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In un altro mio lavoro (XXX) ho esposto i risultati delle
mie esperienze sull’azione che la formaldeide esercita sopra
la gelatina fluidificata dagli Schizomiceti e dagli Ifomiceti e
sono venuto alla conclusione che i 25 germi fluidificanti la
gelatina, che io avevo presi in esame, erano tutti capaci di
trasformare la gelatina in un prodotto non piii solidificabile
dalla formaldeide, pur presentando delle differenze rispetto
alla rapidila con la quale, in determinate condizioni di tem-
peratura, substrato nutritivo ete., essi riuscivano a compiere
tale trasformazione. Ritenevo quindi di non poter confermare
la ripartizione, proposta da Mavrojannis, dei batteri liquefa-
cienti in due categorie, gli uni capaci di trasformare la ge-
latina soltanto in gelatosi (solidificabile dal formol(g e gli
altri capaci di spingerne la trasformazione almeno fino al
grado di peptone (non risolidificabile dalla formalina).

Il Mavrojannis in una sua lettera dice che i risultati delle
mie esperienze non gli sembrano cosi discordanti da quelli
delle sue, come parrebbe dalla lettura delle mie conclusioni,
cita i casi in cui io stesso ho constatato la risolidificazione
di gelatina eompletamente fluidificata da 15 giorni e osserva
che la conclusione che si pud dedurre dalle mie osservazioni
¢ la seguente: la gelatina fluidificata da un germe liquefa-
ciente, talora & solidificabile dal formolo, talora no; un germe
liquefaciente la gelatina produce dunque due specie di enzimi
fluidificanti, uno che da dei prodotti risolidificabili dalla for-
maldeide, P altro che da dei prodotti su cui la formaldeide
resta senza azione. Il Mavrojannis dice che il punto fonda-
mentale delle sue osservazioni non & gia la divisione dei germi
fluidificanti la gelatina in due classi, ma bensi la distinzione
di due categorie diverse di enzimi fluidificanti e aggiunge che
le mie esperienze non infirmano affatto questo modo di ve-
dere, ma anzi lo confermano.

Azione della formal-
deide sulla gelating
Jiwidificata dai bac-
teri ¢ dalle muffe.

Due gelatinasi di-
rerse
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Mi sia lecito ricordare che il punto fondamentale delle
conclusioni del Mavrojannis & appunto la ripartizione dei
germi fluidificanti la gelatina in due gruppi, al primo dei
quali apparterrebbero Staphylococcus pyogenes aureus, e al-
bus, Bacillus anthracis, B. pyocyaneus e Vibrio cholerae, al
secondo i vibrioni di Deneke, di Finkler-Prior e di Metchni-
koff. Ed & appunto riguardo a questa distribuzione, e per
questa soltanto, che le conclusioni dedotle dalle mie espe-
rienze non collimavano con quelle di Mavrojannis. Quanto
all’altra affermazione della esistenza di due specie diverse di
enzimi gelatinolitici, essa, come dird in seguito, non era che
una deduzione del punto fondamentale stabilito dal Mavro-
jannis ; per conto mio, né¢ la affermavo né la negavo, perché
non avevo elementi né per sostenerla né per infirmarla; non

0ss0 neppure ora, anzi, accetlare l’osservazione del Mavro-
Jannis, che i risultati delle mie esperienze confermino il suo
modo di vedere.

L’unica deduzione rigorosamente logica che si puo trarre
dai risultati delle mie esperienze € questa: un germe fluidi-
ficante la gelatina la trasforma dapprima in un prodotto ri-
solidificabile dai vapori di formalina e poi in un prodoito
non pilt risolidificabile ; la rapidita con cui un germe compie
queste due trasformazioni successive & diversa per i diversi
germi fluidificanti ed & inolire variabile, per un dato germe,
a seconda del campione e della provenienza del germe e a
seconda delle condizioni di temperatura, di substrato nutri-
tivo etc., e in genere di tutte quelle condizioni che possono
influire sullo sviluppo del germe e sulla produzione, per parte
di esso, dell’enzima proteolitico (1). .

Io non affermavo, né, ripeto, avevo elementi per affer-

1) E noto perd che non sempre il grado di attitudine a produrre en-
zimi & atrettamente coordinato a quelle di vitalita o di sviluppo del germe;
vi sono infatti delle sostanze che impediscono completamente la produ-
zione dell’enzima proteolitico da parte di alcune specie microbiche Huidi-
ficanti la gelatina, pur senza ostacolare affutbo lo sviluppo vegetativo;
ricorderd fra queste sostanze la stricnina e antipirina che allu dose del
5%y ostacolano la produzione della proteasi del Bacillus prodigiosus etc.
D’altra parte, come vedremo meglio in seguito, 1a temperatura, la com-
posizione e reazione del terreno nutritivo a base di gelutina e molte altre
condizioni influiseono non soltanto sullo sviluppo del germe ma anche
sulla intensitd d’azione dello stesso enzima gelatinolitico. Rieordero in-
fine che quando parlo di condizioni ehe influiscono sulla produzione, da
parte dei batteri o delle mmuife, dell’ enzima proteolitico, non intendo af-
fatto parlare di influenza diretta di queste condizioni sulla produzione
della proteasi, ma solo di un’influenza indiretta; ed » naturale che questa
influenza indiretta sia esercitata da tutte guelle condizioni che influiscono
direttamente sullo sviluppo dei germi; col crescere degli individui secer-
nenti un dato enzima & naturale che cresca la quantita totale dell’enzima
prodotto in una coltura. Di questa opinione & anche Malfitano, per quanto
almeno riguarda la gelatinasi dell’ Aspergillus niger ; io perd non esclude,
come pare voglia fare Malfitano, che alcune condizioni esferne possano
talvolta influire direttamente sulla produzione dell’ enzima: per alcuni
germi infatti io avrei trovato ehe la temperatura oplimum per la gelati-
nolisj non coincide con quells eptimum per lo sviluppo; ad es. il Bacillus
anthracis finidifica pih rapidamente la gelatina nelle colture a 22 che in
quelle a 37° C. e nare anzi che a 26° produca una proteasi pit abbondante
o pili attiva che a 37%
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mare, che si trattasse di due trasformazioni distinte (o di
due serie distinte di trasformazioni) sostenute da due enzimi
diversi, oppure di una progressiva trasformazione compinta
da un enzima unico; inclinavo perd piit per questa seconda
interpretazione che non per la prima, e cio sla in base ai
risultati delle mie esperienze, sia, e ancora pili, in base a
quelli di Mavrojannis. :

Infatti io avevo constatato the con tutti indistintamente
i germi fluidificanti la gelatina che io avevo presi in esame
(18 Schizomiceti e 7 Tfomiceti), sia che la fluidifichino lenta-
mente o rapidamente, sia che lentamente o rapidamente la
trasformino in un prodotto non piu solidificabile dalla for-
maldeide, sia che venissero coltivati alla temperatura optimum
di sviluppo o ad una temperatura da questa molto lontana e
vicinissima invece al wménimum, in tutti i casi la gelatina
fluidificata era, in un primo tempo, solidificabile dal formolo
e poi perdeva questa proprieta. L’interpretazione che mi parve
piu plausibile fu quindi quella che si trattasse, per un dato
germe, di un unico enzima, il quale determinasse una pro-
gressiva scomposizione della molecola della gelatina e che
questa scomposizione progressiva si compiesse tanto pitt ra-
pidamente quanto pitt attivo o quanto pitt abbondante fosse
Penzima prodotto dal germe, e ei0o in rapporto da una parte
con la specie e provenienza del germe, dall’altra con le con-
dizioni sue di sviluppo. In questa progressiva scomposizione
la molecola della gelatina, passando per lo stadio di gelatosi
(proto e deutero-gelatosi), finisce per trasformarsi in peptone
di gelatina e forse pin oltre 1. Se questa duplice serie di
trasformazione fosse sostenuta, come vuole il Mavrojannis,
da due enzimi specifici diversi, ¢i sarebbe da attendersi che
mentre in alcuni germi fluidificanti la gelalina esisterebbero
tutti e due questi enzimi, in altri si produrrebbe soltanto il
primo (gelatinasi A di Mavrojannis) e cosi come si ha la ri-
partizione dei germi in germi fluidificanti la gelatina e in
germi non fluidificanti la gelatina, si avrebbe una ripartiziene
dei primi in germi fluidificanti e peptonizzanti la gelatina e
in germi semplicemente fluidificanti e non peptonizzanti la
gelatina. A questa conclusione infatti & venuto il Mavrojan-
nis e da essa ha logicamente dedotto I'esistenza di due en-
zimi specifici diversi: siccome io ho dimostrato che la ripar-
tizione proposta dal Mavrojannis non si pud accettare o che
almeno essa non sussiste per i1 germi da lui e da me esami-
nati, cosi la deduzione che egli ne ha tratta non ha piu ra-
gion d’essere.

Nel Biochemisches Centralblatt, Vol. TV, pag. 268, trovo
eitato un lavoro di Charasow (V), pubblicato in russo e di
cui non ho potuto avere e consultare loriginale; ma dalla
-recensione di Kriiger rilevo che anche il Charasow, il quale
ha esperimentato con gli stessi germi studiati dal Mavrojan-

(1) Quali siano precisamente le sostanze chie si formano dopo la trasfor-
mazione in peptone & ancora oggi molto discusso,

Una sola gelatinasi,

Ricerche di altri au-
tori.
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nis (Vébrio cholerae, B. pyocyaneus, B. anthracis, St. pyoge-
nes aureus ¢ vibrioni colerasimili), ha trovato che questi mi-
crorganismi trasformano tutti la gelatina in peptone, e che
solo & diverso il tempo da essi impiegato per compiere tale

" trasformazione. Di un altro lavore pubblicato da Bogolu-
boff (IL[) nello stesso periodico russo trovo un accenno nel
Bulletin de UInstitut Pasteur, Vol. V., pag. 499; questo A.
ha studiato 17 stafilococchi fluidificanti la gelatina e ha tro-
vato che il grado di fluidificazione della gelatina dipende dalle
condizioni in cui si opera; in condizioni favorevoli la gela-
tina ¢ il pid delle volte trasformata in peptone e non & riso-
lidificata dai vapori di formalina; se le colture invece si fanno
a temperatura ambiente, la gelatina & risolidificata dalla for-
maldeide. Conclude I'A. che gli enzimi elaborati dai diversi
stafilococchi sono gli stessi e che differiscono solo per inten-
sita di fluidificazione.

Una conferma della interpretazione da me data ai risul-
tati delle mie esperienze mi parve trovarla negli esperimenti
eseguiti dal Mavrojannis con la pancreatina e con la papaina.
Quanto alla pancreatina, & noto che essa contiene, oltre a
della albumina e a della caseina, almeno tre enzimi diversi:
uno amilolitico (diastasi pancreatica), uno steatolitico (steap-
sina) e uno proteolitico (iripsina); & appunto quest’ ultimo
fermento (che alecuni chiamano anche erroneamente col nome
di pancreatina) quello che ha azione sulla gelatina e ne de-
termina la fluidificazione. Quanto alla papaina (0 papaiotina),
estraibile dal succo di una pianta (Carica paApayn), essa sa-
rebbe un ‘enzima unico, ad azione esclusivamente proteolitica,
11 Mavrojannis, sottoponendo la gelatina all’azione della pan-
creatina (=tripsina ?) e della papaina, ha visto che in un
primo tempo la gelatina é fluiditicata e trasformabile in pro-
dotti (proto-e deulero-gelatosi) solidificabili dalla formal-
deide (1), ma che poi, pit rapidamente per quanto riguarda
la pancreatina, piu lentamente per quanto si riferisce alla
papaina, la gelatina & ridotta ad una sostanza (gelatina-pep-
tone), su cui il formolo non esercita alcuna azione solidig-
cante.

Per quanto la papaina e pilt ancora la tripsina non siano
sostanze di composizione chimica ben determinata e quindi
si possa sempre dubitare che mnella sostanza che va sotto il
nome di papaina e pit ancora in quella che va sotto il nome
di tripsina (2) si possano trovare riuniti due o pit proteasi
diverse, pure ipofesi pisv verosimile ¢, fino a prova contra-
ria, che si tratti di una proteasi unica che agisce sulla mo-
lecola della gelatina scomponendoln progressivamente in una

(1) Secondo Mavrojannis non solo la protogelatosi, ma anche la den-
+ terogelatosi (benchs pitt lentamente) & risolidificata dalla forma.liqa; se-
condo Malfitano invece (XIX) 1a formaldeide rende insolubile soltanto i
Primi termini della digestione fino alla protogelatosi e non oltre,

@ La purezza di queste sostanze dipende naturalmente anche dal modo

col gquale spno state preparate; cosi p. es. Fermi (IX) ha trovato che la
tripsina di Griibler & molto piu attiva di quella di Merk.
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o pite serie di prodotti, di cui forse le gelatosé e i peptoni non
sono che dei termini. Ad ogni modo non é dimostrato, né per
la tripsing né per la papainag, che esse contengano due o pid
specie diverse di proteasi (1) e tanto meno questo & dimostrato
per gli enzimi proteolitici dei batteri, delle muffe, dei blasto-
miceti etc.

La differenza fra le esperienze istituite con gli Schizomi-
celi o con gli Tfomiceti, Blastomiceti, etc. e con la tripsina o
la papaina sta in questo: nel secondo caso si mette diretta-
mente la gelatina a contatto con ’enzima proteolitico e questo
quindi esplica rapidamente (2) la sua azione, mentre nel primo
caso bisogna dar tempo al germe in esame di moltiplicarsi e
di segregare una sufficiente quantita di gelatinasi (3). La di-
versa rapidita di fluidificazione per opera dei diversi germi
puo dipendere o dalla diversa quantita o dalla diversa qua-
lita della proteasi da essi eliminata; potrebbe darsi infatti che

- 1 diversi germi producessero proteasi diverse.

