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vitro (in p r e s e n z a  di v a r i  s u b s t r a t i :  l i ev i to  o e s t r a t t i  di  
t e s su t i  an ima l i )  la  fos for i laz ione  de l la  t i a m i n a  a v v i e n e  
pe r  t r a s f e r i m e n t o  di r ad i ca l i  fosfor ic i  d a l l ' A T P  a l la  
t i a m i n a  l i b e r a  o a l la  t i a m i n a  m o n o f o s f a t o ,  si p u 6  a v a n -  
zare l ' i po te s i  che  de f i c i enza  di e s t e r i  fosfor ic i  r i cch i  di 
energ ia  e d i f e t t o  di fos for i l az ione  de l la  t i a m i n a  ne l l ' o r -  
gan i smo  d i a b e t i c o  s i ano  in q u a l c h e  m o d o  l ega t i  f ra  di 
loro. 

Se t a l e  i po t e s i  ~ e s a t t a ,  la  s o m m i n i s t r a z i o n e  di i n s u l i n a  
d o v r e b b e  essere  s e g u i t a  n e l l ' o r g a n i s m o  d i a b e t i c o  o l t re  
che d a  u n  a u m e n t o  de l l a  d i f o s f o t i a m i n a ,  a n c h e  d a  u n  
a u m e n t o  di A T P .  

A b b i a m o  p reso  in  c o n s i d e r a z i o n e  n e l l a  p r e s e n t e  r i ce rca  
il c o m p o r t a m e n t o  del  fosforo l ab i le  (PATP) (cos t i tu i to ,  
come  ~ no to ,  e s s e n z i a l m e n t e  da l  fosforo che si l i b e r a  pe r  
idrolisi  de l I 'ATP)  n e l l ' a n i m a l e  d i a b e t i c o  in  r a p p o r t o  
a l l ' az ione  de l l ' i n su l ina .  P o i c h b  d ' a l t r a  p a r t e  a v e v a m o  
d i m o s t r a t o  c h e l a  d i f o s f o t i a m i n a  esp l ica  nel  d i a b e t e  
p a n c r e a t i c o  u n ' a z i o n e  i n su l i nos imi l e  1, ci ~ p a r s o  in t e r e s -  
san te  s t u d i a r e  a n c h e  il c o m p o r t a m e n t o  del  PATP dopo  
s o m m i n i s t r a z i o n e  di  q u e s t o  c o e n z i m a .  

A ta le  scopo a b b i a m o  d e t e r m i n a t o  iI PATP del  l e g a t o  
secondo il m e t o d o  di POTTER e t  c o l l a b o r a t o r i  z in  11 r a t t i  
normal i ,  in  11 r a t t i  d i a b e t i c / e d  in  11 r a t t i  d i a b e t i c i  dopo  
t r a t t a m e n t o  r i s p e t t i v a m e n t e  con  i n s u l i n a  e con  difosfo-  
t i a m i n a  (DPT)  3. 
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2 ° S in tes i  d e l l ' A T P  p e r  l ' e n e r g i a  che  si l i b e r a  in  
s egu i to  a l ia  deca rbos s i l a z ione  o s s i d a t i v a  de l l ' a c ido  p i ru-  
r i c o  s eco n d o  il s e g u e n t e  s c h e m a :  
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p r o s p e t t a t i .  
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I s t i t u t o  di C h i m i c a  B io log ica  del l 'Univers i tY,  di R o m a ,  
il 25 a g o s t o  1951. 

S u m m a r y  

T h e  lab i le  p h o s p h a t e  (PATe) of t h e  l ive r  of a l l o x a n  
d i a b e t i c  r a t s  is lower  t h a n  t h a t  of n o r m a l  ra ts .  B o t h  
i n s u l i n  a n d  d i p h o s p h o t h i a m i n e  a d m i n i s t r a t i o n  b r i n g  
t h e  PATP c o n t e n t  of t h e  l iver  of d i a b e t i c  r a t s  b a c k  t o  
n o r m a l  va lues .  

S u g g e s t i o n s  a re  m a d e  as  t o  t h e  p r o b a b l e  m e c k a n i s m  
of a c t i o n .  

Media dei valori del PATP di fegati di ratti normali e diabetici per 
allossana. Ai ratti  diabetic/l 'insulina b stata iniettata per via intra- 
muscolare alla dose di 30 U.I./kg e la difosfotiamina (DPT) alia 
dose di 45 mg/kg. Gli animali trat tat i  venivano uccisi per deca- 
pitazione 60 e 90 minuti dopo la somnfinistrazione dell'insulina e della 

DPT rispettivamente. 

