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5. BAGLIONI - L. CASALF - . TARANTOLA

L'ATTIVITA PROTEOLITICA
DEL SUCCO DUV A

L

C()NSII)ERAZIONI GENERAT.L

b1 S. BAGLION]
Del succo d'uva dal punto di vista alimen-
tare si ¢ finora prevalentemente (per non dire
soltanto) considerato il contenuio dei principi
alimentari, dimostrabili e dentificabili coll’ap-
plicazione dei metodi classici dellanalisi chimica,
giungendo a risuliati molto importanti, special-
mente nei riguardi del ricco contenuto dei mi-
wliori wlicidi ¢ dei sali. Ben poco ¢ stato fatto nei
riguardi del contenuto in agenti hiochimici (come
io soglio chiamare con tal nome collettivo i prin-
cipi identificabili con metodi pill strettamente bio-

logici, ossia gli enzimi, le vitamine, gli ormoni

¢ gli anticorpi e aflini), che pure non essendo
aggredibili con metodi della stessa apparente e-
sattezza di quelli chimici, sono forse i uguale
S¢ pure non maggiore importanza biologica.
Se si prescinde infatti da alcune ricerche spe-
rimentali (alle quali hanno pure contribuito e
stanno - contribuendo valorosi altievi della mia
scuola) sull’eventuale contenuto viaminico e di

poche altre sulla presenza dj aleuni enzimi (delle
quali ¢ cenno nelle seguenti note dei miei colla-
borazori), nessuna altra ricercy ¢ stala sinora cse-
guity {per quanto mi risuliz dalla letteratura) sul-
Pimporiante problema, '

Da quando (ed ¢ ormai qualche anno) el
dell’agricoltura e
collappoggio della federazione: vitivinicola mj sto

sotto gl auspici del dicastero

occupando sperimentalmente del vasto e impor-
tanie campo dei prodotti dell'uva nell’alimenta-
zione umana, uno degli argomenti preferito &
stato quello della ricercn degli enzimi del suces
d'uva ¢ del suo comune derivato, il vino. Nel-
Pesecuzione pratica  del merito
spetin al cameraia ed amico |, Casaik, che fa-
cendo tesoro della sua competenza ed abilith chi-

mica ha saputo nel suo lstituo affrontare ¢ risol-

programma i

vere felicemente i1 problema della identificazione
di particolari enzimi proteolitici nel suceo di uva.
Egli ¢ il suo allievo e collaboratore . Tarax-
ToLA, al quale & stato affidato il lavoro analitico,
riferiscono nelle due seguenti note i risultati ofte-
nuti; il mio compito si limita yui ad aleuni cenni
introduttivi ¢ conclusivi sulla importanza, dai
punto di vista alimentare, della presenza di detti
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enzimi e sul loro probabile significato biologico
generale.

L’interesse dei fisiologi e dei medici sulla
presenza di enzimi (oltre che nei succhi digerenti)
neg'i alimenti liquidi e nei cibi ingeriti allo stato
di freschezza, senza che abbiano cioé subito le
alterazioni prodotte dalla cottura, e quindi ia
distruzione degli agenti biochimici termolabiii
(quali sono gli enzimi e alcune vitamine), sorse e
si ¢ andato sempre pitr diffondendo da quando gli
studiosi dell’alimentazione dei lattanti dimostra-
rono che nel latte fresco, cosi come & secreto dalla
glandola mammaria, esistono ed hanno una pre-
dominante importanza sui processi di digestione ¢
di assorbimento lei neonati e degli infanti, i di-
versi agenti biochimici che sono distrutti col ri-
scaldamento e coll’ebollizione, {atta subire al latie
allo scopo igienico e profilattico della sterilizza-
zione batterica.

Tra questi agenti biochimici termolabili figu-
rano, oltre le vitamine, i vari enzimi, che se sono
inaltzrati possono coadiuvare nello stomaco e nel-
I'inrestino del lattante ai processi digestivi, senza
i quali non pud avvenire I'assorbimento fisiolo-
gico specialmente delle proteine del latte,

Di non minore importanza nell’alimentazione
degli adulti, specialmente in condizioni patolo-
giche, sono alcuni alimenti che I’industria e la ci-
viltd hanno insegnato a procurarsi mediante [a
savia utilizzazione di processi fermentativi indotti
oltre che da enzimi preformati, da enzimi prove-
nienti dai veri e propri processi fermentativi di
microrganismi: la vinificazione, Vindustria pa-
naria, la maltizzazione, la fiorente e ricca industria
casearia, traggono tutte la loro origine dall’im-
piego di tali processi fermentativi. Non si po-
trebbe concepire un’alimentazione umana nella
nostra civiltd senza 1'utilizzazione di questi pro-
cessi fermentativi. L’importanza pratica di tali
prodotti non sta tanto nella presenza di enzimi
digerenti i vari gruppi complessi delle proteine,
dei grassi ¢ dei carboidrati, quanto nella pil fa-
cile assimilazione dei prodotti gid in gran parte
digeriti da tali microrganismi durante la prepa-
razione ¢ la maturazionc dei diversi generi ali-
mentari. In fondo & lo stesso meccanismo di uti-
lizzazione dei prodotti digeriti dalla fora intesti-
nale, secondo coloro che ammetiono avere anche
questa flora un significato biologico di simbiosi.