E noto p. es. che la proteasi dello Staphilococcus pyogenes
aureus, del Bacillus prodigiosus ete. & distrutta a 55° d (in
un’ora), mentre quella del vibrione di Finkler-Prior, del ba-
cillo di Kieler ete. é distrutta solo a 700 C. (4). Diversa &

(1) Se infatti si volesse supporre che ogni scowposizione molecolare sin
determinata da uno speciale enzima, siccome le scomposizioni cui vieue
sottoposta la molecola delln gelatina sono molte, bisognerebbe supporre
UVintervento di molte gelatinasi diverse,

(2) Naturalmente la rapidita di azione dell’enzima dipende dalla quan-
tith di esso che si fa agire e dalle condizioni in oui si fa agire, Cosl il
Mavrojannis (XXI) che faceva agire, a 40, gr. 1 di tripsima mischiata in-
timamente con cwme. 100 di gelatina al 10 0lg, ne vttenevala completa pep-
tonizzazione in 9-10 ore; Fermi (IX) chie usava tripsina in soluzioni dilui-
tissime (10j9p fino a 1: 1.000.000) ¢ la faceva agire a temperature pil
basse e semplicemente a contatto della gelatina solida, osservava che la
gelatinolisi si compiva lentissimamente, in giorni e anche in mesi. Malfi-
tano (XIX) ha trovato, per la gelatinasi dell’ Aspergillus niger, mischiata
alla gelatina, che il tempo nel quale si compie la fluidificazione varia, a
paritd di condizioni, in ragione inversa della quantith di enzima adope-
rato.

3) Che anche le proteasi di origine batterica ete., poste direttamente
a contatte con la gelatina, la fluiditichino piit rapidamente di quello che
faceiano le rispettive colture, & stato sperimentalmente dimostrato da
Malfitano (XIX) per 1’Aspergillus niger e da me (XXX) por I’ Aetinomyces
bovis. E che le proteasi di origine batteriea agiscano indipendentemente
dalla presenza di cellule batteriche viventi, era gia stato dimostrato per
la prima volta. nel 1886, da Bitter (II), il quale trovo ancora fortemente
attiva sulla gelatina e sulla fibrina nua coltura di Vibrie cholerqe uceisa
a 60> per 112 ora. Rietsch e Sternberg dimostrarono la presenza di enzimi
proteolitici nelle colture di colera e di altri germi liquefacienti 1a gela-
tina. Hansen (1889 (XIV) estrasse con glicerina dalle patine culturali di
Penicillium glaucum un fermento gelatinolitico, ma non riusci a precipi-
tarlo’ eon alcool (il precipitato che otteneva non era attivo), Fermi (1890)
(VID) riuscl ad isolare in uno stato di relativa purezza, precipitando con
aleool assoluto, le proteasi di parecchi germi genalinolitici e trove che In
pin attiva era quella del vibrione di Fiukler-Prior, Similmen te Malfitano
(1990) (XIX) isolo la proteasi dell’ Aspergilins niger. Io, per studiare ’azione
delle proteasi indipendentemente dalla presenza dei germi che le produ-
eono, misono limitato a filtrare traverso a candele Berkefeld e Chamber-
land le colture di questi germi (vedi appresso).

() Queste temperature vanno intesc quali temperature alle quali si
portano le soluzioni acquose (pitt 0 meno impure) di detti enzimi; in tali

Proteasi batteriche
diverse?
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anche la resistenza (delle proteasi di origine batterica diversa)
agli acidi, alla formaldeide, alla luce etc.; diversi sono i li-
miti di temperatura nei quali queste diverse proteasi agiscono
e diverso 1’optimum di temperatura; diversa ¢ 1'attivila di
queste diverse proteasi sui diversi alqummdl, come accen-
neremo tra poco; diversa infine é I'attivita gelatinolitica che
queste diverse proteasi manifestano in un determinato am-
biente ; anzi, secondo Malfitano (XIX), il carattere distintivo
principale di un enzima « consiste dans sa maniére de se
comporter vis-a-vis de la réaction du milieu ; sa physionomie
est donnée par le degré de réaction la plus. favorable & son
activité ». Ma da tutle queste diversita di comportamento ri-
scontrale nelle proleasi di origine balterica diversa non & le-
cito dedurre in modo perentorio che si tratti di proteasi real-
mente diverse per natura e per composizione. Per addivenire
a questa conclusione sarebbe necessario esperimentare con
enzimi allo stato di assoluta purezza, (risultato non ancora
conseguito non ostante tutti i numerosi tentativi fatti), giacché
¢ noto che la presenza di alcune sostanze, anche in piccolis-
sima quantita, influisce fortemente non solo sulla attivita
degli enzimi ma anche sulla resistenza che gli enzimi stessi
oppongono alla azione distruttrice operata da alcuni reagenti,
ad es. dal calore. Io stesso ho dimostrato (XXXI) come ’ag-
giunta di piccoelissime quantita di Na Cl renda molto pin ra-
pida e pin intensa la gelatinolisi prodotta dalla proteasi del-
Vibrio cholerae, Aspergillus effusus etc. e come attenui for-
tissimamente ’azione ostacolante che la formaldeide esercita
su queste proteasi e specialmente su quella del colera. Per
quanto riguarda l’azione distruttrice del calore, ricorderd che
le differenze riscontrate per le proteasi dei diversi batteri si
sono attenuate sempre pit col crescere della purezza delle
soluzioni enzimatiche adoperate.

Comunque sia, da quanto ho detto sin qui risulta che
non bisogna confondere, come invece comunemenite si fa, flui-
dificazione e peptonizzazione della gelatina; la gelatina puo
esgere fluidificata da un enzima proteolitico senza che essa
sia ancora, almeno nella sua massima parte, peptonizzata ;
essa infatti sarebbe gia fluidificata. quando ancora si trova

" allo stadio di gelatosi. D’altra parte non bisogna credere che

la trasformazione in peptone si inizi solo quando tutta la
massa_della gelatina é stata gia trasformata in gelatosi. Tutte
queste trasformazioni o queste serie di trasformazioni si com-
piono contemporaneamente in uno stesso tubo di coltura,
come si pud constatare con quei germi o con quei campioni
di germi che fluidificano molto lentamente la gelatina, cosie-
ché bisogna lasciar trascorrere uno o due mesi prima che la
gelatina sia tutta disciolta, anche se le provette vengano

condizioni nessuna delle proteasi di origine batterica finora sperimentate
resisterebbe a 70° Io perd hotrovato che la proteasi contenuta nel filtrato
di brodocolture di' carbonchio resiste anche a 80+ per 112 ora. Invece al
calor secco alcune proteasi, p. es. quella del vibrione di Finkler e Prior,
resistono per 10’ a 120°-140-. '

i vt 6 Woms M RTRhH
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spesso agitate. Se dopo un giorno soltanto che si é effettuata

la fluidificazione totale, si espone la gelatina ai vapori di for-

malina, questi spesso non la risolidificano, segno che mano

a mano che progrediva la fluidificazione della gelatina, la ge-

latina fluidificata e trasformata in gelatosi veniva attaccata

e trasformata in peptone; per spiegare questo fatto non &

- necessario ammettere ’intervento di due o piu enzimi diversi.
Per brevitd, nel corso di questo lavoro io adoprero la pa-

rola fluidificazione per indicare il fenomeno della semplice .

fluidificazione, cioé la trasformazione della gelatina in un pro-
dotto, liquido anche a temperature inferiori ai 20° C., ma
risolidificabile dai vapori di formalina (gelatosi, secondo Ma-
vrojannis); per indicare invece il fenomeno della trasforma-
zione in un prodotto non pilt solidificabile della formaldeide
(peptone, secondo Mavrojannis), userd la parola peptonizza-
zione, la quale parola quindi pud comprendere delle trasfor-
mazioni ancora pill avanzate della vera e propria peptoniz-
zazione o trasformazione in peptone. Inoltre quando io parlo
di fluidificazione e di peptonizzazione, e in genere anche quando
parlo di proteolisi, intendo sempre limitarmi alla gelatinolisi.
E’ noto infatti che aleuni albuminoidi, ad es. la fibrina, non
sono atfaccati dalle proteasi in genere e da quelle batteriche
in specie cosi facilmente come la gelatina; molte proteasi
batteriche capaci di fluidificare la gelatina sono inattive sulla
fibrina o perdono piut facilmente la facolta di peptonizzare
questo albuminoide. De Waele e Vandevelde (VI), che hanno
studiato ’azione proteolitica, a 37- C., di batteri diversi (Ba-
cillus pyocyaneus, B. enteritidis, B. anthracis, B. megathe-
rium e Vibrio cholerae) sulla gelatina e sulla caseina, han
‘trovato che queste due azioni procedono, per uno stesso germe,
di pari passo; i microbi che fluidificano fortemente la gela-
tina sono precisamente quelli che disciolgono energicamente
la caseina; secondo gli A.A. questo parallelismo sembrerebbe
indicare che le due trasformazioni sono dovute ad un unico
fermento. Per quel che si riferisce agli Ifomiceti, ricorderd
che secondo Malfitano (XIX) la proteasi dell’ Aspergillus niger
non attacca aflatto né I’albumina d’ uovo coagulata dal ca-
lore, né la fibrina cotta; poco sensibile & pure la sua azione
sull’ovalbumina in soluzione, piut rilevante invece quella sulla
fibrinia, sulla seralbumina e sulla caseina, per quanto sia
sempre inferiore a quella sulla gelatina. Per quanto infine
riguarda gli enzimi di origine non batterica né ifomicetica
dird che secondo Fermi (IX) la gelatina &, all’ azione della
tripsina, molto piu sensibile non solo della fibrina, ma anche,
e anzi in misura molto maggiore, della caseina, dell’ovalbu-
mina coagulata, ete.

*
* %

Quando scrissi il mio lavoro sulla fluidificazione della ge-
latina non avevo avuto conoscenza di una pubblicazione del
Mavrojannis (XXI), successiva a quella da me presa in con-
siderazione, e concernente il Vibrio cholerae e tre altri vibrioni:

La gelatinolisi  del
brivione del colera.
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vibrione di Deneke, di Finkler-Prior e di Metchnikoff. Gia
nel primo suo lavoro del 1903 il Mavrojannis aveva collocato
il vibrione colerigeno nella 1® categoria (germi capaci di flui-
dificare la gelalina, ma incapaci di peptonizzarla) e gli altri
tre vibrioni nella 22 (germi capaci di peptonizzare la gelatina).
Nel lavoro pubblicato nel 1904 egli riafferma che il vibrione
di Koch & capace di dare soltanto della gelatosi e non del
pepione e aggiunge che il formolo pud quindi servire come
un mezzo prezioso per la diagnosi differenziale del vibrione

" colerigeno da vibrioni affini; egli stesso pero fa osservare che

questo mezzo diagnostico, richiedendo molti giorni per la sua
applicazione, non pud essere impiegato che per ricerche di
laboratorio. Inoltre sarebbe stato opportuno, prima di enun-
ciare questa proprieta differenziale del vibrione di Koch, espe-
rimentare con molti altri yibrioni, olire che con'i tre esami-
nati da Mavrojannis. ‘

Nel mio precedente lavoro (XXX) io ho gia riferito che
avendo coltivato (sulla comune gelatina nutritiva e anche su
quella preparata secondo le prescrizioni di Abba per I'analisi
batteriologica delle acque potabili) cinque campioni diversi
di Vibrio cholerae alla temperatura di eirca 20° C., tutti e
cinque questi campioni riuscirono a peptonizzare la gelatina
in un tempo relativamente breve; infatti la gelatina di una
comune provetfa, trovata tutia fluidificata dopo 16 giorni ed
esposta ai vapori di formalina dopo altri 15 giorni, non si
risolidifico mai, neppure quando l’azione della formaldeide
venne prolungata per due o tre mesi (1). Gli stessi risultati
otteani con einque differenti specie di vibrioni acquatili. La
lettura della seconda pubblicazione del Mavrojannis e il fatto
di avere a mia disposizione un sesto campione di vibrione
colerigeno (isolato in Germania nella epidemia del 1905) e
aliri vibrioni non colerigeni (il vibrione di Massaua, quello
di Metchnikoff, il Vibrio danubicus e un vibrione di specie
non determinata, isolato dall’acqua) mi indussero a ripetere
le mie esperienze per controllarle e per vedere di trovare la
causa dei risultati diversi oftenuti da me e da Mavrojannis.

Col Vibrio cholerae 8° stipite feci molte serie di esperienze,
coltivandolo a 37°, a 24°, a 20° e a 16°-17° C.; in tutte le se-
rie di queste culture potei sempre ottenere non solo la totale
fluidificazione ma anche la peplonizzazione della gelatina.