Ques t i  r i s u l t a t i  d i m o s t r a n o  che  net  r a t t i  d i abe t i c i  pe r  
a l lossana  si h a  u n a  d i m i n u z i o n e  del  PATP del l e g a t o :  ci6 
c o n f e r m a  le p r e c e d e n t i  r i ce rche  di MOSCHINI, CAHN e 
HOUGET e di ]3ACCARI 4. Sia l ' i n s u l i n a  c h e l a  D P T  ri-  
p o r t a n o  i va lo r i  del  PATP a l la  n o r m a .  

S iamo q u i n d i  a u t o r i z z a t i  a d  a m m e t t e r e  che  e n t r a m b e  
ques t e  s o s t a n z e  ag i scono  in  u g u a l  m i s u r a  su l la  s in tes i  
d e l l ' A T P  n e l l ' a n i m a l e  d i abe t i co .  

L ' i n c r e m e n t o  d e l I ' A T P  dopo  s o m m i n i s t r a z i o n e  di 
i n su l ina  si p u 6  a sc r ive r e  a l l a  n o r m a l i z z a z i o n e  del  m e t a -  
bol ismo gl ic idico d a  p a r t e  di q u e s t o  o r m o n e .  

Pe r  q u a n t o  r i g u a r d a  l ' a z ione  de l l a  D P T  si pos sono  
pifi p a r t i c o l a r m e n t e  p r e n d e r e  in  cons ide raz ione  i due  
seguent i  poss ib i l i  m e c c a n i s m i :  

1 ° A p p o r t o  d i r e t t o  di  r ad ica l i  fosforici  da l l a  D P T  
a l l ' A T P  secondo  il s e g u e n t e  equ i l ib r io  r eve r s ib i l e :  

1 N. SILIPRANDI, Acta Vitaminologica 4, 249 (1950). 
2 V. R. POTTER, G. A. LE PAGE e H. L. KLUG, J. Biol. Chem. 175, 

619 (1948). 
a La difzsfotiamina ci ~ stata gentilmente fornita dalla Ditta 

Cuto]o di NapAi. 
4. A. MOSEHINI, C. r. Soc. Biol. 111, 668 (1932). - Tit. CAHN e 

J. HOUnET, C. r. Acad. Sci. Paris 203, 354 (1936). - V. BACeARI, 
Boll. SoP. it. Biol. Sper. 26, 356 (1949). 

Triosephosphates and Pyruvic Acid Inter- 
mediates in Fermentations of Pentoses by Living 

Cells of Clostridium acetobutglieum 

T h e  f e r m e n t a t i o n  of pen toses ,  a c c o r d i n g  to  t h e  t h e o -  
r ies g e n e r a l l y  a d o p t e d ,  m a y  t a k e  p lace  in  o n e  of t w o  
d i f f e r e n t  ways  : 

(a) b y  f iss ion b e t w e e n  t h e  c a r b o n s  2 a n d  3 of p e n t o s e s  
w i t h  f o r m a t i o n  of g l y c o l a l d e h y d e  a n d  g l y c e r a l d e h y d e  or  
t h e i r  p h o s p h o r i l a t e d  d e r i v a t i v e s  1; 

(b) b y  o x y d a t i v e  d e c a r b o x y l a t i o n  y i e l d i n g  t e t r o s e s  
a n d  t r ioses  2. 

As  i n d i r e c t  e v i d e n c e  in s u p p o r t  to  t h e  f i r s t  h y p o t h e s i s ,  
t h e r e  a re  t h e  r e c e n t  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  of RAPPOPORT 
et al. a a n d  LAMPEN et al. 4 o b t a i n e d  f r o m  t h e  f e r m e n t a -  
t i o n  of 1 - a r a b i n o s e - l - C  14 a n d  d - x y l o s e - l - C  14 b y  Lacto- 
bacillus pentoaceticus. 

