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I1 m e t o d o  di  p reparaz ione  de l l ' e s t ra t to ,  le condizioni 
spe r imen ta l i  segui te  helle p rove  enz imat iche ,  e i me tod i  
di dosaggio, sono descr i t t i  nella no ta  p receden te  1. L 'un ica  
va r i an t e  era  cos t i tu i t a  da l l ' agg iun ta  del  F - 1 , 6 - P  alle 
p rove  enz ima t i che  c o n t e n e n t i  il G-6-P  (o il F-6-P) .  P rove  
enz imat iche  di control lo  c o n t e n e v a n o  il solo F-1 ,6-P .  I 
r i su l ta t i  med i  o t t e n u t i  da  d iverse  esper ienze  sono rias- 
sun t i  nella Tabella.  

T abella 

Substrato 

, i  

7,5 ~M glucoso-6-P 
7,5 ptM glucoso-6-P+ 1,8 ~tM fruttoso- 

1,6-P 
1,8 ~tM f ru t tosod,6-P  

~z3I eptoso/mg 
N2 proteico 

0,15 

0,56 
0,12 

sarebbe s t a t a  e v i d e n t e m e n t e  mo l to  maggiore ,  in q u a n t o  
sa rebbe  a u m e n t a t o  di  concen t r az ione  il s u b s t r a t o  che fa- 
ceva da fa t to re  l imi t an te  nel caso del la  ep to fo rmaz ione  a 
par t i re  da  G-6-P o da  F - l ,  6-P s e p a r a t a m e n t e .  
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Summary 

F-1,6-P has been shown to  increase t he  r a t e  of 'non-  
oxyda t ive  hep to fo rma t ion '  f rom g lucose -6 -phospha t e  a n d  
f ruc tose-6-phosphate  in e n z y m a t i c  p r e p a r a t i o n s  of r a t  
skeletal  muscle. The mechan i sm of th is  increase  - p r o b a b l y  
due to  t r iose-phosphate ,  fo rmed  b y  a ldolase  ac t ion  on  
F - I , 6 - P  - is discussed. 

Come si vede,  nelle p rove  enz imat iche  c o n t e n e n t i  il 
G-6-P  ins ieme al F - I ,  6-P, si aveva  la fo rmazione  di  un  
numero  di ~ M  di ep toso  mol to  superiore  alla s o m m a  dei 
valor i  o t t e n u t i  nelle due  p rove  in cui era  p re sen te  singo- 
l a r m e n t e  uno solo dei  due  subs t r a t i  *. 

Ques ta  maggiore  ep toformaz ione ,  a nos t ro  parere ,  suf- 
f r agherebbe  l ' i po te s i  f a t t a  p r e c e d e n t e m e n t e .  I r i su l ta t i  
o t t e n u t i  sono in fa t t i  fac i lmente  in te rpre tab i l i  a m m e t -  
t e n d o  che il meccan i smo  della ep to fo rmaz ione  sia ident ico  
in t u t t e  e t re  le prove .  Esso  p o t r e b b e  essere mol to  suc-  
c i n t a m e n t e  cost s chema t i zza to :  

G - - 6 - - P  

F ~ 6 - - P  

\ 
+ trioso • eptoformazione 

aldolasi 

F - - -1 ,6 - -P  

Secondo lo schema,  per  la ep to fo rmaz ione  sa rebbero  
necessar i  s ia  l 'esoso-6-fosfato q u a n t o  il tr ioso.  

