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Fisiologia., — Ricerche sull’arginasi. N1: Modificazione al
LS . Nota del dott. ANTO-

S. BAgLIONT (®).
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NINO CLEMENTI, presentata dal Co

a) FoNDAMENTO TEORICO. - 11 metodo ner lo tudio dell’areinasi da me
elaborato d tto 1913-14 consiste nel dosaceio dell’azoto aminico
in posizione delta d ornitina, che si mette in libertd in secuito alla

SCiss litica d 10 1 dell’argin ["impiego del metodo del
dosagaio al rmolo 1 g to che arginina si comporta alla
utolazione al formolo, ¢ome wun 10 monovalente, laddove l'ornitina, che
leriva dal ission lrolitica dell'are i nporta come un acido
bivalente 1 questo 0 SOno riu ( i\ re una delle maggiori
dif che 1 12 pre consistente nel lungo
e indagin losag n | | I nitrato d'argento;
non si supe ( nte d go e difficile metodo
di prepa on aroin ) t puro di solfato. ado-
p U0 come sn Lo se 1per Lifficolta e di va!sltil!'[f
¢ I'L( v dell'ar | { n ) ho pensato
di e o substrato G reinina llo stato di solfato,

o I'edestina (il quale,

liberato media ) 0l n ban 11’ ) sol co e dalle sostanze
uminiche coutiene o ’ ) al ( li altrli aminoacidi
dell'edestina ) quantita di am Hiaca ) il precipitato otte-
nuto con acido fosfovolframico la tal 1quido 1 1st (il gnale, come
€ noto, risulta costituito dalle basi esonicl , Oltre che da una piccola quantita

di ammoniaca). 11 fondam nto teorico dell'nso di questi liquidi come substrato

per 1a ricerca dell 1r'o1nasi

ruente: in hase alle analisi
chimiche esistenti [Kossel e Kutscher (1. ne lamo affermare, che in questi
“qui"li non e presente, tranne l'arcinina una sostanza chimica la ([H;lll:
per azione dei tessuti in vitro, dia luogo ad un aumento dell'azoto
titolabile al formolo teoricamente quindal, ognl anmento della quantita di
azoto titolabile al formolo,

uti od organi, si puo

1) Lavoro eseo ito nell’Istitnto di Pisi
?) Pervenuta all'Accademia il 23 agosto 1922

ma della R. Universita di Roma.

') Kossel e Kutscher, 1
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considerare come 1’indice della scissione dell'arginina presente, mentre la |

: mancanza di aumento della quantitd dell'azoto titolabile al formolo si pud ':“
considerare come indice della mancata scissione dell’arginina. ; |
Per la dimostrazione del rigore del principio, su cui si fonda tale modi- ‘ 2 f
ficazione alla teenica del metodo, e dell'esattezza dei risultati, che sperimen- <
talmente se ne ottengono, \'erperimentum crucis consiste nel fare agire sul ‘ Ik |

substrato rappresentato dal liquido di idrolisi o dal precipitato fosfovolframico ; '
del liquido dell’idrolisi di edestina, tessuti nei quali e presente 1'arginasi il |

(fegato di mammiferi) e tessuti nei quali 1'arginasi & assente (distrutta dal ‘ fb:‘
calore (fegato di mammiferi Dollito) o assente naturalmente (fegato di ; Vi

sauropsidi) (1)) e ricercare, se nel primo caso ha luogo aumento dell’azoto ‘ ""J!
titolabile al formolo, e se nel secondo tale aumento manca. | i }

; 1§ ¢
‘ b) TECNICA E RISULTATI 10) Impiego del liquido duv idrolisi del- ‘ ﬁ
1 Ledeslina come substrato per i 7 {’4

|
L ricerca dell’ arginasi negls organi. 11 liguido 1
di idrolisi dell edestina (ottenuto bollendo in apparecchio a ricadere su bagno ‘
di sabbia per 48 ore 100 grammi di edestina in 750 centim. cubi di acido 1
solforico al 20 °/,) viene liberato dall'acido solforico e dalle sostanze uminiche

per precipitazione con barite, il filtrato debolmente acido viene concentrato
ato esattamente al tornasole

Z

’ per evaporazione su bagno-maria e neutrall
‘ con idrato di sodio. A questo liquido cosi preparato e distribuito in diverse

beute nella quantith di 5 o 10 cec., sl aggiungono volumi esattamente

misurati di poltiglia di organo diluita con soluzione fisiologica di cloruro di
sodio o ottenuta pestando in mortaio di porcellana con polvere di quarzo il

tessuto o Loreano in cui si ricerca l'arginasi; identico volume della stessa

poltiglia d’organo senza aggiunia di liguido di idrolisi viene usata come con-

trollo: a tutti i campioni si aggiungono alcuni ce. di toluolo; le beute

vengono poste in termostato a 37°-40° per alcuni giorni e quindi si procede (i1 e
alla titolazione al formolo fino al colore rosso Zntenso della fenolftaleina. i
{
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TABELLA L.