T h i s  b a c t e r i u m  c o n v e r t s  b o t h  t h e  p e n t o s e s ,  a l m o s t  
q u a n t i t a t i v e l y ,  i n to  ace t i c  a n d  l ac t i c  ac ids  in  equi -  

1 E. B. FRED, W. H. PETERSON, and A. J. DAVENPORT, J. Biol. 
Chem. 39, 347 (1919); 42, 175 (1920); 53, 111 (1922).--1. B. VAN DER 
LEK (Dissertation, Delft 1980).-M.J.JoriNsoN, W. H. PRTERSOU, 
and E. B. FRED, J. Biol. Chem. 91, 570 (1931). ' 

2 F. LIPbIANN, Nature 138, 588 (1936).--O. ~VARBURG and W. 
CItRISTIAN, Biochem. Z. 292, 287 (1937).--F. DICKENS, Bioehem. 21. 
32, 1626, 1645 (1938). 

a D. A. RAPPOPORT, H.A.  BARKER, and W.Z.  ASSID, Arch. 
Bioehem. Biophys. Zl, 326 (1951). 

4 j .  O. LA~tPEN, H. GEST, and J. C. SOWDEN, J. Bact. al,  97 
(1951). 
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m o l e c u l a r  y ie lds .  I n  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  p e n t o s e s  
l abe l l ed  in  C-I ,  all  r a d i o a c t i v e  a t o m s  were  f o u n d  in t h e  
m e t h y l  c a r b o n  of ace t i c  ac id  a n d  n o t  in  t h e  c a r b o n s  of 
l ac t i c  acid.  T h i s  r e s u l t  p r o v e s  t h a t  t h e  m e t h y l -  a n d  car -  
b o x y l - g r o u p s  of ace t i c  ac id  de r ive  r e s p e c t i v e l y  f r o m  
c a r b o n s  1 a n d  2 of a r a b i n o s e  or  xylose .  A c c o r d i n g  to  t h e  
a u t h o r s  m e n t i o n e d  a b o v e  ~, t h e  c o n v e r s i o n  of c a r b o n s  1 
a n d  2 of p e n t o s e s  i n t o  m e t h y l - a n d  c a r b o x y l - g r o u p s  
r e spec t i ve ly ,  sugges t s  t h a t  a k e t o p e n t o s e  or  a s i m i l a r  
p h o s p h o r y l a t e d  d e r i v a t i v e  is f o r m e d  as a n  i n t e r m e d i a t e .  

I f  t h e  f i ss ion  occurs  b e t w e e n  c a r b o n s  2 a n d  3, t h e  
i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  s h o u l d  be  glycol-  a n d  g lycera l -  
a l d e h y d e s .  

F r o m  b a c t e r i a l  cel l-free p r e p a r a t i o n s ,  ]RACKER e h a s  
f o u n d  t h a t  t r i o s e p h o s p h a t e s  are  i n t e r m e d i a t e s  in  t h e  
b r e a k d o w n  of p e n t o s e - 5 - p h o s p h a t e ,  a n d  t h i s  a u t h o r  was  
ab le  to  a c c o m p l i s h  t h e  c o n d e n s a t i o n  of t r i o s e p h o s p h a t e s  
w i t h  g l y c o l a l d e h y d e  in t h e  p r e sence  of a ldo lase  of r a b b i t  
musc le .  

T h e  s y n t h e s i s  of r i b o s e - 5 - p h o s p h a t e  was  o b t a i n e d  b y  
MARMUR a n d  SCHLENK 3 f r o m  g l y c o l a l d e h y d e p h o s p h a t e  
a n d  f ruc tose  1 - 6 - d i p h o s p h a t e  as source  of t r iose .  

T h e  p r o b l e m  of t h e  f i r s t  sp l i t  of p e n t o s e s  h a s  b e e n  
s t u d i e d  b y  us  u s i n g  p h e n y l h y d r a z i n e  o x a l a t e  (=  PO) as 
t r a p p i n g  a g e n t  in  f e r m e n t a t i o n s  of xy lose  a n d  a r a b i n o s e  
w i t h  l i v i n g  cells of Clostridium acetobutylicum. I n  o u r  
e x p e r i m e n t s  we were  ab le  to  f ix t r i o s e p h o s p h a t e s  a n d  
p y r u v i c  acid,  b u t  we were  u n a b l e  to  i d e n t i f y  g lycola l -  
d e h y d e  as p h e n y l h y d r a z o n e  4 or  g lyoxa l -o sazone .  W e  
c a n n o t ,  t he re fo re ,  de f in i t e ly  a s se r t  w h e t h e r  g l y c o l a l d e h y -  
de is or  is n o t  a n  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t  in  t h i s  f e r m e n t a -  
t ion ,  or  w h e t h e r  t h i s  p r o d u c t  is, in  some  p a r t i c u l a r  fo rm,  
h a r d l y  r ecogn i s ab l e  or  d e t e c t a b l e  in  t h e  m i d s t  of o i ly  
p r o d u c t s  in  t h e  e t h e r  e x t r a c t s  of t h e  m e d i u m .  