Che, d'altro canto, anche gli enzimi che si
ingeriscono, siano essi provenienti dalla mucosa
e dal tessuto glandolare secernente degli organi
esocrini del tubo gastroenterico, siano essi pro-

venienti da organi digerenti vegetali,
dall’attivitd hiologica dei fermenti org

umana, ¢ oggi ben dimostrato dagli effeiti bene-
fici che si osservano nelle diverse forme di en-
zimo ¢ fermentoterapia, mediante la somministra-
zion= di preparati di pepsina. tripsina, papaina
e fermenti lattici, che sono spesso 'unico vero ri-
medio utile in diverse forme di achilia o di de-
ficiente funzionalith gastrica o pancreatica.
Tutto cid premesso, ¢ facile concludere che
anche gli enzimj proteolitici, dimostrati ora dalle
presenti ricerche nel succo d'uva, debbano avere
una notevole wtilith nei processi della digestione
¢ dell’assorbimento intestinale nell’vomo, sano
o malato, che ingerisca il succo d’uva, special-
mente nella forma usuale di schiacciare coi denti
chicco a chiceo, spremendo il succo dalla buc-
cia, dalle cui cellule deriva Ta maggior parte de-
gli enzimi proteolitici del succo stesso, come di-
mostrano le ricerche dell’ultima nota.
risultato si confermare
veechia opinione dei huongustai ampelofagi.

Jon que-
sto nuovo viene a una
che
cio¢ I'uva abbia olire tutti gli aliri pregi,
che quello di essere un alimento cupeptico,
faciliti cioé la digestione e 1'assorbimento anche

di altri alimenti, quando se ne fa uso a fin di

an-
che

pranzo e di cena, specialmente (aggiungeremo
ora) quando siano stati ingeriti alimenti ricchi
di caseina (nelle diverse forme di latticini e for-

maggi).

Le ricerche trattate in questa nota sono state
eseguite sul succo d'uva in ambiente acido men-
tre altre ricerche saranno eseguite sul succo in
ambiente alcalino e sui vini.

La determinazione dell’attivitd protcolitica del
succo d’uva, come si rileva dallo stesso titolo i
questa nota, & stata eseguita direttamente sul
SUCCo, ricorrere alla preliminare separa-
zione dell’enzima. Cid si & ritenuto opportune

senza

fare poiche, da una serie di ricerche cseguite, &
risultato come le diverse operazioni che si fanno
subire ai succhi per separare da essi ’enzima,
questo, senza
per altro condurre a risultati comparabili fra un

minorano fortemente Pattivita di

suceo ed un altro, dato il diverso comportamento
dei succhi stessi verso te operazioni «i separa-
zione dell’enzima.

Poiche Pattivitd enzimatica ¢ stata determi-
nata sui succhi direttamente e poiche su questa
attivita ¢ probabile che influisca, olire che la con-

centrazione dell’enzima, anche 'ambiente At




chimico proprio del succo, si fa qui rilevare come
finche questa influenza non sard accertata 0o meno
nella sua esistenza ed importanza, con la dizione
di attivitd
ui intendere concentrazione di enzima.

enzimatica del succo non si voglia

IT.

METODO DI DETERMINAZIONE DELL ATTIVITA

PROTEOQLITICA DEI SUCCO D'UVA

o1 L. CASALE

Lo studio dell’attivitd proeolitica dei succhi
ha richiesto un lavore preliminare relativo alla
del determinazione dell’atti-
vitd stessa.

ricerca metodo di

Cio & stato necessario per il fato che 1 diversi
metodi che si conoscono per la determinazione
degli enzimi proteolitici non sono applicabili per
determinazioni  da  eseguirsi  direttamente  sui
mosti.

Infatd, a prescindere da altre difficolla, sulle
quali riteniamo superfluo soffermarci, non sarebbe

ibile un’aggiunta nel mosto o nel vino di

o
fibrina, come vogliono i metodi di GRUTZNER i
e di WiLrs
scina come vogliono i metodi di VoLnarp ¢ LowH-
LEIN [3] e GRoss [4], o di destrina, come vuole
il metodo FuLt ¢ Levisos [5], o <l sangue, come
vuole il metode di Micnarnis e Rorastuy [6),
metodo  SORE?
sEN [71. o di siero, come vaole i metodo Roxa

{ItER ¢ collaboratori [27, o di ca-

o di albumina, come vuoie il
e Krenmaxy (8], senza veder precipitare e so-
stanze aggiunte per azione degli acidi ¢ del tan-
nino del mosto.

