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Biochimica. — Ricerche sugli Ubichinoni dei M olluschi (*}. Nota 
di G r a z ia  C a s e r t a  e V i n c e n z o  A l b e r g o n i , presentata (**} dal Socio 
L. C a l i f a n o .

E sta to  recentem ente accerta to  che nei tessuti dei M olluschi, o ltre gli 
enzimi piridinici e flavinici, sono presenti tu tti  gli enzimi ferroporfirinici della 
catena respiratoria, i quali partecipano al trasporto  degli elettroni dal sub­
stra to  airossigeno m olecolare [1]. In  considerazione delle proprie tà  enzim a­
tiche recentem ente riconosciute agli Ubichinoni (Coenz. Q), era in teressante 
ricercare se e quali omologhi di questa nuova classe di sostanze sono presenti 
nei tessuti dei M olluschi. È noto che le prim e ricerche sulla distribuzione 
degli U bichinoni hanno indicato che, m entre gli omologhi superiori (Ubi- 
chinoni-50 e 45) sono presenti nei V erteb ra ti inferiori e nei M am m iferi, gli 
omologhi con catena laterale isoprenica più corta (Ubichinoni-35 e 30) sono 
caratteristic i, salvo alcune eccezioni, dei m icrorganismi e dei b a tte ri [2]. 
Le nostre ricerche sulla presenza degli U bichinoni negli Inverteb ra ti ind i­
cano tu tta v ia  che l ’omologo superiore (50) ha una diffusione assai maggiore, 
essendo l ’unico composto della serie presente in diversi gruppi di organism i 
inverteb rati m arini e terrestri [3]. Dal punto  di vista dell’evoluzione biochi­
m ica degli U bichinoni sem brerebbe pertan to  che l ’omologo (50) o Coenzima 
QIO rappresenti la regola, m entre  gli omologhi inferiori, che possono anche 
com parire qua e là sia nei V erteb ra ti che negli Inverteb ra ti [4] siano invece 
da considerare eccezioni, la cui presenza deve forse essere ricercata  in m odi­
ficazioni particolari della biosintesi di queste sostanze.

M a t e r ia l e  e  M e t o d i . -  Per questo studio sono s ta te  usate  specie 
rappresen ta tive di diverse classi di M olluschi Cefalopodi, Gasteropodi e La- 
m ellibranchi. In  alcuni casi è s ta to  preso il corpo in toto dell’animale, in 
a ltri casi organi e tessuti. Il m ateria le era sempre prelevato dall’animaJe 
vivo e conservato a —  20° C fino al m om ento dell’uso. Nessuna m odifica­
zione del contenuto in U bichinoni è s ta ta  riscon tra ta  in seguito alla conser­
vazione del m ateriale a freddo anche per alcune settim ane. In  ogni caso il 
m ateria le era saponificato con potassa alcoolica per u n ’ora in presenza di 
pirogallolo (KOH 10% in etanolo a 95 % ; 150 gr KOH e 8 gr pirogallolo 
per ogni 100 g r di tessuto). L ’insaponificabile era es tra tto  tre  volte con 
50 mi di etere di petrolio; gli e s tra tti riuniti e lavati con acqua fino a neu­
tra lità , d isid ra ta ti con solfato di sodio anidro e filtrati, erano p o rta ti a

(*) Lavoro eseguito nel Reparto di Fisiologia e Biochimica della Stazione Zoologica 
Napoli e nell’Istituto di Fisiologia generale delFUniversità di Sassari.

(**) Nella seduta del 14 marzo 1964.
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secchezza m edian te evaporazione sotto  vuoto. Il residuo, diversam ente colo­
ra to  a seconda del m ateria le  usato, era ridisciolto in etanolo e lasciato a 
freddo (40 C) per una no tte . C ristallizzano in tal modo gli steroli che vengono 
allon tanati m edian te centrifugazione. D all’epatopancreas di Octopus in que­
ste condizioni si separa invece una fase oleosa, densa, che si allon tana per 
g rav ità . L ’es tra tto  era p o rta to  a secchezza sotto  vuoto e ripreso in etanolo 
per le prim e analisi spettrofotom etriche.