~ Come gia avevo potuto constatare nelle mie precedenti
esperienze, la fluidificazione ¢ la peptonizzazione si effettua-
rono molto piit rapidamente nelle colture a 37° che in quelle
a 20°-24° e pit rapidamente in queste che in quelle a 16°-17° C,
Per guanto rignarda le colture a 37° C., la constatazione

‘della avvenuta completa fluidificazione veniva fatta immer-

gendo per mezz’ora circa la provetta in ghiaccio fondente (2);

! (1) Anche il Charasuw clie ho citato pih sepra ha trovate che il Fi-
" brie_chelerse d vapace di trgeformare 1a gelating in peptone, non risolidi-
ficohile dalla formgldeida, = : L
. (3) Nelle precedgnti esperienze prendeva come dasa delln effettnpia.
completa fluidificazione, talvolta quells in ouila gelatina non si rlsclidi-
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gia dopo 56 ore in una prima serie, dopo 40 in una seconda
€ dopo 30 in una terza potei constatare che la gelatina era
stata completamente fluidificata dalla gelatinasi prodotta dai
vibrioni rigogliosamente sviluppatisi; essa infatii si mante-
neva perfettamente fluida anche a 0¢ G. Le colture furono
allora lasciate a 37° C.: per altre 16 ore quelle della prima
serie, per quattro giorni quelle della seconda, e per due e
per sel giorni quelle della terza e poi furono esposte ai va-
pori di formalina, secondo il procedimento gid da me descritio
nel precedente mio lavoro. In tutti i casi la gelatina non torno
mai solida, neppure dopo due mesi di azione della formal-
deide. 1l Vibrio cholerae coltivato a 37° era quindi stato ca-
pace di fluidificare la gelating in meno di 30 ore e di pepto-
nizzarle in tre giorni soltanto.

Nelle colture a 240 C. la fluidificazione totale della gela-
tina si verifico: in 7-8 giorni soltanto nelle provette di una
prima serie e in 10-11 giorni in quelle di una seconda serie;
in tutti e due i casi fu constatato ehe la gelatina rimaneva
perfettamente fluida anche a 0¢ C. Delle provette della prima
serie, alcune furono senz’altro esposte ai vapori di formalina
(e in queste la gelatina torno solida dopo 25-30 giorni),
altre invece furono prima lasciate a 24 C. per due o tre
giorni ancora (e in queste poi la gelatina torno solida dopo
20-25 giorni) o per sei o sette giorni (e in queste la gelatina
era ancora {luida dopo pil di due mesi); di quelle della se-
conda serie, alcune furono esposte ai vapori di formalina
dopo un giorno (e in queste la gelatina tornd solida dopo
35-50 giorni), alire dopo tre o quattro giorni (e in queste la
gelatina resto fluida). II Vibrio cholerae coltivato a 240 C. era
quindi stato capace di fluidificare in 7 giorni tutta la gelatina
contenuia in una ordinaria provetta e di peptonizzarla in
15 giorni e forse anche in meno.

Nelle colture a 20° C. la gelatina era completamente flui-
dificata dopo 9-10 giorni e si manteneva fluida anche a 0
esposta ai vapori di formalina dopo altri 2-6-10 giorni essa
non fu mai risolidificata ; a 20° C. dunque la fluidificazione
si era compiuta in 9-10 giorni e la peptonizzazione in 11-12
giorni soltanto.

Infine nelle colture a 16°-17° C. la fluidificazione fu molto
piu lenta, giacché essa era totale dopo quasi un mese in al-
cune provette e dopo poco pill di un mese in altre; la gela-
tina delle prime fu esposta ai vapori di formalina dopo sei
giorni e quella delle seconde dopo 10 giorni; in un caso e
nell’altro essa si mantenne fluida. 11 Vibrio cholerae coltivato
a 16°-17° C. era stato capace di peptonizzare la gelatina in
36 giorni e forse anche tn meno.

Dai risultati di queste esperienze, confrontati fra loro, si
deduce che sul fenomena della fluidificazione e peplonizza-

ticava a (%, tal’altra quella in cui la gelatina non tornava selida a 100
cirea; evidentemente, per potere.istituire dei confronti, bisogna riferirsi
sempre alla stessa temperatura, come dird meglio in seguito; per comodita
ho scelto la temperatura del ghiaccio fondente. :

Influenza della tem-
peratura.
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zione della gelatina esercita una grande influenza la tempe-
ratura alla quale il germe viene coltivato. lo ho gia rilevata
limportanza di questo fattore nel mio precedente lavoro, dove
dicevo che il Bacillus pyocyaneus, lo Staphilococcus pyogenes
citreus e il Vibrio cholerae fluidificano e peplouizzano la ge-
latina pit rapidamente a 37° che a 22°, mentre il contrario
patrebbe che si verificasse per il Bacillus anthracis (1). Dalle
nuove esperienze risulta che per il Vibrio cholerae la rapidita
di fluidificazione e peptonizzazione é presso a poco la stessa a
2o ¢ a 20°; da alcune di esse parrebbe anzi che a 20° la
peptonizzazione si compisse piu rapidamente che a 24° C.;
infatti la gelatina delle colture a 200 C., sottoposta all’azione
della formaldeide dopo 11-12 giorni soltanto dalla semina,
non si é risolidificata, mentre quella delle colture a 24°¢ C.,
esposta ai-vapori di formalina dopo 11 giorni, é stata da essi
risolidificata.

Bisugna perd tener presente che olire alla temperatura
molti altri fattori intervengono a modificare 4l fenomeno, primo
fra tutti quello della {Jrovenienza e forse della virulenza del
germe, di cui ora parleremo, poi quello della composizione e
della reazione del terreno a base di gelatina, del quale fattore
pure discuteremo ampiamente in segumito, poi quello rappre-
sentato dal complesso di condizioni che influiscono sullo svi-
luppo del germe e quindi anche sulla produzione di proteasi;
di ]Fifl il tempo nel quale si compie la fluidificazione totale
della gelatina dipende naturalmente dall’altezza dello stato
di gelatina nella provetta di coltura; ora io ho procurato che
nelle colture di una data serie o di piit serie messe a con-
fronto questa altezza fosse uguale, ma questa non & stata
sempre_costante in tutie le numerose esperienze da me isti-
tuite; & percio che in una parte delle esperienze io ho mi-
surato a centimetri e a millimetri I’ altezza dello strato di
gelatina fluidificata e questo procedimento permette di con-
frontare fra loro tutti i risultati e di seguire tutto 1’ anda-
mento del processo di fluidificazione.

Inoltre, fatto anche questo che gia ho rilevato nel mio
Erimo lavoro, anche con germi della stessa provenienza e

ella stessa virulenza, coltivati contemporaneamente alla stessa
temperatura e sullo stesso substrato. nutritivo,. disposto:in
strati della stessa altezza, e in provetfe dello stesso diametro,
la fluidificazione in alcune provette procede pili rapidamente,
in altre un po’ piu lentamente; cosi. p. es. nella’serie di pro-
vette, a strato  di-gelatina ‘ugualmente alto, mantenute a

469170 (., in alcune la. ﬂuidiﬁcazione totale della gelatina si

, Cw .

(1) Nel citato lavoro io concludevq che la temperatura optimum per
la produzione dell’enzima proteolitico non sempre coincide con'la tempe-
ratnra optimum i sviluppo. E’ ¢id ch® vedremo meglio in seguito, Per
ora ricordo che Gage (XI) ha trovato che mantenendo a-37°-40¢ C., invece
che a 20°, le colture in gelatina, in generale nen sei ottiene uva accelera-
zione, della fluidificazione. Ini gqueste rigerche: b g -perd studiare sepa-
ratamente 1’ influenza che la temperatnra es syla produzione dello
enzima gelatinolitico e sulld azione di ques -di ¢id, ripeto, ei ocon-
peremo pidr avanti. - ; . .
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compi in 29 giorni, in altre in 35. Questa differenza di com-
portamento, non attribuibile a un determinato fattore tra
quelli la cui influenza sullo sviluppo dei germi & nota, pud
dipendere forse dalla diversa vitalita individuale e dalla di-
versa attitudine dei singoli individui di una determinata col-
tura batlerica @ produrre enzimi; & noto p. es. che i singoli
individui di una stessa coltura presentano differenze notevoli
nella loro resistenza ai disinfettanti; non & quindi improba-
bile che tali differenze individuali si manifestino anche nella
proprietd enzimo-produttiva.

Per quanto poi riguarda i risuliati delle mie esperienze,
hisogna tener presente una particolariti su eui non ho insi-
stito nel mio precedente lavoro e che in parte puo spiegare
le differenze nei risultati ottenuti da me e da Mavrojannis
ed & questa: quando nei tubi di coltura si era iniziata la
fluidificazione della gelatina, io tutte le volte che esaminavo
le colture (e cid in principio accadeva tutti i giorni) sottopo-
nevo le provette a un rapido movimento di rotazione, che
determinava una mescolanza intima degli strati superficiali
con gli strati pit profondi di gelatina fluidificata ; con cid si
viene a favorire la diffusione degli enzimi (prodotti dalle cel-
lule batteriche sviluppatesi in superficie (1) e la loro azione
su tutta la gelatina, e nello stesso tempo si porta alla super-
ficie un materiale nuiritivo meno esaurito e quindi capace di
dar luogo a un ulteriore intenso sviluppo della coltura; tutto
questo naturalmente determina una piu rapida gelatinolisi,
tanto pitt rapida quanto pil efficace e ripetuta ¢ stata la me-
scolanza; il procedimento da me seguito pud quindi aneh’esso
spiegare in parte le differenze apparentemente inesplicabili
sopra riferite. E che in realta lagitazione delle gelatina flui-
dificata favorisca la rapidite di fluidificazione della rimanente
gelatina, 1" ho constatato sperimentalmente seminando con-
temporaneamente, in provette conlenenti strati ugualmente
alti della stessa gelatina, dei vibrioni colerigeni provenienti
tutti da una stessa coltura e mantenendo tutte le provette a
22¢ C.; a fluidificazione iniziata, sottoposi tutti i giorni, per
pochi secondi ogni volta, una meta delle provette alla rotea-
zione; in queste la fluidificazione si effettud pin rapidamente
che nelle altre; la differenza, insensibile nei primi giorni,
crebbe sempre pit nel giorni successivi, in quanto che la
rapidita di fluidificazione si mantenne costante o quasi nelle
provette agitate, e diminui invece progressivamente in quelle
non agitate, tanto ehe quando nelle prime tuita la gelatina
(alta cm. £'/,) era gid fluidificata (cid che si effettuo dopo
17-20 giorni), nelle altre era fluidificata per poco pit della
metd soltanto (per cm. 21/,), e perché diventasse fluida la

(1) E? noto ehe il Fibrio cholerae si sviluppa molto pii rigogliosamente
e abbondantemente in superficie, Ricorderd che De Waele e Vandevelde
(VD han trovato che il fermento proteolitico del Bacillus megatherium (che
si sviluppa anch’esso in superficie), coltivato in gelatina a 37° C., fluidifica
la gelatina solo in superficie e sembra che nomn si ditffonda uniformemente
in tutto il substrato.

Agitazione dei tubi
di coliura.

TOTF
> BLIOTECA L%y
¢
—_




‘Oonclusione.

14

T te gelatina (cm. 2) oceorsero altri 20 giorni circa. La
sﬁst::t‘i’a%zrevole(inﬂue)nza dell’ agitazione delle provette &
stata da me riscontrata nelle esperienze coi filtrati attivi di
colture diverse. Fermi (IX) ha fatto una osservazione analoga

r la tripsina: in due provette di gelatina aggiunse 10 cme.

i una soluzione di tripsina a 1/, e lascio una provetta in
riposo mentre traverso 1a soluzione dell’altra fece gorgogliare
una corrente d’ aria; dopo 2 giorni nella prima proveita.la

latina era fusa per 1 mm., nella seconda per mm. 2'|,. Qui
%: causa che ha favorito la gelatinolisi deve ricercarsi sol-
tanto nel contatto continuamente rinnovalo fra gelatina e exn-
zima, nel caso mio invece deve aver concorsé anche una Gu-
mentata produzione di enzima, in dipendenza dell’ accresciuto
sviluppo batterico, constatabile macroscopicamente (sedimento
molto pitt abbondante al fondo della provetta).

Infine osservero che per quanto si riferisce alla consta-
tazione della compiuta fluidificazione (nel caso delle colture
a 37° C.) e sopratutto a quella della avvenuta peptonizzazione
(intesa nel significato detto sopra, cioé di trasfermazione in
un prodotto non solidificabile dalla formaldeide), non si puo

- pretendere di colpire tale trasformazione proprio al momento

in cui essa si & effettuata; le cifre da me riportate sopra si
riferiscono al numero dei giorni trascorsi dalla semina alla
esposizione alla formaldeide; nulla quindi di pit probabile
che. al momento ‘di tale esposizione, in alcune provette la
peptonizzazione fosse gia compiuta da ¢ualche tempo e che
percio le cifre sopra riportate siano spesso superiori al vero.

Se si tiene confo di tulte queste circostanze, si vede che
non bisogna pretendere di spiegare con le sole variaszioni di
temperatura quelle variazioni di rapidita della gelatinolisi
sulle quali tanti diversi fattori possono avere influito. Solo da
un grande numero di esperienze, condotte in condizioni il
pitL possibilmente uguali, si pud dedurre qualche conclusione
molto generica e a me sembra che le mie esperienze mi au-
torizzino a concludere che la gelatinolisi prodotia dal vibrione
colerigeno & molto piiv rapida a 37° C. che a 20°-24° C. e pin
rapida a 20°-24° C. che @ 16° C.; ad ogni modo anche ad una
temperatura cosi bassa 41 Vibrio cholerae & capace di trasfor-
mare la gelatina in un prodotto non solidificabile dalla for-
maldeide.

Non bisogna perd credere che la temperatura influisca
soltanto sullo sviluppo del germe e sulla produzione della pro-

teasi; essa imfluisce” anche direttamente sull’azione di questa.

E questo un fatto oramai molto noto per tutti gli enzimi in
generale, e che io ho constatato, come vedremo piu innanzi,
per le proteasi batteriche (Vibrio cholerae e Bacillus anthracis)
e ifomicetiche (Aspergillus niger e Asp. effusus) e che recen-
temente la Petruschewsky (XXIV) ha trovato anche per la
proteasi (endotriptasi) contenuta nelle cellule blastomicetiche
uccise. Fermi (IX) poi ha trovato che la maggiore attivita
della tripsina determinata da una pil alta temperatura non
& costante per le diverse soluzioni di gelatina da lui impie-
gate e che essa ¢ influenzata sia dalla concentrazione della




15

gelatina, sia (in misura anzi piu forte e pit regolare) dalla
reazione di questa, nel senso che nella gelatina neutra (che
é molto meno sensibile alla tripsina di quella alcalina) lin-
fluenza favorevole delle alte temperature si fa sentire molto
di pit che in quella alealina.