Né possono servire i metodi basati sull’au-
mento dei gruppi carbossilici o amminici che av-
viene per azionc proteolitica, cosi come ¢ pre-
seritto nei metodi di SORENSEN [g], WILLS
e \WarpscuMmt LETz [ 10]

TER
ne i metodi fisico-

chimici, poicheé, operando in un liquido com-
plesso come 11 mosto, diverse sarebbero e cause
di errore.

Anche il metodo di Paxrazseir [ ], che
segue la idrolizzazione delle sostainze proteiche

naturalmente esistenti nel mosto ¢ che a prima
vista parrebhe applicabile, presenta per i nostri
scopi inconvenienti vari, sui guali riteniamo su-
perfluo intrattenerci.

Pertanto, allo scopo di eseguire le ricerche di-
rettamente sui mosti, senza ricorrere alla preli-
minare separazione dell’enzima, si ¢ stodiato un
nuovo metodo di determinazione che si basa sulla

3

propricta che ha la caseina di entrate in sospen-
sione colloidale incoagulabile dal tannino sc &
messa in presenza di una soluzione di acido fo-
storico, ¢ di precipitare da questa soluzione se
portata, mediante neutralizzazione, al suo posto
isoclettrico, e cloé al plt di 4,7.

11 metodo, basato sull’csposto principio, con-
siste :

1) nel preparare una sotuzione di caseina in
acido fosforico, secondo le modalith che saranno
descritte ;

23 nel portare il mosto da studiare ad un
pHL di circa 1,6-1,8 e cioé al pIl ottimo per 'a-
zione dell’enzima, mediante aggiunia di acido
tosforico ;

3 nell'aggiungere la soluzione di caseina
fosfarica al mosto acidificato, al quale si aggiun-
gono anche poche gocce di 1oluene, onde impe-
dire la fermemtazione ;

4} nel mantenere il mosto a cui fu aggiunia
la cascina in termostato a temperatura di 40° per
un tempo determinato;

5) poiche la caseina aggiunta al mosto da
origine, per azione degli enzimi proteolitici, a
composti 1 quali vengono insolubilizzai dal tan-
nino del mosto stesso, ¢ necessario filtrare questo
appena tolto dal termostato '

0} dopo la filtrazione i mosti vengono por-
tati ad un pH. di 3,7 mediante neutralizzazione
con soluzione di soda normale per fare avvenire
la coagulazione della cascina non attaccata dal-
I'enzima.

Sifa qui osservare che la precipitazione della

caseina ad un pll di 4.7 viene facilitata dal tan-
nino 2. Per questa ragione, ed anche per il fatto
che il tannino permette, come ¢ stato avanti detto,
la precipitazione del prodotti di decomposizione
della caseina per opera dei fermenti proteoliticd,
sioconsiglia, nei mosti poveri di tannino, 'ag-

! Lazione coagulante del tannine sai prodotii che si

otrengono dalla caseina per azione degli cnzini proteolitici
¢t messiin evidenza con prove di conlronto eseguite sul
moste mattivato per azione stel cadore, sullo stesso mosto

inattivato ed agginnto di pepsina e =ul mosto attivo, Tatte

le suddetie prove sona state eseguite con e senza tannine

et esse ¢risultato che Uintorbidament'n <t verificn solo
nel curmpioni o eui sonc contemparaneamente presenti jl
tannino o Venzing, sicehe deve ammettersi che 'intorbida-
mento sin dovito alle presenza disosostinze che derivane
dalla lecomposizione delia caseinn per azione dellenzima
¢ ¢he sono insolubilizzate dal tanoino.

¢ Fazione congulante del tannino sulla czscina al pH
Al g7 ¢ stati messa in evidenza dac prove escguite sy cani-
piont di mosto decolorato con carbone ed aggiunta i pep-
determinare in T'azione solubilizzante
della caseina. Da queste prove ¢ risultace come al pIl (i
}.7 s abbix nel mosti decolorati una precipi
pleta delln cascina, mentre la stessa precipi
completian se I ncutralizzazione st a0 precedere
giunta i tannino.

sina pring Ji eS80
ione ineom-
me diventa
da un’ag-
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giunta di questa sostanza. La quantita di tan-
nino da aggiungere deve perd essere determinata
con prove preliminari, poiché I'impiego di un
eccesso favorirebbe la coagulazione della caseina
fin-dall’inizio dell’esperienza, prima cioé che si
inizi I'azione proteolitica. In generale pud rite-
nersi sufficiente 'aggiunta di cc. 10 di una solu-
zione all’t % di tannino per ogni litro di mosto;

7) avvenuta la precipitazione della caseina,
cio che richiede un tempo di alcune ore a tempe-
ratura di circa 15°, si filtra. raccogliendo il pre-
cipitato su filtro senxa ceneri;

8) nella caseina raccolta su filtro e ripetu-
tamente lavata con acqua tiepida ¢ disseccata in
stufa a 8°, 'si determina 'azoto col microappa-
recchio Kjeldaht.