L  analisi crom atografica degli e s tra tti in etere di petrolio veniva ese­
gu ita  su colonna di allum ina M erck (20 gr, altezza 15 cm) precedentem ente 
lav a ta  con HC1, poi con acqua fino a neu tra lità , essiccata a 120° C, indi 
m escolata con acqua al 5% . L ’eluzione era eseguita con miscele di etere 
ed etere di petrolio (E /P  =  2, 4, 15 e 50%) e infine con etere e con m eta ­
nolo. T u tte  le frazioni erano analizzate spettrofotom etricam ente, prim a e 
dopo tra ttam en to  con boridride, m ediante lo spettrofotom etro  au to reg istra­
tore D K -2 . Le frazioni aventi proprie tà  in comune erano com binate insieme, 
p o rta te  a secchezza e usate  per ulteriori analisi. Come è noto, gli ubichinoni 
sono eluiti generalm ente con miscele E /P  al 4 % (talvo lta  compaiono anche 
nelle frazioni corrispondenti al 2% ), m entre il tocoferolo e il tocoferilchi- 
none escono con le frazioni corrispondenti al 2 % e al 50 % rispettivam ente. 
L a determ inazione q u an tita tiv a  degli U bichinoni presenti è s ta ta  fa tta  in 
base alla variazione della densità o ttica  a 275 m ^ osservata fra lo spettro  
della form a ossidata e quello della form a rido tta .

L ’identificazione dei com posti chinonici è s ta ta  eseguita m edian te il 
saggio colorim etrico di C raven [?] e m ediante crom atografia su ca rta  [6] 
in presenza di omologhi puri di U bichinoni, di tocoferolo e di tocoferil- 
chinone. L ’U bichinone-50 è s ta to  preparato  in laboratorio dal cuore di bue 
secondo il m etodo di C rane e t al. [7] e il tocoferilchinone dal tocoferolo 
secondo K arrer e Geiger [8].

RlSUTATI.

Octopus vulgaris. -  Sono s ta ti usati il muscolo del m antello  e Pepato- 
pancreas. Come in tu tti  gli a ltri casi descritti in appresso, l ’insaponificabile 
di questi organi è ricco in steroli che per la m aggior p a rte  cristallizzano a 
freddo, m a che ta lvo lta  è assai difficile rim uovere com pletam ente. I risu l­
ta ti della crom atografia su colonna sono rip o rta ti nella T abella I. Si o tten ­
gono diverse frazioni di cui alcune soltanto presentano spe ttri caratteristic i 
p rim a e dopo tra ttam en to  con boridride. Le frazioni i e 2 contengono toco­
ferolo e ubichinone rispettivam ente. Q uest’ultim o è sta to  u lteriorm ente iden­
tificato m ediante i saggi colorim etrici e cromatografici come Pomologo 50 
(Coenz. Q I0). In nessuna frazione è s ta ta  riscon tra ta  la presenza di tocoferil­
chinone.

M olti esperim enti sono s ta ti eseguiti anche in condizioni diverse con 
l ’epatopancreas di Octopus nel ten ta tivo  di dim ostrare la presenza di composti 
chinonici in q u est’organo. N essuna delle frazioni o tten u te  dalle colonne ero-
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m atografiche rivela spettrofo tom etricam ente la presenza di ubichinone. T u tte  
le frazioni erano anche p o rta te  a secchezza e analizzate ulteriorm ente. In 
nessun caso è s ta ta  riscon tra ta  in esse la presenza di ubichinoni,

L ’epatopancreas di Octopus contiene invece tocoferolo e tocoferilchinone.

T a b e l l a  I.

Cromatografia su colonna delV insaponificabile di muscolo di Octopus vulgaris.

N. frazioni Eluente
S p e t t r o

Max oss. Max rid.

1 E/P 2 % 286 286

2 4 % 2 7 2 , 5 290

3 15 % 259-271-282-295

4 50 %

5 Etere

6 Metanolo

Aplysia limacina. -  Di questa specie sono s ta ti analizzati i muscoli 
della radula e dello stom aco e l’epatopancreas. D all’insaponificabile dei m u­
scoli sia della radula che dello stom aco si ottengono, m ediante crom atografia 
su colonna, frazioni che rivelano la presenza di tocoferolo e di ubichinone. 
Q uest’ultim o è l ’omologo 50 ed è presente in q u an tità  maggiori nella radula 
che nello stom aco (0,82 e 0,35 m g per 100 g r di tessuto fresco risp e ttiv a ­
m ente). In  nessuna delle frazioni è s ta ta  riscon tra ta  la presenza di toco- 
ferilchiqone.

D airinsaponificabile dell’epatopancreas di Aplysia  si ottengono, m ediante 
crom atografia su colonna, sei frazioni che, essiccate e ridisciolte in etanolo 
presentano spe ttri cara tteristic i (Tabella II ) . In nessun caso, tu ttav ia , si 
osservano variazioni dello spettro  dopo tra ttam en to  con boridride, il che fa 
ritenere che nessuna frazione contenga ubichinone. Ciò è conferm ato dalla 
crom atografia su carta. È  presente però tocoferolo. Ino ltre la crom atografia 
su ca rta  della frazione 4 (quella cioè che è elu ita con etere al 50 %) rivela la 
presenza di un  composto il cui R f è alquanto  m aggiore di quello dell’omo­
logo 50 usato  come standard . Questo composto, per le ragioni suddette  non 
può essere però ubichinone e nessun ten ta tivo  di identificazione è sta to  fa tto .