Che campioni di uno stesso germe di provenienza diversa
si comportino diversamente rispetto alla rapidita di fluidifi-
cazione e di peptonizzazione della gelatina, questo ¢ gia stato
messo in evidenza nel mio precedente lavoro (XXX), sia per
il Bacillus anthracis, sia, e ancora piu, per il Vibrio cholerae.
Del resto, per quanto almeno riguarda questi due germi, era
gia noto da tempo che le colture lungamente trapiantate in
laboratorio, e specialmente quelle per le quali i irapianti si
sono eseguiti a lunghi intervalli o sono stati fatti su terreni
non troppo appropriati (1), perdono a poco a poco il loro
potere gelatinolitico e finisconce per trasformarsi in germi non
liquefacienti; ed ¢ solo con speciali procedimenti che si puo
far loro riacquistare la capaciti di fondere la gelatina; cosi
pure & noto che il Bacillus fluorescens liquefaciens pud per-
dere tale capacita fino al punto da non distinguersi piu dal
B. fluorescens non liquefaciens. Quanto al colera, Haffkine

.(XI1I) dice che anche i vibrioni recentemente isolati dall’in-
testino dei colerosi si comportano molto diversamente rispetto
alla fluidificazione della gelatina e « la variazione si estende
fra una perdita completa di questa proprietad e la capacita di
fluidificare l’intiero volume di gelatina ». Recentemente anche
De Waele e Vandevelde (VI) han trovato forti differenze nella
fluidificazione della gelatina (e nella dissoluzione della ca-
seina) per campioni di Vibrio cholerae (e anche di B. enferi-
tidisy di provenienza diversa.

Non avendo avuto a mia disposizione stipiti diversi di
vibrione di Koeh isolati di recente dall’intestino di colerosi,
non mi é stato possibile riscontrare se le differenze nel potere
di fluidificazione siano in realti cosi estese come. afferma
I’Haffkine. Dalle mie esperienze risulta invece confermato che
le colture di colera trapiantate per lungo tempo in labora-
torio fluidificano e peptonizzano la gelatina piu lentamente
di quelle isolate di recente dalle feci di colerosi o mantenute
virulente con passaggi traverso agli animali; parrebbe quasi

anzi che virulenza e attivitd proteolitica andassero di pari

passo. Con nessuno infatti det cinque campioui da me esa-
minati nelle precedenti esperienze polei mai constatare una
fluidificazione e una peptonizzazione cosi rapida come col
sesto stipite, che io ho preso in esame fin dall’ottobre del 1905,

(1) Secondo Liborius molti germi liquefacienti perdono completaments
0 quasi il loro potere gelatinolitico se coltivati anaerobicamente o in ter-
reni contenenti sostanze riducenti (ad es. in terreni glucosat). Sanfelice
anzi ha trqvato che con una prolungata colturs anaerobica il Vibrie cho-
lerae e altri liquefacienti si possono trasformare in varieta che anche col-
tivate aerobicamente non fluidificano piit. Risultati uguali ottennero Hueppe
e Wood coltivando in brodv fenicato e la nuova proprietad era tanto pin
stabile quanto pilt a lungo si eranc protratti i trapianti in brodo fenicato.

Altivita gelatinoliti-
ca di campioni di-
versi di uno stesso
germe.

Virulenza e potere
gelatinolitico.
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tals diversi otienuti

o damee da Mavro-
jannis.

Vibrione del colera
e altri vibrioni.
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poco_dopo che esso era stato isolato dalle feci di un coleroso

in Germania, e la cui virulenza é sempre stata manfenuta

pitt o meno alta con passaggi continui traverso alle cavie:
ancora ‘oggi, dopo uasi due anni, il potere gelatinolitico di
questo stipite & molte pit forte di quello degli altri 5 stipiti

e per quanto nel corso delle mie esperienze io non abbia sempre

detéerminato esattamente il grado di virulenza della coltura
impiegata e il grado del potere gelatinolitico, pure in linea
generale ho osservato che quanto pit virulenta era la col-

“tnra, tanto pite attiva essa si mostrava nella gelatinolisi ;

qualche rara eccezione riscontrata puo trovare la sua spie-
gazione nell’una o nell’ altra delle tante cause, enumerate

_sopra, che influiscono sulla gelatinolisi.

Se si considera quali e guanti siano ¢ fattori che favori-
scono od ostacolano la produzione e Vattivita delle proteasi,
si capisce come 1o e Mawvrojannis operando in condizioni di-
verse abbiamo oftenuto risulteti diversi.

Sopratutto per quel che riguarda il Vibrio cholerae, le
differenze dei risultati possono essere imputate alla diversa
attitudine proteolitica dei campioni adoperati. Forse il Ma-
vrojannis si & servito di colture di colera trapiantate da lungo
tempo in laboratorio e la eui virulenza, non rinforzata mai
con passaggi negli animali, doveva esser nulla o quasi. Quanto
alla temperatura, il Mavrojannis manteneva le sue colture a
20’ C., temperatura che non & certo la piu favorevole alla
produzione (da parte del Vibrio cholerae) della gelatinasi e
all’azione di questa; pure noi abbiamo visto come a questa
temperatura con colture molto virulenti la peptonizzazione
completa della gelatina si effettuasse in 11-12 giorni soltanto.
Quanto alla composizione e reazione della gelatina, il Mavro-
jannis dice di avere adoperato la comune gelatina nutritiva
al 10°/,; nessun cenno ¢ fatto sulla alcalinitd di essa, che
pure influisce fortemente sullo sviluppo del Vibrio eholeiae ¢
sulla attivitd della sua gelatinasi, come vedremo tra poco.
Non. dice infine il Mavrojannis se egli agitasse o no le col-
ture, etc.

Tutte queste condizioni, ma sopratutto la provenienza e
virulenza delle colture, spiegano anche i risultaii diversi

. ottenuti da me e dal Mavrojannis col vibrione di Metchnikoff.

_gli coltivando i suoi due stipiti di vibrione di Koch e di
Metchnikoff alla stessa temperatura (20° G.) e sulla stessa
gelatina (comune gelatina nutritiva al 10 °/,), constatd che il
primo fluidificava la gelatina molto pilt lentamente del se-
condo e non riusciva mai a peptonizzarla, mentre il secondo
gia dopo sei o sette giorni aveva trasformato in peplone la
porzione fluidificata di gelatina. Io invece coltivando con-
iemporaneamente alla stessa temperatura (24° C.) e sulla stessa
gelatina (comune gelatina nutritiva 12°/) il sesto stipite vi-
rulentissimo di colera e uno.stipite di vibrione di Metchnikoff
lungamente trapiantato in laboratorio, ho' constatato che il
primo. fluidificava tutta la gelatina in 7-8 giorni e la pepto-
nizzava in 15 giorni, mentre il secondo la fluidificava in
14-15 giorni e dopo 20 giorni non I’aveva ancora trasformata
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in un prodotto non risolidificabile dalla formaldeide. Anche
a a7 C., mentre il colera peptonizzo la gelatina in 3 giorni
e forse meno, il vibrione di Metchnikoff non vi riuseci. 1 ri-
sultaii miei e quelli di Mavrojannis rispetio a2 questi due vi-
brioni suno dunque assolutamente contradditori e tali diver-
genze non si possono spiegare che con i motivi sopra esposti.

Contemporaneamente al vibrione di Metchnikoff coltivai
anche, sia a 24, che a 37" C,, il vibrione di Massaua e il
Vibrio danubicus, ambedue lungamente trapiantati in labo-
ratorio: a 24+ il primo tluidificava la gelatina in 6-7 giorni,
il secondo in 13-15 giorni, ma dopo rispettivamente 12 e 23
giorni essi non la avevano ancora peptonizzata; a 37°il 1°
fluidificava la gelatina in 36-48 ore, il 2" in 3-4 giorni e quest’ul-
timo dopo 5 giorni ancora non l'aveva peptonizzata, mentre
il 10 aveva compiuto tale trasformazione dopo tre giorni
soltanto. Quanto al vibrione di specie indeterminata isolato
dall’acqua di Chiaravalle, esso, coltivato a 24', fluidifico la
gelatina in 48 giorni, ma la gelatina, esposta dopo un altro
giorno alla formaldeide, rimase fluida.

In conclusione, di futfi i vibrioni (nove-dieci specie di-
verse) e di tutti gli stipiti di vibrione colevigeno (sei) da me
esaminati, quello che ha wmostrato di possedere n pii alto
grado il potere di flwidificare e peptonizzare la gelatina é stato
il 6" stipite di Vibrio cholerae (virulento) e quello che pit si
& avvicinato ad esso & stato il vibrione di Massaua. Non
solo quindi non risulta dalle mie esperienze che il vibrione
del colera sia incapace di trasformare la gelatina in un pro-
dotto non risolidificabile dalla formaldeide (in tuttii 6 stipiti
da me esaminati esso ha compiuto questa trasformazione
anche se coltivato a basse temperature}, ma anzi per uno
degli stipiti la trasformazione ha avuto luogo piu rapida-
mente che per tutte le altre nove specie di vibrioni da me
esaminate (eccezione fatta per il vibrione di Massaua) e cio
non solo a 37° ma anche a 240 C.

1 azione dellu formaldeide sulla gelatina fluidificata
non pud dungue essere utilizeata nella diagnosi (sia pure di
laboratorio) del wvibrione di Koch per differenziave questo
dagli altri vibrioni pitt 0o meno affini.

)E*=s

Nel mio precedente lavoro concludevo che i 25 germi
fluidificanti la gelatina da me esaminati (18 Schizomiceti e
7 Ifomiceti) erano tutti capaci di trasformarla in un pro-
dotto non solidificabile dalla formaldeide ; a questi 25 bisogna
ora aggiungerne altri otto, di cui 3 Schizomiceti (Vibrio
danubicus, Vibrio Massauae, Vibrio Metchnikoff) e b lfomiceti
(Aspergillus versicolor Tirab., Asp. ochraceus Wilhelm, var.
Ceni e Tiraboschi, Asp. novis Wehmer, Asp. effusus Tirab.),
che ho sperimentato In seguito, e se vogliamo tener conto
dei risultati positivi ottenuti dallo stesso Mavrojannis per i
vibrioni di Deneke e di Finkler-Prior, possiamo concludere
che di tutti ¢ 35 germi (23 Schizomiceti e 12 Ifowmiceti)

2

Conclusione.
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liguefacienti la gelatina finora saggiati neppure wno & usso-
lutamente incapace di peptowizzarle. Anche per le nuove
specie esaminate ho visto che se la gelatina liquefatta &
esposta troppo presto ai vapori di formolo, prima che la
proteasi prodotta abbia avuto tempo di esplicare la sua
azione, essa ¢ risolidificata. Tutti ¢ liguefacienti quindi
trasformano dapprima lo gelatina in una sostanza, fluida
anche a basse temperature, ma risolidificabile dal formolo, e
solo in seguito in un prodotio non pit solidificabile.

Ho accennato pit volte alla influenza che sulla gelati-
nolisi per opera dei germi esercitano la composizione e
reazione del substrato colturale. Gid nel mio precedente
lavoro avevo rilevato questa influenza ; p. es. avevo trovato
che i cinque stipiti di Vibrio cholerae fluidificavano pin
rapidamente la comune gelatina nutritiva che quella di Abba,
mentre il contrario accadeva per i vibrioni acquatili da me
esaminati: gli uni e gli altri fluidificavano piu rapidamente
quel terreno a base di gelatina nel quale trovavano econdi-
zioni migliori per il loro sviluppo. Ma come gid ho detto
per il fattore temperatura, cosi anche per questo altro fattore
bisogna ricordare che esso esplica la sua influenza non solo
sulla produzione della proteasi, ma anche sulla attivita di
questa. Naturalmente la rapiditd della gelatinolisi & anche
in rapporto con la concentrazione della gelatina; tanto piil
questa & alta, tanto pit lenta é la fluidificazione ; secondo
Terni (IX) le differenze sono tanto pit rilevanti quanto
pit sfavorevoli sono le alire condizioni e inolre esse sono piil
manifeste all’inizio della fluidificazione. Bisogna anche tener
conto del modo di preparazione e di conservazione del terreno
a base di gelatina ete.