Per preparare la soluzionc di caseina in acido
fosforico si pracede nel seguente modo.

Si spappola in un mortaio un grammo di ca-
seina Hammarstein con cc. 6 di KOH 14 N,
rimescolando bene fino a soluzione completa. T.a
soluzione cosi ottenuta si porta in un pallone da
100, lavando bene il mortaio con acqua distillata
ed aggiungendo le acque di lavaggio nello stesso
pallone, fino a raggiungere il volume di cc. So.
Si aggiungono poi a poco a poco, ed agitando,
cc. 1o di acido fosforico concentrato densira 1,570
e alcune gocce di toluene e quindi si porta a
volume.

La quantita di mosto impiegato per ogni pro-
va & stata di cc. 200 ai quali sono stati aggiunti
prima cc. i2 di una soluzione di acido fosforico
ottenuto diluendo qguattro volte I'acido fosforico
concentrato densita 1,70, ¢ poi cc. 8 della solu-
zione fosforica di caseina,

Del mosto tenuto in termostato alla tempera-
cura di 40° sono stati prelevati circa ce. 6o dopo
un’ora di esperienza e quindi dopo un tempo di
due, di quattro e di sci ore si sono eseguiti altri
prelevamenti di cc. 60 ciascuno.

It mosto di ciascun prelevamento é stato su-
bito filtrato e su cc. 50 di filtrato sono state ese-
guite le operazioni descritte nei paragrafi 5°, 6°
¢ 7° del metodo.

Di queste operazioni, la pilt delicata ¢ quella
della neutralizzazione per portare al pIT di 4,7,
poiche un eccesso o un difetto di alcali potrebhe
impedire la coagulazione della caseina.

Siottengono risultati costanti quando si abhia
la cura di eseguire prove dj neutralizzazione pre-
liminari onde determinare la quantitd di alcali
strettamente necessaria per portare il mosto al
pll di 4,7, al quale corrisponde il punto isoelet-
trico della casvina.

In queste prove & hene, per le ragioni che
SOno state avanti esposte, eseguire delie aggiunte

di tannino nei mosti che ne sono noveri,

[l tannino, per Ia proprieta che ha di facititare
la coagulazione della caseina, funziona come in-
dicatore nell’approssimarsi del valore di pFl 4,5,

Parallelamente alle prove eseguite sui mosti
attivi sono state eseguite prove suilo stesso mosto
inattivato a 63° per trenta minuti cd a 93° per
trenta minuti, sul mosto inattivato aggiunto di
pepsina e sul mosto decolorato con carbone.

L’aggiunta di acido fosforico necessaria per
portare al pll di 1,8 nel caso dei mosti inattivati
va eseguita dopo 'operazione i inattivazione e
successivo raffreddamento.

[ risultati delle prove eseguite sono qui sotto
riportati : '

I) Esperienze eseguite sul mosto attivo, sullo
stesso mosto inattivato alla temperature rispetti-
vamente di 65" e di 95" per trenta minuti e su
quest’ultimo aggiunto di pepsina cloridrica di
Erba nella proporzione di mmgr. 20 per litro di
mosto,

mmgr. d'azoto per litro corrispondenti alla cascina
non decorposta :

NMOSTO
PURATS 8 s y ”
DURATA MOSTO MOSTO MOSTO INATTIVATG & g3
& ONE - ive  INATTIVATO  INATTLYATO ¥D
Z1ALA A 65 A 9EY AGHIUNTO BI PIIPRINA
24 ore [} 49 7 [+
12 ore s} 50 78 [}

\

Da queste prime esperienze & risultato :

1) che Dattivith proteolitica del mosto & tale
da decomporre completamente la caseina ag-
giunta nel tempo di 12 ore;

2) che la detta attivitd proteolitica non &
distrutta completamente alla temperatura di 65°
richiedendo invece una temperatura di 95°, ben.
che da prove sulle quali non ¢ riferito debba am-
mettersi .un’azione enzimatica, sia pure trascu-
rabile, anche dopo Pazione della temperatura
di 93°.

I1) Esperienze escguite facendo durare 1'a-

zione dell’enzima per tempi pilt hrevi.