Nelle nos t re  condizioni  sper imenta l i ,  nelle p rove  in cui 
era  p resen te  il solo G-6-P,  Ia velocitA di ep to fo rmaz ione  
sa rebbe  s t a t a  l imi ta t a  dalle t raeee  di t r ioso-fosfa to  pre-  
sent i  ne l l ' e s t r a t t o ;  nelle p rove  in cui era  p resen te  il solo 
F - l ,  6-P, il processo sa rebbe  s t a to  l imi ta to  dal la  q u a n t i t ~  
di F -6 -P  der ivato ,  d u r a n t e  l ' incubazione,  per  idrolisi del 
F - 1 , 6 - P  a livello del  legame fosforico in posizione 15. - 
Nelle p rove  infine in cui e rano  p resen t i  ins ieme a m b e d u e  
i subs t ra t i ,  G-6-P e F - l ,  6-P, la velocit~ di ep to fo rmaz ione  

a Lo stesso aumento, per quanto minore, si verifieava anche nelle 
prove in cui, accanto al F-l, 6-P, il G-6-P era sostituito dal F-6-P. 
Infatti, in presenza di 7,5 p.M di F-6-P + 1,8 p~M di F-I,6-P, si 
formavano 0,42 IzM di eptoso/mg di N~ proteico; in presenza invece 
delle sole 7,5 ~M di F-6-P, se ne formavano 0,19 [zM. 

s L'idrolisi del F-1,6-P 6 stata constatata dosando i fosfati liberi 
nel mezzo, prima e dopo l'incubazione, con il metodo di BERENBLOM 
e CHAIN 6. Tale idrolisi si svolgeva soltanto a livello del legame fosfo- 
rico in posizione 1. Infatti, come avevamo precedentemente consta- 
tato I, durante l'incubazione non si aveva alcuna idrolisi del 
legame fosforico in posizione 6 del G-6-P e del F-6-P. 

L'idrolisi del legame fosforico in posizione 1 del F-1,6-P, come 
abbiamo potuto constatare in prove enzimatiche a parte, veniva 
molto aumentata dall'aggiunta di Mg .-H-, il quale, come 6 noto, 
attiva la F-1,6-P-asi del muscolo scheletrico ~. 

Traceie di F-6-P erano d'altra parte gia inizialmente presenti nel 
preparato commerciale di F-1,6-P da noi usato (NBCo), come 6 
stato constatato mediante l'analisi elettroforetica su earta s. 

6 I. BERENBLUM e E. CHAIN, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
7 K, LOHMANN, Biochem. Z. 262, 137 (1933). 
8 H. E. WADE e D. M. MORGAN, Biochem. J. 60, 264 (1955). 

S u l l a  b i o c h i m i c a  d e l l a  fermentaz ione  citrica 
da parte dell '  Asper# i lu ,  niger 

I I  o. A ttivit~ aspartico-glutamico transaminasica 

In  un lavoro precedente  x abb iamo osserva to  che q u a n d o  
un  ceppo  selezionato di Asp. niger ven iva  co l t iva to  (col- 
t u f a  superficiale) per circa 30 ore in un te r reno  ca ren te  di 
azoto (BERNHAUER) in cui si aveva  accumulo  di acido 
citrico, il r appor to  t ra  la sua attivit~t succ ino-deidras ica  e 
quel la  <,citrico-deidrasica~ era molto  maggiore  r i spe t to  a 
quello che si aveva  allorch6 la s tessa muf fa  v e n i v a  colt i-  
v a t a  in un te r reno  comple to  (RAULIN) in cui l ' ac ido ci t r ico 
non si accumulava .  

Ques ta  osservazione suff ragava l ' ipotesi  che nel  nos t ro  
ceppo  di Asp. niger potesse esser operan te  il ciclo t r icar -  
bossilico di Krebs  e che l 'accumulo di acido citrico, che  si 
ver i f icava  allorch6 tale  ceppo veniva  col t iva to  in t e r r eno  
di BERNHAUER, fosse dovu to  ad una  def iciente  a t t ivi tA 
<~citricodeidrasica ~. 