Ma & sopratutio nello studio degli Ifomiceti fluidificanti
la gelatina che ho preso in considerazione questo fattore,
coltivandone varie specie contemporaneamente su molti
substrati a base di gelatina. Anzitutto ricorderd che il potere
gelatinolitico & cosi diffuso tra gli Ifomiceti che generalmente
si alferma che tutti gli Ifomiceti sono capaci di fluidificare
la gelatina. Io ho esaminato da questo punto di vista moltis-
sime specie di Aspergillus, Penicillium, Oospora, ete. e ho
trovato che tutie fluidificano la gelatina : una sola eccezione
avrei riscontrato, rappresentata dall’ Aspergillus glawcus Link,
che coltivato da me a temperature diverse e su svariatissimi
terreni a base di gelatina, non ha mai liquefatto questa
anche quando il suo sviluppo era rapido e rigoglioso ; il
Wehmer perd (XXXV), che ha coltivato questa muffa su
gelalina al mosto di birra (« Bierwiirzegelatine »; gelatina al
5 ¢/}, ha trovato che essa la fluidifica lentissimamente. (1)
11 Wehmer (1895) (XXXIV) é stato il primo che ha fatto delle
esperienze comparative con molie specie di Aspergilli e Peni-
cilli, coltivandoli su questa « Bierwiirzegelatine », e ha tro-

(1) Mi sono procurate da Kral una celtura del campione di A, glauncus
adoperato da Webmer; anch’esso non 8 mai pervenuto a liquefare nessano
dei terreni di gelatina da me adoperati.
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vato che alcuni (dspergillus niger, ete.) la tluidificano piutto-
sto rapidamente, altri (Asp. glawcus, fumigatus, varians, ete.)
molto lentamente. -

Quanto alla influenza della reazione del terreno a base
di gelatina ricorderd che secondo Hansen (XIV) il Penicillium
glaneum fuidifica pin rapidamente la gelatina neutra che
quella acida; secondo Stoll (XXIX) i Pen. olivacenm, italicumn,
rubrum e purpurogenwn fluidificano ugualmente la gelatina
alcalina e acida, mentre il Pen. brevicanle fluidifica piu ra-
pidamente quella alcalina che quella acida; guanto al Pen.
glawcuwm un aumento nell’aggiunta di aleali (soluzione nor-
male di soda) o di acido (acido solforico normale) sembra che
favorisca la gelatinolisi.

Quanto alla composizione del terreno, Hansen ha trovato
che il Pen. glaucum 1luidifica con la stessa rapidita la gela-
tina zuccherata che quella senza zucchero: Schéffer (XXVI)
che ha studiato molti Aspergilli e Penicilli conclude che la
presenza di zucchero ordinariamente non impedisce la pro-
duzione di gelatinasi; secondo Stoll infine i Pen. brevicaule,
dtalicum, olivaceum, purpurogenwm, rubriwm non sarebbero
capaci di fluidificare una gelatina zuccherata (contenente il
21, di destrosio (1); solo il Pen. glaucum la tluidificherebbe,
ma lentamente, e un aumento nella percentuale - dello zuc-
chero ritarderebbe ancora piu la fluidificazione.

Le specie di Ifomiceti da me studiate comparativamente
nel loro potere gelatinolitico sono le seguenti : Aspergillus
effusus Tirab., 4. fumigatus Fres., A. glawcus Link, A. novus
Wehmer, 4. ochraceus Wilhelm, Asp. ochirucens var. microspora
Tirah., 4. varians Wehmer e A. varians Ceni (4. versicolor
Tirab.), pit una specie indeterminata di Oospora e altre due
specie indeterminate di muffe. I terreni nutritivi a base di ge-
latina, adoperati in questa serie diricerche, furono i seguenti:
1= Semplice soluzione di gelatina 10"/, in acqua dist. ; reazione
acida ; punto di fusione viecino a 30" C.; 2 La stessa, pil
saccarosio 3"/,; 3+ La stessa, pitt Na Cl 0,5%/,; 4» La stessa,
con saccarosio 6%,; 5 La slessa, con glucosio 37%/,; 6 Co-
mune gelatina nutritiva al 12 *//; reazione alcalina; punto
di fusione vicino a 25' (.; 7+ La stessa, con glucosio 2,5°/,;
8 Gelatina al liquido di Raulin (soluzione al 20 ¢/, di gelatina
in acqua + liquido di Raulin, mischiati a parti uguali) (2),
reazione fortemente acida; punto di fusione sopra a 30° C,;
92 La stessa, ma con liquido di Raulin ridofto a saccaro-
sio 6'/,, acido tartarico 0,3 */, e nitrato di ammonio 0,3 /..

Le spore delle specie prese in esame erano seminate con-
temporaneamente e presso a poco nella stessa quantitd in
provetie dello stesso diametro e contenenti strati ugnalmente

(1} Evidentemente [o Stoll ha trascurato lo studio di altri fattori che
influiscono sulla gelatinolisi per opera delle mmufte; infatti, per quanto
rigaarda p. es. il Pen. brevicaule, Wehmer (XXXVD) ha trovato che esso
Auidifica la sna « Bierwiirzegelatine », 1a quale & una gelatina zuccherata.

(2) Sul mode di preparare quests gelatina vedi: Tirancscin, Terzo
Congresso Pellagrologico Italiano, 1906.

Nuove mie ricerche.
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alti delle diverse gelatine ora enumerate ; per tutta la durata
dell’esperimento tutte le provette erano conservate alla stessa
temperatura, che nelle diverse esperienze oscilld da 18® a 28°
C.; tutti i giorni in principio, ogni 3-4-5 giorni in seguito,
agitavo le provette per provocare la diffusione della proteasi
prodotta in superficie (1).

[ risultati da me ottenuti sono raccolli, sinteticamente
e a grandi tratti, nella qui unita tabella, dalla quale si vede
che linfluenza esercitata dalla reazione e dalla presenza di
determinate sostanze non & stata uguale per tutte le specie
di muffe da me esaminate; non mi dilungo quindi in molte
considerazioni, tanto pitt che dovrd tornare sull’argomento a
proposito dell'influenza che questi stessi agenti esercitano
sull’attivita gelatinolitica dei filtrati di colture batteriche e
ifomicetiche. Solo osservero qui che Paggiunta di saccarosio
o di glucosio al 3 %/, (i due zuccheri si comportano ugualmente
o quasi) generalmente accelera la gelatinolisi (colonne 1, 3=
e 5 ; colonne 6* e 7+; solo fanno eccezione, fra le specie da
me esaminate, i due tipi di Aspergilluf?/ ochraceus. (2) Cosi
pure in tutte (o in quasi tutte) le muffe da me studiate la
gelatinolisi & pit rapida sulla gelatina faita con liquido di
Raulin ridotto, che su quella con liquillo di Raulin integro.
Queste diversita di fluidificazione dipendono da una diversa
produzione di gelatinasi o da una diversa attivita di quesia?
E’ impossibile dare qui la risposta.

*
* K

Tutte le ricerche di cui ho esposto finora i risultati,
come pure tutte quelle descritte nella mia pubblicazione del
1905, sono state eseguite con colture su gelatina; non @&
pereid possibile distinguere in esse, nello studio delle mol-
teplici cause che influiscono sulla gelatinolisi, la parte che
riguarda la produzione di una gelatinasi per opera dei germi,
da quella che riguarda 1’ attivita di questa stessa proteasi.
Gia abbiam detto che le proteasi di origine batterica e ifo-
micetica possono agire indipendentemente dalla presenza dei
germi e che la loro azione & influenzata da quegli stessi fat-
tori che influiscono anche sulla produzione di esse da parte

(1) L’agitazione frequents delle colture ba qui una grande importanza,
perché gli ifomiceti si sviluppano alla superficie della gelatina, formando
col micelio e con lo strato conidifero un feltro compatto, che costituisce
P’unico punto di produzione della proteasi. La dimostrazione sperimentale
di questa importanza 1’ ho ottenuta con lo stesso procedimento gia indieato
per il Vibrio cholerac (v. p. 13); cosl pure se si agita una coltura, p. es. di
‘Asp. niger, in gelatina (lasciata a 8 per 15 giorni a 25°, e mnella quale lo
strato di gelatina fluidificata sia alto 1 cm. circa), si constata sabito un
rapido progresso della gelatinolisi, dovuto evidentemente al fatto che la
gelatinasi accumulata alla superficie & portata a contatto della gelatina
non ancora liquefatta e esplica su di essa la sua agione.

(2) Se il_quantitativo del saccarosio si perta al 6 9, {colonna 4+ la .
gelatinolisi diminuisce; almeno cosi & accaduto nelle colture di Aspergillus
Sumigatus., -




Altezza in mm. dello strato di gelatina fluidificata da diverse specie

di Ifomiceti coltivati su gelatine diverse.

SPECIE DI MUTTA | Tempe-
| ratura

Varie specie di terreni nutritivi a hage |
di gelatina (v. testo)

Asp, effusus Tirab.*
(L camp., da grantureo)

Ha

Asp. fumigatus Fres.
(diversi campioni isoiati
dal granturco)

Asp, glaucus Link

(1 camp. isolato dal mais
e 1 prov. da Wehmer)

Asp. novus Wehmer

(1 campione, proveniente
da Wehmer)

Asp. ochraceus Withelm

var. microspora Tirab.
(isolato da pane e da mais) ‘

Agp. ochraceus Wilhelm
(1 campione, proveniente ‘
da Ceni) i

I

Asp. variang Webmer

(parecchi campioni, isolati
dal granotureo)

Asp. versicolor Tirab.

(1 campione, proveniente'
da Ceni) !
|

(Asp. varians Geni)
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dei germi: temperatura, composizione e reazione del lerreno
a base di gelatina, modo di preparazione e stato di counser-
vazione di esso, concentrazione della gelatina ete. Ho voluto
quindi determinare in quale misura queste diverse cause
influiscono sulla attivitd gelatinolitica delle proteasi batte-
riche e ifomicetiche. ‘

Lo studio di queste proteasi m assenza dei germi & gia
stato fatto da vari osservatori; per quello che riguarda gli
Schizomiceti, rimando alla mia nota a pag. 7 e al bel libro
di Fubrmann (X); per quanto si riferisce agli Ifomiceti, il
materiale di osservazione & molto pili searso: ricorderd gli
studi gia citati di Malfitano e di Bourquelot sulla proteasi di
Aspergillus niger, di Hansen, di Bourquelot, di Duclaux, di Gra-
vina etc. su quella del Penicillium glawcum. 11 Gravina anzi,
nella sua ultima nota pubblicata nel Gennaio di quest’anno
SXI[), accennd anche alla importanza che gli enzimi segregati

agli Ifomiceti possono avere nella determinazione della sin-
tomatologia osservata dai diversi sperimentatori che si sone
occupati dei veleni delle muffe in rapporto alla pellagra (1).

Sulla endotriptasi dei Blastomiceti vedi I’articolo di Hahn
e Lafar pubblicato nel IV volume (pag. 438-447; anno 1906)
dell’ Handbuch der techmischen Mykologie di JLafar; sulla ge-
latinolisi dei Saccaromiceti e Schizosaccaromiceti vedi I’ar-
ticolo di Kidcker, nello stesso volume (pag. 180, 187, 190,
anno 1906) e quello di Miiller-Thurgau (pag. 318-327); sulla
gelatinolisi nelle Mucorinee consulta ’articolo di Wehmer
(pag. 524-525; anno 1907). Il volume IIT dello stesso trattato,
contiene anche a pag. 119-128 (1904) un riassunto sulla pro-
teolisi nei batteri.

Le mie esperienze riguardano Vibrio cholerae ¢ Bacillus
anthracis tra gli Schizomiceti, Aspergillus effusus Tirab. (e
in parte Asp. niger. v. Tiegh., Asp. fumigatus Fres e Pen.
glaucum Link) tra gli Ifomiceti. Sarebbe stato bene adoperare
nelle singole esperienze soluzioni enzimatiche il pit possibil-
mente pure; siccome perd non & possibile ricavare enzimi
puri e siccome i metodi per averli in uno stato anche di
relativa purezza sono lunghi, cosi per brevita mi sono servito
del filtrato di colture dei diversi germi. Naturalmente questi
filtrati, accanto all’ enzima proteolitico, contengono altri en-
zimi e una infinitd di altre sostanze (prodotti di ricambio
del germe, sostanze diverse originatesi dalle azioni enzima-
tiche. che si sono svolte nel liquido colturale, sostanze con-
tenute in questo e rimaste inalterate etc.), di cui alcune
possono influire, e anche fortemente, sulla intensita di azione
della proteasi; ma siccome nelle singole serie di esperienze

(1) Il Gravina cosi conclude: « Le asserzioni di Gautier e di Roussy
e i risultati delle mie esperienze non lasciano dubbio che gli enzimi si
devono considerare come fowines-ferments e che inoculati sottocute negli
animali da esperimento determinano una sintomatologia grave di predo-
minio del sistema nervoso, ed anche la morte. Le estrazioni con alcool,
etere, cloroformio, acqua, comunemente nsate per ottenere il tossico, aia
dagli ifomiceti sia dal substrato colturale, sono appunto i mezzi comuni
di estrazione degli enzimi..., ».
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usavo sempre lo stesso filirato di una stessa coltura, I’ in-
fluenza esercitata da queste diverse sostanze, se non scom-
pare, certo resta molto attenuata.

Le colture batteriche furono fatte nel comune brodo
nutritivo a reazione alcalina, quelle di muffe in liquido di
Raulin; le une e le alire in grandi bottiglie di Erlenmeyer,
delle stesse dimensioni. contenenti tutte la stessa quantita
di liquido (per circa 112 em. &’ altezza), e mantenute alla
temperatura optimum per lo sviluppo del germe in esame;
in alcuni casi, per vedere se questa costituisse anche Popti-
mum per la produzione della gelatinasi, ho fatto anche col-
ture a temperature pill basse. Ottenuto, in capo a 3-7 giorni,
uno sviluppo rigoglioso, riportavo il liquido colturale sempre
allo stesso volume e poi filtravo traverso a candele steriliz-
zate, aggiungevo (per precauzione) del timolo alla dose del
2w (1) e distribuive con pipette sterili nei diversi fubi di
gelatina. Questi erano tutti dello stesso diametro, contenenti
tutti la stessa quantits @i gelating, lo quale quindi raggiun-
geva in tutti i tubi la stessa altezza, indicata da un listino
di carta; nelle singole esperienze i singoli terreni alla gelatina
erano non solo della stessa concentrazione, composiziene e
reazione, ma anche della stessa preparazione, cosicché tutti
i tubi di un dato terreno contenevano gelatina perfettamente
identica, avente lo stesso preciso punto di fusione ete.; quando
per una stessa gelatina dovevo ripetere esperienze in epoche
diverse, le provette venivano conservate al buio e saldate
alla lampada, cosi da evitare I'azione della luce e sopratutto
la evaporazione e quindi le variazioni nel grado di concen-
trazione della gelatina.