MOSTO 4

mmgr. di azoto per litro corrispondenti alla caseina
non decomposcta dall’enzima:

DURATA MOSTO MOSTO  INATTIVATO
DELL’AZIONE MOSTO INATTIVATO A 5% KD AGGIUNTO
DELL'KNZIMA ATTIVO A 95 20 MGR. DI PLPSINA

I ora 33 63 41

2 ore 27 61 32

6 ore 23 58 25

4 ore 20 58 19



MOSTO B

DURATA Mosto Mosto MOSTO INATTIVATO) A A
DELL AZLO arrrve NATTIVATO INATTIVATO BD e, 10800 20 Mok,
DELL'EXZIM Y A Han YA ase SNTNTENINN

2 ore 36 60 70 47

1 ore 16 46 68 43

6 ore o 39 i 30

Da
leva :

(uesta seconda serie di espericnze o ri-

1) che Tattivitd proteolitica del maosto na-
turale ¢ superiore a quella data da mmgr. 20 per
litro di pepsina cloridrica Erl

2) che la detta auivitd in aleuni mosti &
tale che gia dopo 6 ore tutta 1a caseina aggiunty
& decomposta ;

3) che in conformita di quanto era stago giit
rilevato nelle prime 6 ore di esperienza, Vattivita
proteolitica del mosto non viene distrutta con-
pletamente con un riscaldamenio a 03" per 30 mi-
nufi.

Questa constatazione fa ritenere che Uatrivita
proteolitica dei mosti sia dovuta alla presenza di
enzimi diversi, dei quali alcuni. del tipo della
pepsina * vengono distrutti alla temperatura di
63" per 30 minuii, mentre altri richiedono per Ja
loro inattivazione temperature pin elevate,

LIT) Fsperienze eseguite per determinare se il
arbone esercita azione assorbente verso gli en-
zimi proteolitici del mosto. }

Sono stati aggiunti gr, 4 di carbone decoloo
rante ad un litro di mosto, fltrato dopo 2 ore.

Poiché in queste prove i mosti erano assolura-
mente privi di tannino ¢ stata necessaria ilag-
giunta di questa sostanza in proporzione  di
gr. 0,25 per litro di mosto fin dall'inizio dell'e-
sperienza.

mmgr. i azoto per liui corrispondente alla caseina
uen decomposia dall'enzima

DIRATA

S AsTO MusTo

e DECOLOK.  DECOLOK, NATURALE  NATURALE

b LD INATTIV, ATTIVO INATHLV. ATTIVO
2SN

3 ore 66 61 63 22

1ora ety 05 63 61 19

Da queste esperienze si rileva come il carbone
abbia una forte azione assorbente verso gli en-
zimi proteolitici del mosto.

1V) Esperienze eseguite per verificare se e
zione esercitata dal carbone & dovuta ad assorbi-
mento dell’enzima oppure ad alire cause ignote,

° B infatit noto, perche asserito da molij Autori, come
lo pepsina perda completamente la sua attivitd alla tempe-
ratura di 652 per 30 minuti
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Pertanto al mosto, dopo decolorazione con
carhone, ¢ stata aggiunta la pepsina; i risuhati
sono stati i seguenti :

REKAIA - MOSTO DRCOLORATO KD AGe A0S0 LIConoR AT 15 AGe

DyzioN ITNTOOD 220G PNy GITNTO DI SOMGR. DI PEPSINA

DET L RN- PER iR PR LITRO

PSRN AT1IVO INATTIVO ATTIVD INATTIVO

T oora 37 62 31 62

2 ore 32 61 28 61

}orire at 62 23 62
Queste ultime CSpeTienze mentre con fermano

jaanto era siato ammesso circa Uazione assor-

i) carbone verso gli enzimi proteolitici del

mosto, o1 {anno anche osservare come, sia rad-

ppindo la quantith di enzima, ¢ sia aumen-
tando la durata di azione di questo, non si pro-
duce un proporzionato aumento dell’attivith en-
zimatica.

Con i dad ottenuti nelle diverse esperienze si
¢ caleolna 1 costante dj decomposizione della
caseina aveenuta per Pattivith enzimatica del mo-
sto, ammettendo che la decomposizione stessa ab-
bia I'andamento di una reazione monomolecolare.

In @l caso, come & noto, la costante di decom-
posizione & data dalla formula
1 Co

log - =
f 5 Ct

il valore della costante e Ce, Ct
le concentrazioni della caseina all’inizio dell’e-
durata 'a-

K —
nella quale K¢
sperienza e dopo il tempo in cui &
7ione dell’enzima,

bvalost o queste costantd sano riportati nelle
seguenti tavole, dove sono anche indicati cal-
coli eseguitl per otenerle ¢ dove al valore della
della
dell’azoto corrispondente espresso in mmgr,

concentrazione caseina & sostituite quello

TAVOLA T,
Relativie all’caperionza 20 gmesto attivoy,

Lo et Co
e Coooy log Co log ot R e X Tog ek
60 63 33 1,709 1,519 0,280 a,00466

20 61 27 1,755 1,437 0,344 0,00240
240 §8 23 1.763 1,362 0,401 0,00164
360 58 20 1,763 1,301 0,162 000130

FAVOLA I,

Relativa all'espericnza 2% (mosto A jualiivato od aggiunto

di 20 mngr. i pepsina per litro).