Quantita di NaOH '/,, 7z necessaria |
per titolare al formolo Dirat
’ 5 Arginina S
|
azoto
RGA? e LN Doltigli lil )
| di idrolisi corrispon- 1 3 n termostatc
fm T Tonto calcolata
| dell’edestina il'ornitina R 37°
| formatasi)
“ CL ({ec.) (ce.) mg. (gwrni)
|
Fegato di scimmia (na- | [
30.5 36. ¥ 156 | 3
R ) : ‘
T 1 . |
Hegato d1 scimmia ( |
<1s) bollito ;
perimezziora: o, 30.5 36 6. ( 0.0 0 i 3
Fecato umano. . . 30.5 7.0 3.2 3.8 132 ‘ 3
Fegato di gallina . . 30.5 32.5 91 ! (i) ! |
|
ecato di ratto albino ol.o 36.9 250 " 35 [ {
2°) Impicgo delle bast esomiche dell’edestina come Substrato ver la
pre|

ricerca dell'arginasi negit organi. 11 liguido d'idrolisi dell'edestina (otte-
nuto come sopra) viene liberato dalle sostanze uminiche e dall’acido solforico
mediante precipitazione con barite; il filtrato avente un'acidith del 5 9!
viene precipitato con acido fosfovolframico; 1'acido fosfovolframico viene
allontanato mediante precipitazione con barite e 1'eccesso di barite viene
allontanato facendo passare attraverso il filtrato una corrente di anidride car
bonica; il filtrato cosi ottenuto é rappresentato dalle basi esoniche e dalla
ammoniaca allo stato di carbonati sultando dalle mie ricerche precedenti,
che l'arginina allo stato di carbonato non pud adoperare come substrato
per la ricerca dell’arginasi impiegando la titolazione al formolo, ho allontanato
'acido carbonico mediante barite e il lieve eccesso di barite mediante precipita-

zione con acido solforico ; il liguido cosi ottenuto (nel quale sono presenti sola
mente solfato di 211‘qlllff|:l. solfato di lisina e solfato di istidina oltre una ]m-(-ul,.
quantitd di cistina e di solfato di ammonio), neutralizzato esattamente al torna-
sole con idrato di sodio, viene usato come substrato: a tal uopo si distribuisce in
diverse beute, nella quantitd, esatbamente misurata, di 5 o 10 ce. e si aggiun-
gono volumi, esattamente misurati, di poltiglia di organo diluita con soluzione
fisiologica di eloruro di sodio, e ottenuta pestando finemente in mortaio di
porcellana, con polvere di quarzo, il tessuto o 1'organo, in cui si vuole ricer-

care l'arginasi; identico volume di poltiglia d'organo viene usato come con
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trollo; a tntti i campioni si aggiungono aleuni ce. di toluolo; le beute ven-
gono poste in termostato a 37°-40° per aleuni giorni e quindi si procede
alla titolazione al formolo (per ottenere risultati esatti & necessario raggiun-

gere nella titolazione il colore rosso infenso della fenoltaleina).

TaBeLLa II.

‘ Quantita di NaOH '/,, z necessaria
[ per titolare al formolo
[ BT T - SR Durata
[ Arginina
| i e VT della
| azoto
’ | aminico scissa permanenza
(URaAND la poltiglia | liberato i
i (corrispon- in termostato
Yorgan AUnts (calcolata) e
: ; allornitina (1) a 37
dell’edestina fc
d'organo ‘
(ve.) | (ce.) ce.) (ce.) (mg.) (giorni)
! |
Fegato di scimmia (i10- | ‘ !
Cus resus) 10.4 15.4 | 2.1 2.9 100 {
|
Fecato di seimmia (/-
wcrs resus) bollito ‘ |
per mezz'ora - 10.4 11.8 | 1.4 | 0.0 0 {
[
Fegato umano. . . . e 9.0 2.0 | 1.8 62 4
Fegato di gallina . . b9 6.8 ‘ 1.8 ! 0.0 0 {
Fegato i ratto albino 5.2 8.4 ‘ IRASENI S Q 62 4
|

CONCLUSIONL.

Dalle esperienze surriferite risulta, che facendo agire in vitro in pre-
senza di toluolo sul liquido di idrolisi o sul precipitato fosfovolframico
(basi esoniche) del liquido di idrolisi acida di edestina la poltiglia di fegato di
mammiferi (scimmia, womo, ratto), in cui l'arginasi e presente, si ha un forte
aumento dell'azoto titolabile al formolo, mentre questo aumento non ha luogo
se si adopera il fegato di mammiferi bollito o il fegato di sauropsidi (gallina),
in cui l'arginasi & assente. In base a tali risultati possiamo concludere, che
l'aumento dell'azoto titolabile al formolo nel liguido di idrolisi o nel preci-
pitato fosfovolframico del liguido di idrolisi acida di edestina su cui abbia
agito la poltiglia d'organo corvisponde all'ornitina formatasi per la scissione
dell’arginina operata dall'avginasi presente e quindi, che tale aumento del-
l'azoto titolabile al formolo, conformemente alla teoria, & 1 indice della

presensa dell’arginasi in wn orgino o ¢n un liquido dell’organismo.

(') La quantitd di arginina scissa si ottiene moltiplicando il numero di eme. di
NaOH !/,,, che corrisponde all’aumento dell'N titolabile al formolo, per il fattore co-
stante 84,79 (2.8 X 4 %X 3,1071). Questi dati possono utilizzarsi per I’elaborazione di un

nuovo metodo di dosaggio dell'arginina presente nei tessuti e nelle proteine.
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