Per studiare 1’intensitad di fluidificazione generalmente
seguivo il metodo di Fermi, cioé versavo un determinato
volume di filtrato (ordinariamente 2 eme.) sopra alla gelatina
solida, portavo le provette a una determinata temperatura
(generalmente da 20° a 25° C.) e misuravo (dapprima giorno
per giorno, in seguito a intervalli pit lunghi) esattamente
lo strato di gelatina fluidificata; tutti i giorni poi agitavo
le provette e ¢id non solo favoriva, come ho gid dimostrato,
la gelatinolisi, ma lasciava veder meglio il limite di fluidi-
ficazione. Malfitano (XX) dice che il metodo di Fermi & poco
preciso e sensibile perché la temperatura alla quale si &
obbligati di sperimentare & incostante e percio egli ha seguito
Paltro metodo di mischiare intimamente quantita determinate
di gelatina e di liquido enzimatico e di mantenere i tubi nel
termostato a 35, ritirandoli poi a intervalli determinati,
raffreddandoli in un bagno-maria a 15' e considerando la
gelatinolisi ultimata quando a questa temperatura la gelatina
restava liquida. Io invece ho trovato il metodo di Fermi
abbastanza preciso (2) e sensibile: la temperatura si puo

(1) A questa dose il timolo, mentre 1mpedisce lo sviluppo dei germi,
non ostacola affatto o quasi I'azione della proteasi.

@) Col metodo seguito da Malfitano nou si riesce sempre a cogliere
il momento preciso in cui avviene la fluidificazione della gelatina, ciod

Metodo di ricerca.
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mantenere costante con un termostato a bassa temperatura
e le variazioni che possono succedere in esso sono uguali a
quelle che possono succedere in un termostato ad alta tem-
eratura (1). Qualeche volta, specialmente per studiare 1’ in-
guenza della temperatura sulla intensita della gelatinolisi,
ho seguito anche io naturalmente il metodo preferito da
Malfitano, mischiando sempre la stessa quantita di filtrato
(2 eme.) alla stessa quantitd di gelatina (8 cmc(.i) e osser--
vando dopo quanto tempo la gelatina restava fluida a 10" e
a 0° (provette immerse per !/, orain acqua a 10° e in ghiaccio
fondente) e quando era trasformata in un prodotto non piu
solidificabile dalla formaldeide (gelatina fusa versata in cap-
suline, esposte per due e pili mesi ai vapori di formalina
nel modo detto altrove).

Nelle mie esperienze mi sono occupato principalmente di
tre fattori che possono influire sulla attivita delle proteasi
batteriche e ifomicetiche e cioé della composizione e reazione
del terreno a base di gelatina, della temperatura a cui si
lasciava agire il liquido enzimatico, e della quantitd e con-
centrazione di questo liquido; inoltre ho studiato 1'azione
distruttiva delle alte temperature e della formaldeide (gassosa
o in soluzione acquosa) sulle proteasi, 1’ influenza che la
temperatura e la composizione del substrato ecolturale eser-
citano sulla produzione delle gelatinasi etc. Le ricerche sul-
I’ azione distruttiva della formaldeide sono state descritte in
un altro lavoro (XXXII); gli altri risultati finora ottenuti
sono raccolli nelle tabelle che si trovano in fine del presente
lavoro; sulla scorta di queste tabelle fard qui alcune osser-
vazioni e conclusioni.

E anzitutto esaminiamo 1’influenza che sulla gelatinolisi
esercitano la composizione e reazione della gelatina. I diversi
terreni alla gelatina da me adoperati sono quelli indicati
nella tabela 1.» Per tutti e tre i germi da me presi in esame
(Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, Aspergillus effusus),
vediamo (tabella 22) che la semplice alcalinizzazione delia

elatina influisce molto favorevolmente sulla fluidificazione
%colonne 12 ¢ 2%) e specialmente su quella prodotta dal filtrato
di brodo-colture di Vibrio cholerae. Leggerissima invece &
linfluenza esercitata dalla semplice aggiunta di Na Cl al 0,5 %/,
in un terreno di sola gelatina a reazione alcalina (colonne
2 e 32); se perd tale aggiunta si fa in un terreno a reazione
acida, contenente oltre alla gelatina anche del saccarosio al
3 % (colonne 4> e 5%), l'influsso favorevole esercitato in
questo caso da Na Cl & fortissimo, specialmente per il Vibrio
cholerae; il fatto & interessantissimo, perché dimostra che
Uinfluenza esercitata da wna determinata sostanza sulla atti-
vitd degli enzimi batterici e ifomicetici varia enormemente col

la perdita della proprietd di risolidificarsi a una bassa temperatura de-
terminata.

(1) Anzi siccome ad alte temperature la gelatinolisi » pin intensa, le
variazioni di temperatura inflniscono in tal caso maggiormente sul fo-
nomeno. :
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variare delle condizioni di reazione e di composizione del
terreno nel quale questa determinata sostanza si aggiunge;
qualche cosa di simile & stato gia segnalato da Fermi (IX),
il quale ha osservato che I’ influenza favorevole spiegata dalle
alie temperature sulla altivita della tripsina varia col variare
della concentrazione e, pilt ancora, della reazione della ge-
latina, manifestandosi pilt fortemente per la gelatina a rea-
zione neutra (meno sensibile) che per quella alcalina. La sem-
plice aggiunta di saccarosio al 3 */, in un terreno di sola gelatina
a reazione acida (colonne 1= e 42) influisce poco o nulla sulla
attivita gelatinolitica del filtrato di Vébréio cholerae, influisce .
invece fortemente su quella di Bacillus anthracis e Asper-
gillus effusus. 1l confronto dei dati della colonna 3» (ge-
latina con solo Na Cl, ma a reazione alcalina) con quelli
della colonna 5* (gelatina con Na Cl e saccarosio, ma a
reazione acida) confermano quanto ho osservato piu sopra
a proposilo dell’ influenza diversa esercitata sia dalla al-
calinizzazione, sia dal saccarosio al 3 ‘/, sulla attivita dei
tre filirati da me studiati; per il V. cholerae i dati della
colonna 5* sono uguali a quelli della 3, perché I'azione favo-
revole del saccarosio ¢ neutralizzata da quella sfavorevole
della acidita, mentre per il B. anthracis e Asp. effusus sono
molio piu elevati perché 1'influenza favorevole del saccarosio
¢ pit forte di quella sfavorevole della acidita., Un aumento
nella percentuale del saccarosio dal 3 ¢/, al 6 ¢/, (colonne 5?
e 6#) diminuisce D'attivita proteolitica di tutte e tre i filtrati
e la diminuzione & piu sensibile per il B. anthracis e pid
ancora per Asp. effusus, cioé proprio per quei due sui quali
P’azione favoritrice della dose 3 °/, siera mostrata pit energi-
camente. L’aggiunta di acido tartarico e nitrato di ammonio
al 0,3 */, alla gelatina acida con sacecarosio 3 °/, (colonne 4e
e 7%) influisce favorevolmente sull’attivita di tutti e tre i
filtrati e questa influenza é quasi uguale (un po’ piu per V.
cholerae, un po’ meno per B. anthracis) a quella spiegata,
in uguali condizioni (colonne 4* e 54), dall’aggiunta di Na Cl1
6,5 '/,. Quanto alla comune gelatina nutritiva, i dati raccolti
nella colonna 8* vanno confrontati con quelli della gelatina
22, che ha la stessa reazione alcalina della 8, ma manca di
peptone ¢ Na Cl e invece di essere sciolta in infuso di carne
é sciolta in acqua distillata; per tutti e tre i filtrali, ma
specialmente per i due batierici, la fluidificazione della gela-
- tina 8 & stata pid rapida di quella della 2.
Parrebbe quasi che quella stessa composizione e reaziome.
del terreno a base di gelatina, che favoriscono lo sviluppo di
una data specie batlerica o ifomicetica, favoriscano anche,
benche in diversa wmisura, Uattivita gelatinolitica della pro-
teast eliminata da quesia stessa specte; cosi per V. cholere
e B. anthracis il massimo di fluidificazione si é avuto nella
gelatina 8 che é la piu favorevole al loro sviluppo, per Asp.
effusus invece nella 52 ¢ 72 che pur sono le piu favorevoli
« al suo sviluppo, come risulta da mie osservazioni; cosi pure
il saccarosio che influisce molto favorevolmente sullo sviluppo
degli Ifomiceti in genere (e anche di Asp. effusus), ha influito

-
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molto favorevolmente anche sulla attivita della proteasi di
questa muffa; cosi anche Vaggiunta di Na Cl, che favorisce
To sviluppo di tutti e tre i germi da me esaminati, ha favo-
rito anche (in determinate condizioni anzi, molto fortemente)
'attivita delle loro gelatinasi; cosi pure la reazione alcalina
che & molto favorevole allo sviluppo dei batteri in genere e
del V. cholerae in specie, ha influito molto favorevolmente
sulla attivita gelatinolitica del filtrato di B. anthracis e pin
ancora di V. cholerae; essa perd ha favorito anche quella di
Asp. effusus, benché ailo sviluppo di questa come di quasi
. tutte le muffe in genere sia pill propizia la reazione acida di
quella alcalina.

e stesse conclusioni sulla influenza che la reazione della
gelatina e la presenza di determinate sostanze spiegano sulla
attivita delle proteasi si possono ricavare dall’esame di qual-
cuna delle altre tabelle, riguardanti pill propriamente lo
influsso di altri fattori, ma nelle quali sono anche riferiti i
risultati ottenuti con gelatine diverse; eosi p. es. nella tabella 4*
si vede che, mentre il fillrato di una brodocoltura di tre giorni
a 37° di V. cholerae, scaldato a 70°, ha ancora fluidificato
abbastanza rapidamente la gelatina 8, quello di una coltura
di quattro giorni, pili attivo, scaldato a 70° non ha fluidifi-
cato la gelatina 8¢ neppure dopo 27 giorni.

Infine dal confronto delle colonne a ¢ b della tabella 2
risulta che il grado della influensa esercitate dalla composi-
zione e reazione del terreno nmon & sempre uguale per filtrati
di colture diverse di uno slesso germe.

Le conclusioni che si possono dedurre da questa prima
serie di esperienze sono che [attivita gelatinolitica det miei
filtrati di colture in brodo di V. cholerae e B. anthracis e i
ligwido di Raulin di Asp. effusus é stata fortemente favorita
dalla reazione leggermente alcalina, ¢ in certi casi dell'ag-
giunta di piccole quantita (0,5 °/) di Na Cl, o di acido tarta-
rico e nitrato di ammonio (0,3°/,); quella di B. anthracis e
Asp. effusus & stata favorita moltissimo anche dalla presenza
di sacearosio al 3 °,, mentre una dose pid alta (6 °/) di questo
zucchero ha attenuata Uazione gelatinolitica; sul filtrato di V.
cholerae invece, il saccarosio anche alla dose del 3°/, non ha
esercitato wn influsso apprezzabile. Da questi risultati perd,
come dird meglio in seguito, non & lecilo argomentare senza
altro che si tratti di proteasi diverse.

Per quanto riguarda la reazione della gelatina, i miei
risultati ottenuti col V. cholerae e B. anthracis collimano con
quelli degli altri osservatori sulle proteasi di origine batte-
rica, le quali sono state trovate piu attive in ambiente leg-
germente alcalino; quelli invece ottenuti con Asp. effusus,
mentre collimano con quelli di Hansen (XIV), sono opposti
a quelli di Malfitano (XIX). Hansen estrasse con glicerina
dalle colture di Pen. glaucum un fermento, che fluidificava
pit rapidamente la gelatina neatra di quella acida. Malfitano
filtrd colture di Asp. miger su liquido di Raulin e trovo il
filtrato pin attivo in ambiente leggermente acide e assoluta- -
mente inattivo in ambiente anche leggermente alcalino. Per

.
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quanto poi riguarda I’influenza del saccarosio, che io ho tro-
vato molto propizio alla attivita gelatinolitica del filtrato di
Asp. effusus, ricordero che secondo Hansen Paggiunta di
zucchero non influisce affatto sulla attivita gelatinolitica del
suo estratto glicerico da colture di Pen. glaucum.