. Co Co
Ly . Coo N -
MINCTI Co L Tog Co logcr o G p X lew (K
60 63 g1 1,799 1,613 0,186 0,00301
120 61 32 1,785 1,505 0,280 000233
240 58 25 1,763 1,308 0,365 000152
b 38 19 1,763 1,279 0,484 0,00134



TAVOLA III.

Relativa all’esperienza 2% (mosto B attivo).

. Co 1 Co
TN == —w - -K
MINUTE Co o €U JogCo  legCt 9% G ¥ log -l =K
120 70 36 1,845 1,556 0, 289 ©0,00248
240 68 16 1,833 1,204 0,629 0,00262

TAVOLA TV,

Relativa all'espericnza 2* (mosto B inattivato ed aggiunto
di mmgr. 20 di pepsina per litro).

toN Tog -C© log Lo _
mxuti Co €t log Co log Ct OB ep RN o=
120 79 47 1,845 1,672 0,173 0,00144
240 68 45 1,533 1,653 0,180 0,00075
TAVOI.A V.

Relativa all’esperienza 3% (mosto naturale).

N 1
MINUTT Co  Ct  log Co log Ct t
90 63 22 1,799 2,342 0,475 0,00508
s3
180 6. 19 1,785 0,506 000281

1,279

TAVOLA VI.

Relativa  all’esperienza 41 (mosto decolorato inatiivato
ed aggiunmo di mmgr. 25 di pepsina).

N o T . Co
ot Co €U TogCo  logCr 1O o Xlog - =K
6o 62 37 1,792 1,568 0,224 0,00373
120 61 32 1,785  I.505 0,280 0,00233
240 61 31 1,785 1,491 0,293 0,00122

TAVOLA VIIL.

Relativa all’esperienza 42 (mosto decolorato, inattivato
ed aggiunto di mmgr. 50 di pepsina).

[ 102 €% Y o poe € —x

MINUIL Co Ot logCo log Ct R o Kl L=
60 62 31 1,792 1,491 ©,301 0,00501
120 61 28 1,785 1,447 0,338 0,00281
240 61 23 1,785 1,362 0,423 0,00178

Osservando i valori delle costanti si rileva
come essi vadano diminuendo col progredire del
tempo di azione degli enzimi proteolici.

Conseguentemente questi diminuiscono di at-
tivitd col progredire della decomposizione della
aseina.,

Questo fenomeno & stato osservato anche dal
Paxrasennr iz, il quale spiega il fenomeno

stesso ammettendo che la reazione di decompo-
sizione delle sostanze proteiche naturalmente esi-
stenti net mosti conduca ad uno stato di equi-
librio.

Nel nostro caso perd questa spiegazione non
pud ritenersi esatta ma pitttosta potrebbe pen-
sarsi che abbiano azione ritardatrice sull'attivita
degli enzimi i prodouti della decomnosizione della
caseina,

Altre osservazioni possono farsi sui valori del-
la costante i d('(:o-mposizione delia caseina. IF
cosi osservando i ovalori della costante dei due
mosti inattivati ed aggiunti della siessa quantita
di pepsina, relativi alle Tavole 11 e [V, sirileva
come il valore della costante ai tempi rispettivi
di 120 e 240 minuti subisca variazioni col va-
riare della composizione dei mosti, fatto questo
che farebbe pensare ad una certa influenza del
mosto  sull’antivita proteolitica degli enzimi in
€550 contenuti.

Perd, i1 faito che le costanti relative alle ta-
vole 1T ¢ IV sono state determinate in tempi assai
lontani dallinizio delle esperienze, quando cio¢
Penzima, per le considerazioni innanzi fatte, &
stato fortemente influenzato dai prodotti della
decomposizione della caseina, non fa dare troppo
importanza alle precedenti considerazioni. Tanto
pit poi che si giunge a considerazioni opposte
quando il confronto viene fatto fra le costanti
relative alla tavola 11 e quelle relative alla ta-
vola V'L

Quest'ultimo confronio, non soltanto ¢ fa e~
scludere un’influenza della compnsizione del mo-
sto sull’attivitd dell’enzima, ma et porta anche
ad ammettere come i valori delle costanti, se de-
terminati prima che la decomposizione della ca-
seina sia andata troppo oltre, siano proporzio-
nali alla concentrazione dell’enzima.

Infatti esiste perfetta proporzionalia fra le
duc costanti relative alle tavole [ ¢ V1 deteemi-
nate dopo 60 minuti, e ciot fra le due costanti
000301 ¢ 0,00373 ¢ ¢ rispettive concentrazioni
della pepsina di 20 mgr. ¢ 23 mgr.