Ostrea edulis e M ytilus galloprovincialis. — Come è sta to  detto  preceden­
tem ente, è s ta to  usato  tu tto  il corpo di queste specie di Lam ellibranchi, dopo 
rimozione della conchiglia e lavaggio con acqua di m are. L ’insaponificabile
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che si o ttiene da questo m ateriale contiene una gran  q u an tità  di pigm enti 
che si separano m ediante crom atografia su colonna ed escono con le varie 
frazioni rendendone difficile 1’ anali si spettrofotom etrica e colorim etrica. M e­
d ian te crom atografia su carta, tu ttav ia , è s ta to  possibile d im ostrare la p re­
senza in en tram be le specie esam inate di tocoferolo e di ubichinone. Q uest’u l­
timo m igra esa ttam en te  come Pomologo 50 e la m acchia di esso si sovrap­
pone a quella del composto usato come controllo.

T a b e l l a  II.

Cromatografia su colonna delV insaponificabile di epatopancreas 
di A plysia limacina.

N. frazioni Eluente
S p e t t r o

Max oss. Max rid.

1 E/P 2 % 292 292

2 4 % 261 261

3 15 % 2 50-2 59-261-282-291

4 50 % 259-281

5 Etere

6 Metanolo

Co n c l u s io n i.

I risu lta ti di tu t ti  gli esperim enti sono rip o rta ti nella T abella I I I .  Le 
specie u sa te  per questo studio, anche se in num ero assai lim itato , sono abba­
stanza rappresen ta tive  per far ritenere che i tessuti dei M olluschi contengono 
Ubichinoni. Di tu tti  gli omologhi fino ad ora rinvenuti in na tu ra , nei M ol­
luschi è presente solo l’U bichinone 50 o Coenzima Q 10 il quale p ertan to  ha 
una diffusione m aggiore di quanto  si am m etta  generalm ente. Come è stato  
già ricordato, l’TJbichinone 50 è anche l ’omologo presente in tu t ti  gli Echi­
noderm i fino ad ora esam inati [3] e, secondo ricerche prelim inari, in tu tti  
i C elenterati e i Tunicati.

Le determ inazioni qu an tita tiv e  indicano anche un  costante paralle­
lismo fra contenuto in ubichinone e contenuto in citocromi dei tessuti esa­
m inati. Ciò è s ta to  anche riscontra to  da diversi A utori nei tessuti dei M am m i­
feri ed è in accordo con l ’ipotesi della partecipazione degli U bichinoni ai p ro­
cessi della respirazione cellulare. I muscoli della radula di Aplysia  che sono



G. C aserta e V. A lbergoni, Ricerche sugli Ubichinoni dei Molluschi 201

i più ricchi in citocromi fra tu tti  i tessuti esam inati [i], sono anche quelli 
che hanno il m aggior contenuto in U bichinone 50. L ’epatopancreas di Octo­
pus  e di Aplysia  invece, in cui non è sta to  m ai possibile d im ostrare con m e­
todi d ire tti la presenza di citocromi [1], pare anche sprovvisto di Ubichinone.

T a b e l l a  II I.

Presenza di Ubichinoni nei Molluschi.

(1) Identificato spettrofotometricamente e cromatograficamente.
(2) Idèptificazione spettrofotometrica.
(3) Identificazione cromatografica.
(4) Identificazione colorimetrica: saggio di Craven. In tutti quei casi in cui le frazioni cromatografiche erano an­

cora fortemente colorate, il saggio di Craven non è stato usato per l’identificazione.
(5) mg per 100 gr di tessuto fresco.
(6) Dopo riduzione con boridride compare una macchia il cui R/  non corrisponde a nessuno degli omologhi naturali 

degli Ubichinoni.

T u tti i tessuti dei M olluschi contengono tocoferolo. Il composto di ossi­
dazione di questa sostanza, il tocoferilchinone, è s ta to  invece riscontrato  
soltanto  nell’epatopancreas di Octopus vulgaris. Come è noto, è s ta to  sugge­
rito  che questo composto chinonico, in presenza di acido fosforico, potrebbe 
partecipare alle fosforilazioni ossidative [9]. D a ta  la grande facilità con cui 
il tocoferilchinone può form arsi dal tocoferolo anche du ran te  i processi di 
estrazione [4], potrebbe darsi tu tta v ia  che questo composto non sia un p ro­
do tto  n atu ra le  deH’epatopancreas di Octopus.
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