Ques to  meccanismo non po teva  perb, da  solo, spiegare  
il f a t to  che l ' accumulo  di acido citrico, du ran te  la co l tu ra  
del  ceppo  hello stesso ter reno di BERNHAUER, a u m e n t a s s e  
via  via  nel t e m p o  in modo  ben superiore a quello i m p u t a -  
bile a l l ' accresc imento  della massa  miceliare. D ' a l t r a  pa r t e  
a b b i a mo  osserva to  che, coU'aumentare  del  t e m p o  di col- 
t u r a  in BERNHAUER, d iminuiva  nel micelio dell'Asp, niger 
l ' a t t iv i tA succino-deidrogenasica.  Questo,  a nos t ro  parere ,  
ind icava  che via  via nel t empo  d iminu iva  la veloci tg  di  
r i fo rn imen to  dell 'acido ossalacetico, sia a t t r ave r so  il ciclo 
tr icarbossi t ico,  sia anche a t t r averso  il ciclo bicarboss i l ico  
e v e n t u a l m e n t e  presente ,  perch6 la de idrogenaz ione  del-  
l 'acido succinico 6 una  delle t appe  obbligatorie ,  in a m b e -  
due  i cicli, per  la formazione del l 'acido ossalacet ico.  

Essendo  d ' a l t r a  par te  ques t ' u l t imo  il necessario p recur -  
sore per  la biosintesi  del l 'acido citr ico (corn'6 s t a t o  d imo-  
s t r a to  da  vari  autori*), b i sognava  pensare  che  nel  nos t ro  
ceppo sussistesse un altro meccanismo enz imat ico ,  for- 
nen te  acido ossalacetico, la cni a t t iv i t~  a u m e n t a s s e  du-  
r an t e  il t e m p o  di c01tura (30-48 h) in cui si ver i f icava  
l ' accumulo  di acido citrico. 

Nella  r icerca ogget to  di ques t a  nota ,  a b b i a m o  r ivol to  Ia 
nos t ra  a t tenz ione  a l l ' a t t iv i tk  a spar t i co -g lu tamico  t r ans -  
aminasica.  

1 V. MORET e M. LORINI, Rend. Acc. Naz. Lincei °3, 77 (1957). 
K. F. LEwis e S. WEINHOUSE, J. Amer. chem. Soe. 73, 2500 

(1951). - W. W. CLELANO e M. J. JOHNSON, J. Biol. Chem. 208,679 
(1954). - E. B. CtIAIN, Proc. 3 ° Cong. Int. Biochem. Bruxelles, 523 
(1955). 
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Attivith Attivith Acido eitrico accumulato 
succino-dcidrasica aspartico-glutaniico transanfinasica nel mezzo colturale (mg) 

30 h ,18 h 30 h 48 h 30 h 48 h 

8,0 
13,5 

7,8 
9,4 

11.3 
media: 10,0 

4,8 
6,5 
3,0 
3,6 
3,7 
4,4 

33,2 
25,1 
40,2 
46,8 
24,3 
33.9 

38,5 
30,5 
29,0 
42,8 
26,5 
33,4 

3,4 
6,3 
4,8 
3,1 
3,9 
4,3 

130 
156 
211 
204 
177 
175 

Le condizioni  ambien ta l i  di co l tura  (superficiale) del 
ceppo  di A s p .  niger in t e r reno  di BERNHAUER e la p repa -  
razione de l l ' e s t r a t to  enz imat ico  acellulare, sono quelle 
descr i t t e  nella n o t a  p r e c e d e n t e L  

Le de te rminaz ion i  ven ivano  eseguite  negli e s t r a t t i  dei  
due  miceli  o t t enu t i ,  dopo 30 h e dopo 48 h, dagli inoculi  
i a t t i  con la s tcssa  sospensione  di  spore, in modo  c h e i  
valori  o t t e n u t i  nei due t e m p i  diversi  fossero d i r e t t a m e n t e  
confrontabi l i ,  e non inf luenzat i  dalla divers i t~ delle spore  
di vo l ta  in vo l t a  inocula te  nella serie di esperienze.  

L ' a t t i v i t ~  succ ino-deidrogenas ica  ven iva  d e t e r m i n a t a  
mi su rando  m a n o m e t r i c a m e n t e  al \'VARBURG il consumo 
di O 2 in p resenza  di bleu di met i lene  come t r a s p o r t a t o r e  
autoss idabi le  di idrogeno.  