Questo fatto constatato ci dice come il para-
gone fra Pattivitd enzimatica di un mosto ed una
data concentrazione di pepsina deve essere fatto
prima che la caseina abbia subito una decompo-
sizione in misura superiore al 33 % cirea, Cio &
conforme a (uanto & stato anche constatato da
vox BOMER [13] nella determinazione della erip-
sina col metodo WaLbscinnnt-1. ey,




Infine, dali’osservazione dei valori delle co-
stanti si rileva come 'altivitd proteolitica di al-
cuni mosti da noi csaminati possa paragonarsi a
quella di una concentrazione di pepsina di 50

mmgr. per litro.

IIT.

ATTIVITA PROTEOLITICA DI SUCCHI OTTENUT

DA UVE DIYERSE

C. TARANTOLA

Nei mosti, come & noto, olire agli enzimi
proteolitici propri dell'uva, esistono anche gli en-
zimi appartenenti alle mufle, ai fermenti ed aleri
microrganismi che si trovano all’esterno dell’a-
cino, sicché ¢ stato necessario, allo scopo di eli-
minare queste azioni enzimatiche estranee, di as-
soggettare il grappolo ad una serie di operazioni.

Queste operazioni sono consistite nel diradare
i grappoli per quindi bagnarli nell’alcool e pas-
sarli cosi bagnati in una flamma, onde provocare
I'accensione dell’alcool.

Dopo qualche secondo di accensione, e prima
che si fosse elevata la temperarira dell’interno
delt’acino, ¢ stara spenta Ja fiamma mediante im-
mersione del grappolo in acqua disiilata sterile.
In questa si ¢ fatto subire al grappolo un la-
vaggio e quindi altro lavaggio si & fato subire
immergendolo in alcool a g3”. Tolto dall’alcool,
¢ fatto asciugare alla temperatura di 407, si sono
distaccati dal grappolo gli acini i quali sono stati
sezionati ad uno ad uno, onde senarare la poipa
dalle bucee ¢ dai vinaccioli, dovendo servire per
le ricerche di cui sopra solo la polpa.

Questa separazione & stata cseguita con la
massima cura onde evitare inquinamento della
polpa.

La polpa

¢ stata spappolata in un mortaio e
quindi versata in bevure, aggiungendo qualche
goccia di toluene,

Dopo 12 ore si & filtrata e sul filtrato & stato
determinato il potere proteolitico.

Per queste determinazioni sono stati impie-
gati cc. oo di mosto, dei quali 200 sono stati
tnattivati alla temperatura di 93¢ pe
200 $0no rimasti attivi.

In ciascuno dei due campioni ¢ stato quindi

30 minuti e

aggiunto Pacido fosforico nella proporzione di
ce. 12 di acido diluito 11 4.
Subito dopo 'aggiunta dell’acido fosforico &

stata aggiunta o ciaseun campione la caseina

nella proporzione di ce. 8 di una soluzione al-

7

't % preparata con le modalita descritie nella
prima parte di questa nota, e quindi, nel caso
di mosti poveri di tannino & stata aggiunta que-
sta sostanza.

L’aggiunta di tannino ¢ assai delicata poi-
ché un eccesso provocherebbe la precipitazione
della caseina ¢ pertanto & consigliabile fare
prove preliminari su un campione dello stesso
mosto che non deve servire per Vesperienza.

i delicata poi-
ché un eccesso provocherebbe la precipitazione

[aggiunta di tannino & ass

della caseina e pertanto & consigliahile fare prove
preliminari su un
che non deve servire per I'espericnza.

In generale per le nostre esperienze &
sufficiente un’aggiun(a di cc. 2
di tannino all’t % per ogni ce. 200 di mosto.

Dopo le dette aggiunte i mosti sono stati po-
stiin termo

ampione dello stesso mosto

stata
di una soluzione

ato a 40" ¢ quindi si & eseguito un
unico prelevamento dopo 2 ore dall'inizio del-
I'esperienza ',

Il mosto appena prelevato & stato subito fil-
trato ¢ cc. 30 di filtrato sono stati portati con
idrato sodico normale ad un pH dj 4,70,

Per determinare la quantith di alcali neces-
saria per portare il mosto al valore pH di 4,7
& stato escguito all’inizio di ¢

scuna esperienza
e su clascun mosto da esaminare una prova pre-
liminare determinando il pH col potenziometro.

I 'mosti portati al valore pI di 4,5 sono siati
lasciati alla temperatura. di circa 15”7 per qual-
che ora e quindi si & raccolto il precipitato su
filtro senza cenere, lavando ripetutamente il bice
chicre di precipitazione ed il filtro con acgua
Liepida.