Anche riguardo alla influenza della temperatura sulla
attivita delle proteasi hatteriche e ifomicetiche, pochi dati ho
trovato nella letteratura (1). Per quanto rignarda le mie os-
servazioni rimando alla tabella terza, da cui risulfa che i tre
filtrati da me studiati erano molto piu attivi a 20°-22° che a
10°-12°, piu a 26° che a 20°-220, molto pid a 37° che a 26° e
pit a 4b6° che a 370 (2); anche per piccole differenze di tem-
peratura la differenza & molto forte, come si pud vedere nelle
colonne 23° e 25°-26° di V. cholerae e in quelle 20°-22' e 26°
di B. anthracis. I filtrati di brodocolture, di guattro e due
giorni a 37°, di V. cholerae e di quelle su liquido di Raulin, di
selte giorni a 36°, di Asp. effusus hanno sciolto (benché len-
tissimamente) le gelatine 22 e 8, 32 e 7t anche a 10-12° e
perfino (V. cholerae almenof a 8°-1(¢, il che non si é verificato
(sulla gelatina 8%) per il filtrato di brodocolture, di 5 giorni
a 37° e a 26°, di B. anthracis; di piu il filtrato di colture di
V. cholerae a 37°. mischiato alla gelatina 8* nelle proporzioni
di 1 di filtrato per 4 di gelatina, alla temperatura di 37° ha
trasformato in dieci ore soltanto la gelatina in un prodotto
che restava fluido anche a 0°, mentre il filtrato di eolture di
B. anthracis a 26° non ha fatto questo (mischiato con la
stessa gelatina 83 nelle stesse proporzioni) neppure in due
giorni, e quello di colture a 37° neppure in tre giorni; eppure
alla temperatura di 25°-26 il filtrato di colture di B. anthracis
a 26' si & mostrato pin attivo di quello di V. cholerae; questo
in dieci giorni aveva fluidificato la gelatina 8¢ per 23 mm.
soltanto, quello per 30-32 mm. Dunque ¢ filtrati di brodocol-
ture a 37 di V. cholerae (3) erane attivi ad una temperatura
molto bassa (8'-10°-12°) alla quale quelli di colture a 37° e 26°
di B. anthracis erano inattivi (4); a temperature mollo alte
(37" e 45° erano wmolto pik attivi di questi; a temperature

(I) Come per gli altri enzimi, cosi anche per queste proteasi si sa
che esse sono pill attive a temperature relativamente alte e che hanuno
una temperatura optimum o un limite minimo e massimo; anzi questi
limiti e questo optimum sarebbero stati trovati diversi per proteasi di
origine batterica diversa. Anche la Petruschewsky (XXIV) ha trovato che
la proteasi contenuta nelle cellule blastomicetiche & pitt attiva a 15%-16¢
che a 70-9¢ & molto piit a 32° che a 15*-160,

(2) Mi sono assicurato con tubi di controllo che tutte le gelatine da
me adoperate, mantenute anche per molti e molti giorni alla temperatura
di 37° e anche di 45° non perdevano la proprieta di tornare solide col
raffreddamento.

(3) Anche quelli di colture su liquide di Raulin di Asp. effusus, sag-
giati sulla gelatina 7+, si sopo mostrati attivi a 10°-12¢, molto pin attivi
a 37° e a 45% e meno attivi a 234 ma ho evitato di fare il confronto anche
con questi filtrati, perch® il liquido colturale era troppo diverso e diver-
sisgima era anche la composizione della gelatina adoperata.

) Gia ho ricordato che le proteasi di origine blastomicetica sono
state trovate attive (Petruschewsky) anche a 7°-9° C.

Influenza della tem-
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medie invece erano meno attivi. Anche da questo diverso con”
portamento dei due filtrati now st pud perd dedurre in M
niera categorica la diversa specificita delle proteasi in €38%
contenute; a prima vista la diversita del comportamento ¢
molto impressionante e suggestiva, ma se si tien presente €10
che ho detto a pag. 22, si puo pur pensare che la diversita
del comportamento dipenda dalla diversa composizione del
due filtrati. .

Le conclusioni che si possono dedurre da questa seconda
serie di esperienze sono che I'optimum d¢ temperatura Per
Vuttivite della proteasi contenuta nel fillrato del liguido 0
turale & molto pits alto dell’optimum di sviluppo per It specte
batterica o ifomicetica che Uha prodotta (benche si tratti 6%
specie che hanno il loro optimum a 37), che molto pitv alto
> anche il limite massimo, mentre il minimum, per le spect®
da me esaminale, pare si@ presso @ poco lo stesso o solo leg-
germente piit basso.

Pil copiosi sono i dati che ho trovati nella letteratura
relativamente all’azione distruttiva esercitata dalle alte tem-
perature sulle proteasi batteriche e ifomicetiche. Cito tra 8li
altri il lavoro di Fermi (VII), il quale riscaldava per 1 ofa
a 55, 60", 65° e 70" colture di gelatina fluidificata da batterl
diversi e poi la faceva agire su gelatina solida in provette ;
egli trovd che per tutti i sette germi da lui adoperati il -
scaldamento a 70° per 1 ora rendeva il liquido enzimatico
inattivo; per alcuni, ad es. per lo Staphylococcus pyogenes
aurews, bastava il riscaldamento a 55°, per altri {Bacillus
subtilis, B. megatherium, B. fluorescens) quello a 60", per
altgi invece (p. es. B. di Kieler) non bastava neppure quello
a 65°.

o ho riscaldato (ienendo immerse in un bagno-maria 1%
provette contenenti i filtrati) a temperature variabili da 9
a 80° per mezz’ora soltanto e ho trovato (tabella quarta) Qhe
il potere gelatinolitico (attivissimo) del filtrato di colture (SU

- liquido di Raulin a 35" per sei giorni) di Asp. effusus, Sperl-

mentato su gelatina 7+ a 23°, era attenuato sensibilmente g1a
alla teoperatura di 50°, pia fortemente ancora a 55', molto
di pitt a 60°, un po’ di piu a 65°, molto di pia a 70’ {fluidi-
ficazione estremamente lenta), e che era distrutto a 75 Per
il B. anthracis ho adoperato i filtrati di 6 brodo-colture di-
verse, saggiandone due su gelatina 5+ e quattro su gelatina
8 i primi due (colture a 37° e a 26 di cinque giorni) scal-
dali fino a 65° per mezz’ora hanno conservata integra o quash
la loro attivita, che si & attenuata sensibilmente solo per il
riscaldamento a 70'; gli altri quattro (colture a 20°, 24', 28,
37° di quattro giorni) scaldati fino a 65° hanno anch’essl
conservato quasi intatto il loro potere gelatinolitico, che sl €
attenuato sensibilmente a 70°, molto di piti a 75 (nei filtrati
delle colture a 20°, 24", 37° si & ridottoa */, circa, in quello
di 28" a /,) e ancora di pitt a 80" (fluidificazione lentissima;
gelatina risolidificata a 15°-18").

Quanto al V. cholerae i filtrati di due brodoculiure & 37
(una di guattro e Ualtra di tre giorni) saggiati rispettivmﬂmte
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su gelutina 20 e 8 a 23'-25" i comportarono diversamente;
il primo scaldate a 60" subi una disereta attenuazione e a
70° si mostro inattivo; Paltro si attenuo pochissimo a 60° (e
molto di pitta 65') ma era ancora discretamente atlivo dopo
essere stato scaldato a 70'. B questa una prova di piiv che
le differenze di attivita proteolitica o di resistenza ai reagenti
chimici e fisici (acidi, luce, calore, elc.), riscontrate per solu-
zioni engihmatiche provenienti da colture batteriche o ifomice-
tiche diverse, non sono da attribuirsi senz’altro ad una diversa
natura della proteasi in esse contenwute, giacché possono di-
pendere anche da una diversa concentrazione di queste o
dalla presenza (o da una diversa quantitd) di una o piu so-
stanze che favoriscono o ostacolano l'attivitad della proteasi
o la sua resistenza a determinati agenti. Gid ho detto come
la questione non possa essere risoluta che il giorno in cui si
sara trovato il modo di ottenere le proteasi batteriche e ifo-
micetiche allo stato di assoluta purezza.

Le conclusioni che si possono dedurre da questa terza
serie di esperienze sono che la resistenza al calore delle pro-
teasi batteriche e ifomicetiche contenute nei filtrali dei liquidi
colturali varia da specie a specie e che in tali condizioni al-
cune proteasi (quella del carbonchio p. es.) resistono anche al
riscaldamento a 80° per wmezz’ora.

Interessanti sono i dati raccolti nella tabella 5* relativa
alla quantita di gelatina fluidificata (in uguali condizioni di
temperatura, reazione, etc.) da gquantitd diverse di filtrato
enzimatico posto a contatto con essa. Per guanto riguarda
la gelatina mantenuta allo stato fluido ¢ mischiata intima-
mente col liguido enzimatico, ricorderd che Malfitano (XIX)
per la proteasi di Asp. niger ha trovato che il tempo impie-
gato per fluidificare la stessa quantita di gelatina della stessa
preparazione, mantenuta a 35°, é in ragione inversa della
quantitd di proteasi adoperata (filtrato di una coltura in li-
quido di Raulin); invece secondo la legge di Schiitz e Bo-
rissow il potere digestivo della tripsina sugli albuminoidi
disciolti sarebbe proporzionale alla radice quadrata della
quantita ‘di tripsina. Per quello che riguarda la gelatina
mantenuta allo stato solido e messa semplicemente a contatto
col liquido enzimatico, ricordero che dalle esperienze riportate
da Fuhrmann (X, pag. 46-49) eseguite col metodo di Fermi,
a 21°-23°, con filtrati di colture in gelatina (di dieci giorni)
di Bacterium panis viscosi I Vogel, risulterebbe che a dilui-
zioni forti del filtraio stesso la quantita di gelatina fluidificata
¢ (con una certa approssimazione) direttamente proporzionale,
a parita di tempo, alla quantita di enzima impiegato, e a
paritd di quantitd enzimatica, al tempo di azione.

Le mie esperienze furono fatte col V. cholerae e B. an-
thracis, sia mischiando intimamente 2 eme. di filtrato enzi-
matico con 8 cme. di gelatina (gelatina 2 per V. cholerae,
8 per B. anthracis) fusa dal calore e poi lasciata risolidifi-
care, sia mettendo il liquido semplicemente a contatto della
gelatina solida (gelatina 3* per V. cholerae, 6 e 7= per B. an-
thracis), e mantenendo in un caso e nell’altro a temperatura

Influenza della guan-
titd e concentrazio-
ne del filtrato gela-
tinolitico.
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da 23" a 95°, cid che offre il vantaggio di poter constatare
Tavvenuta fluidificazione della gelatina senza bisogno di ri-
correre alla frequente immersione delle provette in acqua
fredda. Quantunque le mie osservazioni non siano state fatte

s intervalli frequentissimi e regolari (1), pure risulta da esse

. gsia pure in misura approssimativa) la stessa legge verificata

Azione della formal-
deide sulla gelatina
fluidificata dalle
gelatinasi. ’

a Malfitano per il filtrato di colture di Asp. niger mescolato
con la gelatina, ciod del tempo inversamente proporzionale
alla quantite di liguido enzimatico. Nell’altro caso invece, pur
lasciando da parte le ricerche fatte aggiungendo quantita
crescenti di filtrato (2) e limitandomi a quelle eseguite con
quantita uguali (2 cme.) di liquido enzimatico, contenente
pero la proteasi in quantitd decrescenti (filtrato integro, 0113—
pure pii o meno diluito con acqua distillata), risulta dalle
mie tabelle non esser vera la legge della quantita di gelatina
flwidificata diretiamente proporzionale alla quantita di enzima
adoperata (3), giacché con quantita 1, '/, e '/ di enzima
{colonne: 2 cmc. di filtrato; 1 di filirato + 1 d’aequa; 1 di
filtrato -+ 2 d'acqua) la quantita della gelatina liquefatta in-
vece di essere rispettivamente 1, ‘1, 'f; @ stata (anche dopo
molti giorni di azione. quando la differenza si era pilt accen-
tuata e le misure erano relativamente pitt esatte) all’incirca 1,
o, a *p Tr @ a3 dunque diminuendo I’ enzima, la quantita
di gelatina fusa & diminuita in misura molto pitt piccola. Che
se invece di diluire con acqua distillata, si diluisce con brodo,
allora la legge della proporzionalita diretta si verifica con
molto maggiore approssimazione ; ¢io deve dipendere proba-
bilmente dal fatto ehe in tal caso la diluizione & stata ese-
guita con un liquido che per la sua composizione si avviei-
nava molto a guella del liquido (filtrato di brodocolture) in
cul si trovava disciolto I'enzima e cosi & restato uguale o
quasi il quantitativo delle altre sostanze che accompagnano
Penzima e che possono, come gia ho detto, influire notevol-
mente sulla sua attivita.

Ho gia detto che tutli gli Schizomiceti e Tfomiceti lique-
facienti la gelatina da me esaminati (35 specie diverse), col-
tivali su terreni alla gelatina, finiscono per trasformar questa

(1) I dati delle tabelle sono troppo sintetici e mnon contengono_tutte
le osservazioni; il riportarle tutte avrebbe richiesto dei quadri piit nu-
merosi e pit grandi.

@ In questo caso la quantita di enzima che vieneé a contatto com la
gelatina & sempre la stessa, almeno in principio; b solo in seguito, quando
Ta gelatinolisi progredisce e pet I’agitazione delle provette l1a gelatina fusa
si mescola col filtrato, che la concentrazione dell’enzima nel liquide che
1o risulta varia nelle diverso provette: » oost che si spiega come in prin-
cipio V'altezza dello strato di gelatina fusa sia uguale o quasi in tutte le

provette e in seguito cresca nei tubi contenenti maggior quantiti di filtrato.
(3) Vero ® che Fuhrmann dice che essa ® vera solo per forti diluzioni

del liquido enzimatico, ma dall’esame delle tabelle da lui riportate a me
sembra che tale legge (sia pure con questa limitazioné) non risalti in modo
chiaro; essa si verificherebbe solo per le prime due diluizioni e, anche
er queste, solo per le due misure fatte dopd 4 e 8 giorni e non per quella

atta dopo 14 giorniy probabilmente quindi’ si tratta di un fatto fortuito
o anche apparente (impossibilita di fare, specialmente per strati poco alti

di gelatina fusa, delle misure esatte, in decimi di millimetro).
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(in un témpo pitt 0 meno lungo a seconda delle condizioni
piti o meno favorevoli allo sviluppo del germe, alla produ-
zione della gelatinasi, all’ attivita di questa etc.) in un pro-
dotto non piu risolidificabile dai vapori di formalina. Anche
per i filtrati enzimatici delle specie da me studiate, agenti
quindi in assenza delle cellule batteriche o ifomicetiche, si
verifica la stessa cosa: la proteasi in essi contenuta attacca
la molecola della gelatina facendo perdere a_questa successi-
vamente la proprietd di tornare solida a 15°, a 10°, a 0", e
infine ai vapori di formaldeide; la trasformazione si svolge
presso a poco con le stesse variazioni gia riscontrate per le
colture e ritengo quindi inutile insistervi oltre e riferire tutte
le osservazioni da me fatte in proposito.