L ' a t t i v i t ~  aspar t i co-g lu tamico  t r ansaminas i ca  ven iva  
d e t e r m i n a t a  col m e t o d o  di TONHAZY e coll. u, dosando  
l 'acido pi ruvico der iva to  per  decarbossi lazione ch imica  
dal l ' ac ido ossalacet ico formatos i  du ran t e  la t r a n s a m i n a -  
z ioneL Tale dosaggio del l 'ac ido piruvico (o, pifi precisa-  
men te ,  del suo dini t rofeni l - idrazone)  ne l l ' e s t r a t to  toluolico 
finale ven iva  eseguito sia d i r e t t a m e n t e  a , ~ -  540 my, 
(previa alcal inizzazione con K O H  alcoolica), sia t r a t t a n d o  
l ' e s t r a t t o  toluolico con Na,CO 3 15% e N a O H  1,5 N e 
facendo due le t ture  al Beckman ,  una  a 2 = 412 mtz e 
l ' a l t ra  a 440 mtx, secondo il me todo  p ropos to  da GOODWIN 
e W I L L I A M S  a. 

L'ac ido  citr ieo ven iva  dosa to  col me todo  di SAFFRAN ~. 
Nclla tabel la  sono espost i  i valori  de l l ' a t t iv i t~  succino- 

de idrogenas ica  (espressa in ~l O2/mg di N prote ico  in 
20 rain) e de l l ' a t t iv i t~  t r ansaminas i ca  (espressa in ~zM di 
acido ossa lace t ico/mg di N prote ico  in 10 rain) de te rmi -  
na te  nei miceli dopo 30 h e dopo  48 h di col tura  in t e r reno  
di BERNHAUER. 

I r i su l ta t i  o t t e n u t i  d imos t r ano  che nel l ' in terval lo  di 
t e m p o  30-48 h, c o n t e m p o r a n e a m e n t e  ad un maggiore  
accumulo  di acido citrico nel mezzo colturale,  l'attivit5~ 
succ ino-de idrogenas ica  della muffa  d iminu iva  e l ' a t t i -  
vit~t a spar t i co-g lu tamieo  t r ansaminas ica  r imaneva  pra t i -  
c a m e n t e  cos tante .  

A nos t ro  parere  quindi ,  la maggior  formazione  di acido 
ossalacet ico necessar ia  per  l ' accumulo  via via  maggiore  
di acido citrico non  pu6 esser sp iega ta  c o m p l e t a m e n t e  n6 
da l l ' a t t iv i t~  t r ansaminas ica ,  n6 a t t r avc r so  un meccan i smo  
ciclico t r icarbossi l ico o bicarbossi l ico e v e n t u a l m e n t e  pre-  

sente .  V. Ik'IORET e M. LORINI 

Is t i tu to  di Chimica Biologica, Universitdt di Padova,  
21 luglio 1958. 

3 N. E. TONHAZ¥, N. G. WHITE e ~,V. W. UMBREIT, Arch. Biochem. 
28, 36 (1950). 

4 Per qucsta dctcrnfinazione l'estratto enzimatico veniva pre- 
parato in tampone fosfati potassici M/IO pH = 7,4. 

5 T. W. GOOI)WIN c G. R. ~VILLIA~tS, Biochem. J. 51, 708 (195'2). 
6 ]~I. SAFFRAN e O, F,  DEUSTEDT~ J. biol. Chem. 175, 849 (1948). 

Sz i~rnary  

In  a s t ra in  of Asp. niger grown in BERNHAOER medium,  
succ in ic -dehydrogenase  ac t iv i ty  decreased and  aspar t ic -  
g lu tamic  t r a n s a m i n a s e  ac t iv i ty  r ema ined  prac t ica l ly  con- 
s tan t ,  while  citr ic acid accumula t ed  in t he  med ium.  