T h e  f i x a t i o n  of t r ioses  a n d  p y r u v i c  ac id  as y e t  n o t  
i so l a t ed  f r o m  b a c t e r i a l  f e r m e n t a t i o n s  of p e n t o s e s  b y  
l iv ing  cells , is in  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  
t h e  C-3 m o i e t y  of p e n t o s e s  is f e r m e n t e d  v i a  t h e  n o r m a l  
w a y  of hexoses .  I t  is also s u p p o r t e d  b y  t h e  f i x a t i o n  of 
t h e  s ame  i n t e r m e d i a t e s  f r o m  f e r m e n t a t i o n s  of g lucose  5 
a n d  b y  t h e  i so l a t ion  of p h o s p h o g l y c e r i c  ac id  f r o m  fer-  
m e n t a t i o n  of a r a b i n o s e  b y  d r i ed  cells of Propionibac- 
terium pentosaceum 6. 

A c e t a l d e h y d e  was  n o t  t r a p p e d  e i t h e r  in  f e r m e n t a t i o n s  
of g lucose  or in  f e r m e n t a t i o n s  of pen toses ,  a n d  t h e r e f o r e  
i t  is m o s t  p r o b a b l e  t h a t  t h i s  p r o d u c t  is n o t  a n  i n t e r -  
m e d i a t e  in  b u t y l  a l coho l  f e r m e n t a t i o n .  

Experimental Results 
The  p r e p a r a t i o n  of e x p e r i m e n t  was  t h e  s a m e  as in  a 

p r e c e d i n g  p a p e r  2 : Clostridium acetobutylicum was g r o w n  
in 2500 ml  of MCDANIEL'S m e d i u m  c o n t a i n i n g  2 %  of 
glucose  a n d  50 m l  of g r o w t h  f a c t o r s  (yeas t  a n d  l i v e r  
a u t o l y s a f e ) .  A f t e r  12 h o u r s  of i n c u b a t i o n ,  t h e  cells were  
h a r v e s t e d  b y  m e a n s  of a S h a r p l e s  c en t r i f uge ,  w a s h e d  
a n d  i m m e d i a t e l y  s u s p e n d e d  in  1000 m l  of t h e  s a m e  
m e d i u m  a t  1 %  of 1 - a r ab inose  or  d -xy lose ;  a r a b i n o s e  is 

1 D. A. RAPI~OPORT, H. A. BARKER, and W. Z. ASSlD, Arch. Bio- 
chem. Biophys. 31, 326 (1951).--J. O. LA~IPEN, H. GEST, and J. C. 
SOWDEN, J. Bact. 61, 97 (1951). 

2 E. RACKER, Federation Proc. 7, 180 (1948). 
3 j .  MARMUR and F. SCHLENK, Arch. Biocheln. Biophys. 31, 154 

(1951). 
4 H. O. L. FXSCHER and C. TAUBE, Ber. Dtsch. chem. Ges..59, 

851 (1926}. 
5 V. BOLCATO, M.E. SCEVOLA, and G.F. BETTINETTI, Arch. 

Biochem. ZO, 291 (1950). 
6 H. A. BARKER and F. LIPMANN, J. Biol. Chem. 179, 247 (1949). 

s h o w n  to  be  b e t t e r .  T h e  m e d i u m  was  m a d e  a n a e r o b i c  by  
s w e e p i n g  o u t  t h e  a i r  w i t h  CO 2. T h e  P O  sa l t  was  a d d e d  
in  t w o  h o u r s  in  t h r e e  p o r t i o n s  of 0.4 g e a c h  d i s so lved  in 
50 m l  of d i s t i l l ed  w a t e r  c o n t a i n i n g  0.2 g of N a 2 H P O , .  
A f t e r  12- -15  h o u r s  i n c u b a t i o n ,  t h e  m e d i u m  was  cen t r i -  
f uged  a n d  t h e  c lea r  l iqu id  a n a l y s e d  for  f ixed  p r o d u c t s  
a c c o r d i n g  to  t h e  p r e c e d i n g  p a p e r s L  

Triosephosphates were  c o n v e r t e d  i n t o  m e t h y l g l y o x a l -  
2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  : 

m . p .  C a l c u l a t e d  N % F o u n d  
298 ° 25"93 25.85 

A m o u n t  p r o d u c e d :  0 .1--0 .15 g p e r  mil le .  