I filtro col precipitato essiceato in stufa a 60°
& stato introdotto nel pallone Kjeldall e dopo
distruzione della materia organica con ce. 7-8
di acido sofforico concentrato, si & praceduto alla
distillazione con le modalita solite, raccogliendo
il distillato in cc. 4o di acido solforico 1/100 N.,
titolando Pacido in cccesso con soda 1/100 N. e
adoperando come indicatore il rosso congo,

Operando con le modalita descritte ed im-
picgando il mosto ¢ le soluzioni di acido fosfo
rico, di caseina ¢ di tannine nelle proporzioni
indicate, si oftiene Pazoto corrispondente alla

P prelevamento ¢ stato eseguito dopo 2 ore, poiche
da prove preliminari ¢ risulato come in detio tempo la
caseina non venga decomposta in misnra superiore al 4o 9,
sicchi:

in conformitd delle osservazioui falte nella prima
parte di questa nota, poteva esser preso il valore della co-
stante di decomposizione della ¢ 1w come misura dell’at-
tivith enzimatica del

mosto.
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caseina ancora presente in un litro di mosto nel
momento in cui effettua il prelevamento, molti-
plicando i cc. di acido solforico /100 N. impie-
gati per il coefficiente 0,0031.

I risultati ottenuti per i diversi mosti esami-
nati sono riportati nella tavola che segue. In
questa, oltre ai risultati ottenuti operando su
mosti preparati con le modality sopra descritte,
sono anche riportati i risultati di ricerche eseguitz
su tre mosti e precisamente quelli relativi a most
di due ibridi ed a un mosto di Fresia, che si sono
ottenuti per spremitura diretta degli acini, senza
preliminare separazione dalla huccia.

Nella tavola & anche riportato il dato rela-
tivo all’attivitd proteolitica del mosto riferito alla
pepsina espressa in mgr. Tale riferimento si &
ottenuto paragonando la costante di decomposi-
zione della caseina, determinata dopo 2 are di
azione proteolitica nei mosti, con un valore me-
dio della stessa costante ottenuta per mosti inat-
tivati ed aggiunti di mgr. 20 di pepsina per litro.
Questo valore, da prove eseguite per una du-
rata di 2 ore di azione dell’enzima. & risultato
di 0,00184.

mgr. di azoto corri-
spondente alla caseing Costante i de- Attivita pro-
Vitigno presente in un litro di

n an compoesizione  teolilica del
di provenienza __ "% I delln caseina mosto espressa
del mosto 1< mosto €T mosto at in e di pep-
mosto nosto ) :
inattivato | attivo o sina per litro
—_— I i i S
i i
, ) .
' ! qJ H
1. Ibrido . . 60 1 27 | o0,0028¢ 30,4
' i
2. Ibrido . ., 64 24 | 0,00354 38,6
3. Fresia . . | 70 36 | o,00240 26,1
4. Alphonse .
Lavalice . 70 56 0,00080 ! 8.7
|
S. Italia . . 95 i 63 I o00121 ! 13,2
6. Chasselas | . {
doré gros- ! { i : .
grasus . . 89 | 66 0,00108 | 11,8
| | |
i
. Mennavacca 100 ) 72 | 900111 I2,1
| ! i
- Pirovano ro4 98 I 81 0,00076 i $,3
! 4 ‘
+ Pirovano g6 Jj0I1 h 87 0,00045 | 5,9
I
e |
- Garganega 102 | go 0,00045 | 4,9
ganega | ! |
Chasselas d. JJ 102 ‘ 82 ‘ 0,00079 | 8,6
1

! risultati delle analisi riportati nella prece-
dente tavola ci dicono :

1) che spremendo il mosto direttamente da-
gli acini senza previa separazione delle bucce,
il valore proteolitico del mosto equivale a quello
di una concentrazione di pepsina di circa mgr. 33
per litro;

2) che sepavando la polpa dalla buccia
senza premere 'acino, il potere proteolitico del
mosto ¢ molto minore di quelle ottenuto nel
primo caso, e varia da valori corrispondente a
mgr. 5 di pepsina a valori corrispondenti a
mgr. 13 i pepsina per litro,

—— Lonoun nmovo etodo di oanalisi ehi-
miea, si dimostra che nel succo d'u 4, lmmediatamente spre-
muto dai chicehi freschi e indipendentemente dai vinaccioli,
€sIstono enzimi proteolitici capaci di scindere o cascina, in
determinate condizioni di PH. Essi provengone in gran parfe
dagli elementi cellulari defla bue ia, in parte si trovano perd
anche nel succo della polpa. Poiche Uattivita proteolitica si
svolge a un pH uguale a quello del suceo gastrico umano, si
deve ammettere che colla ingestione del suceo d’uva fresco,
mediante i comuue uso di stritolare coi dent succhiare ac-
curatamente i chiceli del grappolo, lattivity proteolitica
stoconserva o estende nell'interno dello stomaca, coadiu-
vando 'azione enzimatica del succo gastrico. In 1al modo si
viene a dimostrare che i1 succo A uva posstede, oltre le note
proprieta  alimentari, dovute ai suoi companieati ©himici,
un'importaute proprictd. biochimica, che ginstifica una vec-
chia opinione, quella che il succo abhia anche un potere
cupeptico. facilitante ciod Ia digestione «elle proteine.

(Lavoro eseguito nella R
enologica di Asti, Direttore: [,
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