*
% *

Le ricerche sulla azione delle proteasi batteriche e ifomi-
cetiche in assenza dei germi che le hanno prodotte mi hanno
permesso di chiarire un punto rimasto oscuro nelle mie pre-
cedenti esperienze (XXX), che cioé la gelatinolisi provocata
dal B. anthracis si compia piii rapidamente nelle colture a 22°
che in quelle a 37", che pure rappresenta la temperatura
optimum per lo sviluppo del carbonehio. Restava il dubbio
se ci0 dipendesse dal fatto che a tale temperatura fosse meno
intensa la eliminazione della proteasi da parte del germe o
la attivita gelatinolitica di questa proteasi. Come gia ho ac-
cennato, da queste mie ulteriori ricerche & risultato (tabella 32}
che, al pari degli altri filtrati, anche quello di brodocolture
di carbonchio & molto piu attivo a 37° che a 22°. Ho voluto
quindi verificare se dalle brodocolture a basse temperature
(20" a 289 si ottenesse un filtrato piu attivo di quello ricavato
da brodocolture a 37°. I risultati di tutte le numerose ricer-
che eseguite in questo senso sono sparsi in tutte le tabelle
(2=, 82, 4v e B0 ) e ci dicono che i filtrati di brodocolture di car-
bonchio a 37°'si sono sempre mosirati meno attivi di quelli
di brodocolture lasciate per lo stesso numero di giorni a 28°,
a 26° e a 24°, e quasi altrettanto attivi di quelli di brodocol-

Produzione di pro-

teasi.
Influenza delln tem-
peratura.

ture a 20°. Tale minore attivita gelatinolitica del filtrato di '

colture a 37" si & manifestata su lutte le varie specie di ge-
latina da me adoperate (tabella 22) (1), per tutie le tempera-
ture alle quali ho sperinientato (tabella 3*), con tutii i fil-
trati scaldati o no per ‘|, ora a temperature da 50° a 80" (ta-
bella 4= ), per tutte le diluizioni fatte del filirato con acqua
distillata (tabella 5 ), insomma col variare di-tutte le con-
dizioni che influiscono sulla azione gelatinolitica dei filtrati
attivi. L’optimum di femperatura per la eliminazione della
rroteasi da parte del B. anthracis non pare dunque che coin-
cida con Voptimum di sviluppo del bacillo stesso; aumentando
la temperatura da 20° « 28, il filtralo delle brodocolture di-

(1) Sulla gelatina 8% che & la pit propizia all’esplicarsi della attivita
gelatinolitica, la differenza & stota molto pill sensibile.
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venta sempre pilt attivo ; portandola « 37°, diventa meno at-
tivo che a 28", 26", 24' e forse anche o 20°.

T risultati da me ottenuti col B. anthracis essendo con-
trari a quello che finora si sapeva o si supponeva per gli
Schizomiceti e Ifomiceti in genere (1), ho voluto vedere se
Jo stesso fenomeno si ripetesse per altri germi aventi il loro
optimum di sviluppo a 37" (V. cholerae, Asp. effusus, Asp.
fumigatus etc.) e se per il B. anthracis esso fosse in rapporto
col fatto, da me ripetutamente constatato, dell’intorbidamento
che si verifica nel filirato delle brodocolture a 37° di carbon-
chio (2), scaldato a 50°, 55" 60" ete. Le esperienze non sono
ancora ultimate, ma fin da ora posso dire che tanto i fil-
trati di brodo-colture di V. cholerae a 37°, quanto, e sopra-
tutto, quelli di Asp. effusus e anche quelli Asp. fumigatus
su liquido di Raulin, sono molto pilt attivi dei filtrati di col-
ture a 26°; e siccome viceversa per Asp. fumigafus la pro-
duzione di tossici & pil intensa a 26° che a 37°, parrebbe che,
per questa muffa almeno, la produzione di tossici e la pro-
duzione di gelatinasi non procedano di pari passo col variare
della temperatura. Dico: parrebbe, perché potrebbe darsi be-
nissimo che la maggiore attivita del filtrato di colture a 370
dipendesse non dalla produzione di una maggior quantita di
proteasi o dalla produzione di un enzima piu attivo, ma sem-
plicemente dal fatto che la reazione del liquido colturale di-
venta pit presto e pil decisamente alcalina.

Ma oltre alla temperatura, altre condizioni influiscono
sulla produzione degli enzimi da parte dei batteri e delle
muffe ; cosi & stato trovato che gli idrati di carbonio (i guali
pure non ostacolano, ma anzi, come risulta dalle mie espe-
rienze con B. anthracis e Asp. effusus, a volte favoriscono

'attivita delle proteasi batteriche e ifomicetiche) ostacolano
tutti pin o meno la produzione di proteasi da parte dei bat-

(1) Per i batteri, non trovo nella letteratura da me consultata che
aleuno si sia occupato, espressamente almeno, di tale quistione, se se ne
eccettui Gage (XI) il quale perd ha sperimentato con colture in gelatina
(azione contemporanes della temperatura sulla produzione della gelatinasi
o sulla attivitd di questa) e ha trovato che per la maggior parte delle 288
colture da lni esaminate la fluidificazione mnoun & a 40° pid rapida che a
200; Fuhrmann (X, pag. 36) dice che molti batteri non si sviluppano bene
a 32 e che percid a questa temperatura producono una minore quantita
di proteasi; Malfitano (XIX) dice che la temperatura non sembra abbia
uns influenza diretta sulla produzione di gelatinasi da parte di Asp. niger;
secendo Ini la comparsa dell’enzima nel lignido colturale sarebbe legata
non alla vita ma alla morte delle cellule e cos), mentre nelle colture a
250 (che si sono sviluppate e sporificate pill preste ma il cui micelio si &
meglio .conservato) la proteasi nel liquido di coltura sumenterebue lenta-
mente, in quelle a 37° (sviluppo pil lento ma pid intenso e micelio scom-
postosi presto) il liguido si arricchirebbe di proteasi all’atto del disfaci-
mento del micelio.

(2) Tale intorbidamento & avvenuto sempre nelle colture a 37+ e in
queste solténto, e mai nelle altre a temperature pid basse (da 28 in gil);
esso inoltre non si & verificato mai nelle colture a 37° di Asp. effusus e di

V. cholerae.
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teri (1); altrettanto fanno i glucosidi e altre sostanze ancora -
(v. p. 4). Inoltre & stato affermato da vari autori e recen-
temente anche da Schmailowitsch (XXVII) (2) che i batteri
sarebbero incapaci o quasi di eliminare delle proteasi in as-
senza di sostanze proteiche; ma gia Fermi, il quale nel 1890
(V1) aveva concluso che su terreni privi di albumina i pochi
batteri capaci di svilupparvisi non producevano proteasi, nel
1892 (VIII) dice che il B. prodigiosus e il B. pyocyaneus pos-
sono produrre gelatinasi in essenza di albumina, ma solo in
presenza di glicerina o di mannite. Quanto agli Ifomiceti,
la stessa affermazione della incapacita a dare proteasi in as-
senza di albumina era stata fatta da Bourquelot (IV) per
Asp. niger e Pen. glaucum coltivati su liguido di Raulin, e
poli confermata da Girard, da Duclaux e da Gravina (XII)
per P. glawcum. Gravina anzi dice che dalle esperienze di
Bourquelot e dalle sue risulta che il Pen. glaucum coltivato
in certi mezzi di coltura pud secernere fermenti proteolitici
(tripsina se coltivato in gelatina, etc.) « cosa che non fu ancora
constatata per altre muffe ». L’affermazione & troppo generica ;
ricorderd qui che gia dal 1900 Malfitano ha trovato che
I’ 4sp. wniger coltivato su liquido di Raulin elimina nel terreno
di coltura una proteasi. To pure ho trovato attivi sulla gelatina
i filtrati di colture su liguido di Raulin, non solo di Asp. niger
ma anche di Asp. effusus, Asp, fumigatus, Pen. glaucum ete.

Altre esperienze sono in corso per vedere se queste ed
altre specie di Penicilli, Aspergilli, etc., capaci di fluidificare
la gelatina, coltivate su liquido di Raulin diano tutte degli
enzimi gelatinolitici, e per stabilire se tale proprieta si con-
servi o vada perduta con frequenti e numerosi trapianti su
questo terreno colturale privo di albuminoidi, e se il potere
gelatinolitico di filtrati di colture su liquido di Raulin pep-
tonizzato sia superiore o uguale a quello di colture su liquido
di Raulin ordinario. Resta intanto stabilito dalle mie ricerche

(1) Essi non impedirebbero perd la prodnzione di gelatinasi da parte
delle muffe; cost almeno risulterebbe dalle esperienze di Schiiffer (XXVI)
eseguite su molti spergilli e Peniciili, da quelle di Malfitano (XXIX) su
Agp. niger coltivato in liquido di Raulin (saccarosio 5 ¢, circa) e dalle
mie su Asp. niger, effusus, fumigatus ete., Pen. glaucum ete. coltivati su li-
quido di Raulin o su gelatine con saccarosio, glucosio, ete. (vedi quadro
& pag. 21). Invece Stoll avrebbe trovato che il destrosio al 2 9, impedisce
la gelatinolisi nelle colture di Pen. olivacenm, rubrum, brevicatle, italicum
e purpurogenum e permette solo una lenta fluidificazione (ritardata ancor
di pitt da dosi pit alte) nelle colture di Pen. glaucum. Ma a parte il fatto
che nelle ricerche eseguite da Stoll non si pud distinguere I’influenza eser-
citata dal destrosio sulla proteasi da quella esercitata sulla attivita di questa,
bisogna ricordare che Wehmer ha ottenuto la flaidificazione della gelatina
per opera del Pen. brevicaule nelle colture su gelatina al mosto di birra.

(2) Schmailowitsch, che ha sperimentato col B. prodigiosus, B. pyo-
cyaneus, B, sudtilis, V. cholerae, V. Finkler-Prior, conclude che i microbi
proteolitici e amilolitici non producone enzimi quando nel terreno nu-
tritlvo non 8l trovano sostanze che possano essere attaccate da questi
enzimi. Ascoli (I, pag. 11) dice che i microrganismi a seconda del cibo
loro offerto secernono gli enzimi adeguati, e ciod fermenti proteolitici se
devono nutrirsi d’albumina e cosi via, di modo che 1’azione enzimatica
& sempre rispondente allo stimolo.
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che gli Tfomiceti da me sperimentali sono capaci di eliminare
una proteasi nel liquido colturale, non solo quando questo con-
tiene idrati di carbonio (saccarosio 5 °L,), ma anche quando non
contiene affatto sostanze proteiche; la gelatinasi anst si produce
anche in contemporanen assenza di albuminoidi e presenze di
zucchero. Probabilmente quindi il fatto riscontrato per gli
Schizomiceti della incapacita e difficolta di produrre gelati-
nasi in assenza di albuminoidi dipende dalla loro inattitu-
dine a svilupparsi bene su terreni assolutamente privi'di tali
sostanze.

Un’ultima osservazione che si pud fare esaminando i
dati contenuti nelle mie tabelle & che Pattivita gelatinolitica
dei filtrati di colture di germi liquefacienti diminuisce col
progredire della flnidificazione, pur restando costante la tem-
peratura, e tanto pi decresce quanto pin progredisce la
gelatinolisi (1); cié accade non soltanto in quei casi in cui
la reazione della gelatina & acida e quindi il liquido risul-
tante dal miscuglio del filtrato enzimatico con la gelatina fusa
assume una reazione acida (vedi tabella 2 ), ma anche quando
la reazione della gelatina é alcalina, e tale si conserva sempre
quella del liquido enzimatico; cid pud dipendere, sia dalla
progressiva maggiore diluizione che subisce la proteasi con-
fenuta nel filtrato, sia dalla presenza delle sostanze prodotte
dalla reazione enzimatica stessa, sia da una eventuale atte-
nuazione della proteasi etc.

(1) In altre parole, la legge che la quautitd di gelatina fluidifieata @
direttamente proporzionale al tempo di azione della proteasi, si verifica

nelle condizioni in cui io ho sperimentato) pill osattamente nei primi
giorni che dopo molti giorni.
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Tabella 1¢

Varie specie di terreni a base di gelatina adoperati nello studio

della azione gelatinolitica esercitata dal filtrato di colture di
microrganismi diversi.

Gelatina 1* — Acqua distillata 4 gelatina 10%. Reazione acida.
Punto di fusione vicino a 30" C.
» 2 — Acqua distillata + gelatina 10 %. Reazione alcalina.
Punto di fusione vicino a 30° C.
» 32 — Acqua distillata 4 gelatina 10% 4 Na Cl 0,5 %.
Reazione alcalina. Punto di fusione vicino a 30° C.
» 4 — Acqua distillata + gelatina 10 % - saccarosio 3 %.
Reazione acida. Punto di fusione vicino a 300 C.
» 5* — Acqua distillata 4 gelatina 10% + Na Cl 0,6% +
saccarosio 3 %. Reazione acida. Punto di fusione
vieino a 30° C.
» 6* — Acqua distillata 4- gelatina 10 % + Na Cl 0,5% +
saccarosio 6%. Reazione acida. Punto di fusione
vicino a 30° C.
» 7a — Acqua distillata 4 gelatina 10% -+ saccarosio 3 %
+ acido tartarico 0,3 % 4 nitrato di ammonio
. 0,3 %. Reazione acida. Punto di fusione vicino a
) 30° C. -
» 8 — Infuso di carne + gelatina 12% - peptone 1 % +

Na Cl 0,5 %. Reazione alcalina. Punto di fusione
vicino a 27" C.
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