni degli
necelli fu riscontrata la presenza dell'arginasi. Poiche da Kossel e Dakin,
nel succo, ricavato con la pressa di Buchner dai remi dei mammiferi, fu
riscontrata la presenza dell'arginasi. io ho creduto necessario di eseguire

come controllo le dne seg

In una prima esperienza. algnanto succo, preparato con la pressa di

Buchner dai reni di vitello, fu posto ad agire sul solfato di arginina; e col
netodo titrimetrico fu ricercata l'arginasi. Questa fu trovata presente: ma
l'intensita della sua azione era molto bassa. In un‘altra esperienza, una corta
quantita di estratto di reni di vitello fu fatta agire sopra carbonato di argi-
nina, ¢ l'arginasi fu ricercata col metodo di Kossel e Dakin. L'arginasi fu

trovata assente.
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Le conclusioni a cui mi conducono le mie ricerche sono le seguenti:

1) T risultati che nella ricerca dell'arginasi si ottengono mediante
I'uso del mio metodo titrimetrico applicando la titolazione al formolo coin-
cidono, nelle linee fondamentali, con i risultati che si ottengono mediante
I'uso del metodo della precipitazione al nitrato d'argento di Kossel e
Dakin.

2) Nella serie dei vertebrati, l'arginasi ¢ presente nel fegato dei
mammiferi, degli anfibi e dei pesci; manca nel fegato degli uccelli e della
maggior parte dei retbili.

3) L’arginasi & presente anche nei reni dei mammiferi. Perd, mentre
I'arginasi epatica si riscontra sia negli estratti acquosi sia nel succo ricavato
con la pressa di Buchner, 1'arginasi dei reni dei mammiferi non si pud rica-
vare con la semplice estrazione acquosa.

4) Ugualmente 1'arginasi si mostra assente, ricercata col metodo titri-
metrico, negli estratti acquosi della milza, mucosa intestinale, muscoli dei
mammiferi, come pure negli estratti acquosi degli stessi organi degli uccelli,
anfibi, rettili e pesei.

5) I reni degli uccelli rappresentano 1'unica eccezione di fronte ai
reni e ad altri organi (fegato escluso) dei rimanenti vertebrati, poiche, ana-
logamente all'arginasi del fegato dei mammiferi, anfibi e pesei. 1'arginasi
dei reni degli uccelli & presente anche negli estratti acquosi degli organi
medesimi.

Di questi fatti, due meritano speciale considerazione, poiché sono in
evidente rapporto colla funzione dell'arginasi nell'organismo :

1) La mancansa dell’arginasi nel fegato di quei soli vertebrati,
presso i quali il [egato elabora acido wurico al posto dell urea (cioé a
dire uccelli e rettili); e la presenza di essa in tulli ¢ rimanenli wverte-
brati, presso ¢ quali il fegato elabora wrea (cioé a dire mammiferi,
anfibi e pesci).

2) La presenza dell arginasi nei reni dei mammiferi. ma la impos-
sibilita di ottenerla colla semplice estrasione acquosa del tessuto renale
anche delle allre classi dei vertebrali, con ['unica eccezione rappresen-
tata dai reni degli uccelli, nel cui estratto acquoso l'arginasi é presente.

A questi due fatti singolari, che si riscontrano nello studio della distri-
buzione dell'arginasi nelle diverse classi dei vertebrati, fanno riscontro due
importantissime anomalie del ricambio catabolico dell’azoto. Infatti. nel
fecato di quei soli vertebrati (uccelli e maggioranza dei rettili) in cui, al
posto dell’urea vieme elaboralo acido wrico, l'arginasi ¢ assente: questo
fatto rappresenta la dimostrazione di natura biologica, che finora ci mancava,
della partecipazione effettiva dell’arginasi, nel fegato dei mammiferi (anfibii e
pesci), alla elaborazione dell'urea. La presenza, d'altra parte, dell'arginasi
nei reni degli uccelli (in condizioni diverse che nei reni dei mammiferi),
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contemporanea alla assenza di essa nel fegato del medesimi, ¢l illumina sul
formasione dell’ acido orntturico, che, come
1) tra i prodotti catabolici dell'urina di questi

purico; infatti, l'ornitina necessaria

el

risulta dalle ricerche di Jaffe (
vertebrati occupa il posto dell acido ip
dell’acido orniturico non

elerminismo /u\tO{Ou/((l della

alla formazione si pud originare che dalla seis-
sione idrolitica della molecola dell’ arginina:
dell'arginasi avviene nell'organismo dei mammiferi prinei-

la scissione idrolitica dell'argi-

nina per opera
palmente nel fegato, dove
zione (%), e in minima parte nei reni;

I'ornitina formatasi subisce subito la desamina-
. negli uccelli, Invece, la seissione idroli- e

tica dell'arginina, non potendo avere luogo nel fegato (dove l'arginasi manca)

deve evidentemente avvenire, in principal
dall'acido benzoico che si trova eventualmente

luogo, nei reni; qui I'ornitina for-

matasi, viene subito legata
presente, e apparisce nell'urina in forma di dibenzoilornitina o acido orni-
turico.

To credo che noi ci troviamo di fronte a dei fatti di natura biologica,

quali tendono a dimostrare indirettamente che

che finora erano sconosciufl,

questo fermento partecipa attivamente all'intimo meccanismo dei fenomeni

del ricambio catabolico dell'azoto dell’organismo animale, e lo fanno pereid
assurgere tra i fermenti dell'oreanismo. a un posto di importanza fisiologica di

prim’ordine.

Ecologia vegetale. — 0 uno speciale tipo di isolatore per
evitare la fecondazione inerociata nelle barbabietole madri. Nota
di 0. MuneraTI, presentata dal Socio R. PIROTTA.

Mentre mi riserbo. con i miei colleghi dottori G. Mezzadroli e T. V.
Zapparoli, e con la scorta dell'abbondante materiale di osservazione rac-
colto alla R. Stazione Sperimentale di bieticultura, di esaminare il pro-
blema — di una sostanziale importanza dal punto di vista della selezione —
se per la barbabietola da zucchero il principio della selezione individuale (°)

Berichte der deutsche Chemische Gesellschaft, /0, 1925 (1877); 11,

f physiology, voll. 32, 137 (1905); 23, 106 (1996).

maggioranza degli sperimentatori e dei selezionatori, 1'auto-

la barb la & considerata come causa di degenerazione del tipo.

Confrontisi: bibliografia (scarsa e frammentaria), fino al 1907, in comunicazione di
Andrlik. Bartos e Urban, Der Einfluss der Fremd- und Selbst-be, ruchtung Jauf den
Zuckergehalt der Nachkommen der Zuckerrube. Zeitschrift fiir Zuckerindustrie in Bohmen,
XXXIT Jahrgang, 1907-1908, pag. 373. Da segnalarsi inoltre: Laurent E., Recherches
sur la descendence des betteraves A sucre exirémement riches, Journal des Sociétés Agri-
es du Brabant et du Hainaunt, 1902, 42, pag. 887; Andrlik, Bartos e Urban, Der
Einfluss der Selbsthefruchtung auf die Degenerierung der Zuckerribe, Zeit. f. Zuck. in