Pyruvic acid was i so l a t ed  as p h e n y l h y d r a z o n e  by  
c o n t i n u o u s  e t h e r  e x t r a c t i o n  of t h e  m e d i u m  c o n c e n t r a t e d  
1 :3 :  

m . p .  C a l c u l a t e d  N % F o u n d  
188 ° 15.73 15.87 

A m o u n t  p r o d u c e d :  0 .1- -0 .2  g p e r  mille.  

Acetaldehyde : no  a c e t a l d e h y d e  was  f o u n d  in  t h e  dist i l-  
l a t e  f r o m  t h e  m e d i u m  of p y r u v i c  ac id  a d d e d  for  f reeing 
a c e t a l d e h y d e  f r o m  p h e n y l h y d r a z i n e  *. 

The author's thanks are due to S. A. Distillerie Agricole di Tresi- 
gallo for their support of this work. 

V. :BOLCATO, M. E.  SCEVOLA, a n d  M. A.TISSELLI 

I n s t i t u t e  of P h a r m a c e u t i c a l  C h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  of 
P a v i a ,  A u g u s t  17, 1951. 

Riassunto 

D a  f e r m e n t a z i o n i  dello xi los io  e d e l l ' a r a b i n o s i o  con 
cel lule v ive  di  Clostridium acetobutylicum ~ s t a t o  p0ss ib i le  
i so la re  i t r i o so fos fa t i  e l ' a c i d o  p i ruv ico .  I1 r i s u l t a t o  de- 
p o n e  a f avo re  de l l ' i po t e s i  c h e l a  reefS, a C-3 dei  pen tos i  
v e n g a  d e m o l i t a  s econdo  lo s c h e m a  di Meyerhof .  

1 V. BOLCATO, M.E. SCEVOLA, and G.F. BETTINETTI, Arch. 
Bioehem. 29, 291 (1950).--V. BOLCATO, M. E. SCEVOLA, and G.C. 
Bussx, Naturwiss. 38, 236 (1951). 

2 Since this papcr has been submitted for publication, a work 
of R. KAUSHAL, P. JOWErT, and T. K. WALKER, Nature 167, 949 
(1951) on the isolation of glycolaldehyde in the iermentatiou of 
pentoses by Acetob~cter acetigenum is appeared. 

U t i l i s a t i o n  du c i t ra te  par  Escherichia coli 

Escherichia coli es t  g 6 n ~ r a l e m e n t  cons id6r~  c o m m e  une  
b a c t 6 r i e  ne  p o u v a n t  u t i l i s e r  le c i t r a t e  c o m m e  source  
d '6nerg ie .  Ceffe  p ropr i~ t~  se r f  d ' a i l l eu r s  de  t e s t  p o u r  la 
d i f f6 renc i a t i on  des  b a c t 6 r i e s  co l i formes .  

T o u t  r 6 c e m m e n t ,  VAuGHN 1 e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  on t  
m o n t r 6  que  Escherichia coli p e u t  c e p e n d a n t  u t i l i s e r  le 
c i t r a t e  p o u r  sa  c ro i s sance  5. c o n d i t i o n  d ' a j o u t e r  au  mil ieu 
de c u l t u r e  u n  a n t r e  s u b s t r a t  (glucose, f ruc tose ,  p e p t o n e ,  
etc.) .  

I1 ~ t a i t  i n t 6 r e s s a n t  de r e c h e r c h e r  si Escherichia coli 
cu l t iv6  d a n s  ces c o n d i t i o n s  p o u v a i t  acqu6r i r  l a ' f a c u l t 6  
d ' u t i l i s e r  e n s u i t e  le c i t r a t e ,  s ans  a u t r e  sou rce  de  c a r b o n e  
p o u r  la  r e s p i r a t i o n  e t  la  f e r m e n t a t i o n .  

Nos  exp6r i ences  o n t  6t6 fa i tes  avec  des  bac t6 r i e s  n o n  
p r o l i f 6 r a n t e s :  Escherichia coli (souche  M) es t  cu l t iv6  en 
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