The Free Amino Acid Contents and Growth 
Rates of Polyploid Saccharomyces 

Studies  b y  SPIEGELMAN et al. 1 h a v e  sugges ted  t h a t  
haploid  s t ra ins  of Saccharornyces m a y  possess twice the  
cellular f lee  amino  acid c o n t e n t  of diploid s t ra ins .  Such 
an ind ica t ion  is pa r t i cu la r ly  p rovoca t ive  in two  respects .  
Firs t ,  in v iew of the  es tab l i shed  re la t ionsh ip  be tween  the  
q u a n t i t y  of the  cel lular  free amino  acid pool and  the  ra te  
of p ro te in  syn thes i s  2, it  suggests  the  poss ibi l i ty  of a ploidy. 
d e p e n d e n t  di f ferent ia l  g rowth  ra te  in yeasts .  Di rec t  infor- 
ma t i o n  on th is  p o i n t  has  been  scan t  and  con t rad ic to ry .  
BAUCH3. for example ,  has  r epo r t ed  t h a t  po lyplo id iza t ion  
d iminishes  t he  g rowth  r a t e  of yeas ts  while WINGE and  
ROBERTS 4 have  m a i n t a i n e d  t h a t  t h e  reverse  is t rue.  Se- 
cond,  of the  numerous  b iochemica l  ~, b iophys ica l  6 and  
morphologicaU p a r a m e t e r s  def in ing  p lo idy  in Saccharo- 
myces ,  cellular free amino  acid c o n t e n t s  would  be the  
f i rs t  to  show an inverse  re la t ionsh ip  to the  level of poly-  
ploidy.  This  has crucial  d iagnost ic  significance since the  
absence  of convinc ing  cy togene t i c  i n fo rma t ion  coupled  
wi th  the  ex t rao rd ina r i ly  cumber some  techn iques  of poly-  
ploid genet ic  analysis  have  r e c o m m e n d e d  such para-  
me te r s  as t he  mos t  rap id  and  reliable means  for t he  
precise ident i f ica t ion  of po lyp lo idy  in yeastsS and  o the r  
microorgan isms  as well 9. Accordingly,  the  p re sen t  s t u d y  
was u n d e r t a k e n  to ob ta in  def ini t ive  in fo rmat ion  concern-  

l S. SPIEGELMAN, H. O. HALVORSON, and R. BEN-ISHAI, Amino 
Acid Metabolism (W. McElroy and B. Glass, Johns Hopkins, Balti- 
more 1955), p. 124. 

o H .  O. HALVORSON and S. SPIEGELMAN, J .  Bacteriol. 65, 496 
(1953). 

3 R. BAVCH, Naturw. ~9, 503 (1941). 
O. WIgGE and C. ROBERTS, The Chemistry and Biology o] 

Yeasts (A. H. Cook, Academic Press, New York 1958), p. 93. 
5 M. OGUR, Arch. Biochem. and Biophys. 53, 484 (1954); J. Bac- 

teriol. 69; 159 (1955). - M. O~va, S. MINCKLER, G. LINDE~REN and 
C. LINDEGREN, Arch. Biochcm. and Biophys. 40, 175 (1952). 

6 W. H. LUCKE and A. SARACHEK, Nature 171, 1014 (1953). - 
A, SARAGHEK, Cytologia 19, 77 (1954). 

7 B. D. MUNDKUR, Exper. 9, 373 (1953). - G. F. TOWNSEND and 
C. C, LINDEGREN, J. Bacteriol. 67, .t80 (1954). 

S C . C .  LINDEGREN, G. LINDEGREN, R. B. DRYSDALE, J .  P .  I~UG- 
UES, and A. BRENES-Po~,IALES, Gcnctica 28, 1 (1956). 

9 j .  B. CLA~K and R. B. WEBB, J. Bacteriol. 70, 45,1 (1955). - 
j .  E. OGG and M. R. ZELLE, J. Bacteriol. 74, 477 (1957). 


