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Biochimica. — Presenza di Ubichinone 50 (Coenzima Q IO) nelle 
uova di riccio d i mare Nota ((*) **} di G r a z ia  C a s e r t a , presentata 
dal Socio L. C a l if a n o .

E stato dimostrato recentemente che i mitocondri isolati dalle uova di 
riccio di mare contengono la sequenza completa degli enzimi respiratori 
ferroporfirinici : Cit. b, c, a (l). Anche gli spermi di riccio di mare posseg
gono elevate a ttiv ità  succinossidasica e citocromossidasica (2). Inoltre dallo 
insaponificabile degli spermi di Paracentrotus lividus e Spherechinus granularis 
è stato isolato un omologo degli Ubichinoni che all’analisi è risultato U bi
chinone 50, chiamato anche Coenzima QIO (3). Date le ben note proprietà 
enzimatiche del Coenzima Q nei processi della respirazione cellulare (4), era 
interessante accertare se anche le uova di riccio di mare contengono, accanto 
agli enzimi sopra ricordati, gli Ubichinoni e precisamente quale degli omologhi 
conosciuti è presente in questo materiale.

I metodi usati in questo studio sono alquanto diversi da quelli impiegati 
per l’estrazione e la purificazione del Coenzima Q dagli spermi di riccio di mare. 
Infatti nell’insaponificabile di questo materiale sono presenti notevoli quantità  
di pigmenti di varia natura che difficilmente sono allontanati con i metodi 
cromatografici convenzionali e che interferiscono con le analisi dell’Ubichi- 
none. Questo si verifica con tu tti gli animali marini esaminati fino ad ora ed 
è stato riscontrato in misura assai minore solo per gli spermi di riccio di mare. 
Per questo, e anche per la presenza di quantità relativamente elevate di so
stanza, gli spermi di riccio di mare rimangono il materiale di elezione per la 
preparazione di Coenzima Q da cellule e tessuti di organismi marini.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i.

Per questo studio sono state usate le uova m ature di Paracentrotus lividus. 
Le cellule erano raccolte dalle gonadi, lavate con acqua di mare e centrifu
gate secondo il metodo usato in questo laboratorio. Nessuna differenza di 
risultati è sta ta  osservata fra materiale fresco e materiale conservato a — 20°C 
per alcuni giorni.

(*) Lavoro eseguito nel Reparto di Fisiologia della Stazione Zoologica di Napoli.
(**) Pervenuta all’Accademia il 5 agosto 1963.
(1) R. Maggio e A. G h ire tti-M agald i, « Exptl. Cell Res. », J5, p. 95 (1958); S. Rap

poport, E. C. Gt Hoffman e A. G h ire tti-M agald i, « Experientia », 14, p. 169 (1958).
(2) E. S. G. Barron e J.M . Goldinger, « Biol. Bull. », 81, p. 289 (1941); F. Ghiretti 

e M. LlBONATI, «Acta Embryol. Morph. Experim. », 1 , p. 48 (1957).
(3) G. Caserta e F. Ghiretti, « Nature », J93, p. 1079(1962).
(4) D. Green, «Arch. Biochem. Biophys. », 85, p. 280(1959).
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100 gr di cellule sono saponificate con 150 ml di potassa alcoolica (10%  
KOH in etanolo 95 °/0) per 1 ora. L ’insaponificabile è estratto  con 50 mi di 
eptano per tre volte, l’estratto  lavato con acqua fino a neutralizzazione, indi 
disidratato con solfato sodico anidro. Dopo filtrazione il solvente è allontanato 
mediante evaporazione sotto vuoto. Il residuo, fortemente colorato in rosso, 
è ridisciolto in 5 mi di etanolo e lasciato prima a o°C, poi a —20°C fino a 
completa cristallizzazione degli steroli presenti. La soluzione filtrata è di 
nuovo porta ta  a secchezza e il residuo ridisciolto in 5 mi di eptano.

Questo residuo contiene ancora pigmenti colorati in rosso e che non si 
riesce ad allontanare mediante passaggio su colonna di acido silicico o di de- 
calso o di allumina. Buoni risultati si ottengono invece mediante assorbi
mento su carbone animale ed eluzione con cloroformio. L ’estratto  viene por
tato a secchezza, ridisciolto in etanolo e usato per le analisi colorimetriche, 
spettrofotometriche e cromatografiche.

Come si verifica con altro materiale marino, anche per la uova di riccio 
di mare non si è potuto evitare perciò l’uso del carbone animale durante il 
processo di purificazione. D urante l’assorbimento su carbone infatti il toco
ferolo si ossida rapidamente a tocoferilchinone (5). Pertanto, ogni volta che 
dall’insaponificabile si ottiene tocoferilchinone (come si dirà in appresso, ciò 
avviene anche per le uova di riccio di mare) ed è stato usato carbone animale 
nel processo di purificazione, bisogna ritenere che la sostanza sia un artefatto 
e derivi dal tocoferolo, componente normale del materiale in esame.

L ’identificazione colorimetrica degli Ubichinoni è s ta ta  fa tta  mediante 
la reazione di Craven <6) 7. T u tti gli spettri degli estratti prima e dopo riduzione 
con boridride sono stati presi con lo spettrofotometro autoregistratore DK2. 
I solventi usati erano puri per spettrofotometria. L ’analisi cromatografica 
è sta ta  fa tta  secondo il metodo di Lester e Ramasarma <?> su carta W hatm an 
3MM tra tta ta  con silicone-Dow 550, in presenza di vari omologhi di Ubichi
noni. L ’Ubichinone 50 è stato preparato in laboratorio dal cuore di bue se
condo il metodo di Crane et al. (8). Il tocoferilchinone è stato ottenuto dal 
tocoferolo secondo il metodo di Karrer e G eiger(9).

R isu l t a t i e  c o n c lu sio n i.

L ’eluzione dell’insaponificabile di uova di riccio di mare in isottano, privo 
di steroli, da colonna di acido silicico Mallincrodt (120-230 mesh) con miscela 
di cloroformio—eptano 50 % e poi con metanolo, dà cinque frazioni che, ripre-

(5) G. Caserta, G. Nardi e F. Ghiretti (In corso di stampa).
(6) R. Craven, « J. Chem. Soc.», p. 1605(1931).
(7) R* L. L este r e T. Ramasarma, « J. Biol. Chem. », 234, p. 672 (1959).
(8) F. L. Crane, R. L. L ester, C. Widmer e Y. H ate fi, « Biochim. Biophys. acta », 

32, P- 75 (I959)* Ringrazio l’Istituto Sieroterapico Italiano per il generoso dono di Ubichi
none 30.

(9) P. K a rre r  e A. Geiger, « Helv. Chim. Acta», 23, p. 455 (1940).
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se in etanolo, assorbono nel visibile a diverse lunghezze d ’onda. Di esse 
solo la seconda frazione, arancione, presenta nell’ultravioletto la banda 
caratteristica del Coenzima Q. Questa frazione tu ttavia è ancora assai im
pura per la presenza di pigmenti diversi che sono rimossi solo dopo tra tta 
mento con carbone animale. Tale trattam ento viene fatto  in eptano agitando 
per 15 min a tem peratura ambiente. Dopo lavaggio con eptano si eluisce 
con cloroformio. L ’estratto  è portato a secchezza e ridisciolto in etanolo. 
Come dimostrato dalla cromatografia su carta, esso contiene tocoferilchinone 
e l’omologo Q10 degli Ubichinoni. La presenza di quest’ultimo è confermata 
dal saggio colorimetrico positivo e dalla banda nell’U.V. con massimo a 
275 mp che, dopo trattam ento  con boridride, scompare per dare origine alla 
banda con massimo a 290 mp, caratteristica della forma ridotta  del Coenzi
ma Q.

La presenza di tocoferilchinone nell’estratto di uova di riccio di mare, 
indicata dall’analisi cromatografica e spettrofotometrica dell’estratto, è 
discutibile. Come già accennato, questo composto si riscontra solo dopo l’uso 
del carbone animale durante il processo di purificazione. Se si sottopone il 
tocoferolo puro alle stesse condizioni e agli stessi metodi di analisi, si ottiene 
tocoferilchinone. Bisogna ritenere pertanto che il chinone riscontrato nelle 
uova di riccio di mare deriva dal tocoferolo presente nell’estratto.


