Tomo VIL s L

HEMORIE

DELLA SOCIETA ITALIANA DELLE SCIENZE (pzrra pEr XL)

SUL FERMENTO INVERSITO NELL'ORGANISMO ANINALE
RICERCHE FISIO-BATTERIOLOGICHE
pai Dottori L MANFREDI, 0. BOCGARDI E G. JAPPELLL
fooa Bigurs)
Riceruia it b 12 Givgno 1588

Presentata da) Soclo Aty e wppeovata dal Socio Traxcmses

Da olire duecento anni Leuwenhoek segnalava nella saliva umana la presenza
di cingque specie di microrganismi, stadiandoli al microscopio tanto accuratamente,
quanto era possibile farlo ai suoi tempi. 3

Iraliora in poi nuovi studi si sone compiuti che hanno considerevolmenteallargato
questo orizzonle seienlifico. Per veritd, tra Leuwenhoek ¢ i ricercatori pii moderni
¥'é& come upa grande Jacuna, la quale non pud, rigorosamente parlando, esser colmata
dalle ricerche numerosissime sopra organismi non microscopici viventi nel twbo in-
testinale o in al i dell’organismo anin

1 progressi rapidissimi della balteriologia si sono estesi anche a questo spee
e difficilissimo capitolo, ciog allo studio dei micmlfi= normalmente o patologicamente
ontrabili nelle diverse sezioni del lubo digerente.

I lavori di Miiller, de Bary, Miller, Escherick, Duclaux, Rasmussen,
Kuisl, Bienstock, Liborius ece, hanno messo fuori dubbio questo falto: ehe nu-
merose specie di microrganismi si trovano nella bocca, nello stomaco e sopratutlo
pell’intestine. Le masse fecali ne contengono in quantitd enorme, si che riesce difl
mo valutarne il numero approssimativo.
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Ora, tatti questi microbi sono perfettamente indifferenti al processo della dige-
stione? E chiaro che no. O producendo speciali fermenti, o con altro meecanismo
nutritivo pift complesso, molti di essi riescono a determinare nelle sostanze alimen-
tari cambiamenti in lotlo identici a quelli prodotli dai succhi della digestione.

Le cellole glandolari dell” apparecehio digerente non fanno dungue qualche cosa
di essenzialmente specifico quando trasformano, mediante i rispettivi secreli, 'amido
in glueosio, gli albuminoidi in peptoni, Io zucchero di canna in zucchero d’uva ece.
Identiche metamorfosi: possono verificarsi, anche fuori del tubo digerente per opera
di parecchi microrganismi. E poiché si trovano nell’apparecchio digestivo tanti micro-
bi, e molli di essi sono dotati di tali proprieta digerenti, é naturale che altri si do-
mandi quanta parle spelti alle cellule glandolari e quanta possa spettare agli organi-
smi inferiori nel processo digestivo. -

Questo studio, cosi importante per la fisiologia, & appena incominciato. Abba-
slanza avanzate sono le ricerche sulle altivitd digerenti di alconi microrganismi isola-
ti, ma oltre a complelare, per quanto & possibile, queste ricerche, bisogna rendersi
conto del modo di comportarsi di fali microrganismi in presenza dei succhi dige-
renti ¢ delle soslanze alimentari nell’ apparecchio della digestione. Anche su questo
argomento non fanno difelto numerosi lavori, ma ognuno che abbia nozioni un po’
positive intorno alla fisiologia della digestione e intorno ai batteri, indovina agevol-
mente le enormi difficolta, di cui sono irti tali studi.

Progressi grandissimi si sono falli su quesla via per opera specialmente di Mil-
ler, Duclaux; Hueppe ece., ma aleuni lavori di alir autori su questo argomento
sono tult’allro che esenti da imperfezioni, le quali spesso sono di tal natura da infir-
mare profondaments la bonta dei risultali. Sono note le obbiezioni che possono farsi
alle ricerche di Wortmann, p. e., eseguite con miscngli di moltissimi batteri, si che
riusciva difficile sceverare le proprieta di uno di essi daquelle degli altri. Qualche au-
tore , che ha voluto conseienziosamente studiare la parte che spetta a’
nella digestione salivare (Goldschmidt), ha accumulato una serie di fatl
ma non ha potuto giungere a conclusioni definitive.

Recentemente il Vignal (Archives de Physiologie, 1886-87) ha studiali i micror-
ganismi_ esislenti nella saliva ¢ Ii ha seguiti attraverso il tubo digerente, studi lone
anche le proprietd digestive con molta cura. Il suo lavoro perd, benché riceo di parti-
colariti, non & sempre superiore ad ogni critica, sopratutto per la mole enarme di
fatli ch’egli ha preso a studiare.

1l Dastre (v. appresso) promette uno sludio completo su questo argomento im-
portantissimo. Benché nof, come si vedrd in seguito, non fossimo d*accordo col valo-
roso professore della Sorhona sopra aleuni fatti annunziali in una recente sua pubbli-
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cazione, siamo conyinti che la sna opera porterd una luce grandissima rella questione
grave e complicatissima di cui ¢i oecupiamo.

Noi abbiamo voluto stadiare un solo punto di un cosi vasto argomento, la dige-
slione del saccarosio. Abbiamo procurato di trar profitto di tulti i mezzi di tecnica che
ogai la seienza ha a sua disposizione, informando le nostre ricerche all’indirizo mo-
derno della fisiologia e della batieriologia. Speriamo di poter presto completare altre
ricerche in corso sopra argomenti analoghi e portare cosi un modesto contributo alla
fisig-hatteriologia della digestione.

Stato attuale della questions sulla digestione del sacoarosio.

Roberts, nel suo bel libro su’fermenti digestivi, dice, a proposito dello zucche-
ro di eanna: « questo &, intanto, un elemento importante della nostra nutrizione, che
& noi consumiamo giornalmente in grande quantit, e noi sappiamo con cerlezza che,
« una volla consumato sollo questa forma, esso non si comporla come un corpo
« inerle, destinate a circolare per qualche tempo nel sangue, per essere poi eliminato
« medianta i reni come un prodotlo in Evidentemente esso & assorbito ed assi-
« milato; quindi negli animali come nelle piante, dev'essere, in un dalo momento,
« lrasformato e digerito ».

Ora, se si scorre la bibli relativa alla digestione del i0, sinota che,
ad onta di un accordo apparente, fra i diversi antori, su’ punti principali della que-
stione, le discrepanze sopra altri punti importantissimi sono molte e gra
parir chiaramente dal breve esame storico, che noi premettiamo all’ esposizione delle
nostre ricerche.

Anzitutto debbousi separare gli aulori che ammettons una trasformazione del sac-
carosio operata nello stomaco, da quelli che la negano e ritengono che I inversione
dello zuechero di canna ayvenga solamente nell’intestino. Molti ammettono che una
parle del sacearosio ingerito sia assorbito come lale, salvo ad essere inverlito nel je-
gato o anche nel sangue. Finalmente, il dubbie che alla digestione del saccarosio
Possano coneorrere microrganismi diversi, ¢ chiaramente formulato da qualcuno e poi
viene ad essere confermalo da aliri, ma senza determinare esallamente la parte prin-
cipale o ia che 8’ mi ismi bbe in quest'allo.

Noi riportiamo qui per sommi capi le opinioni successive espresse sulla digestio-
ne del saccarosio nello stomaco e nell’ intestino. Rispetlo alla funzione inversiva am-
messa da qualcunio nel fegato, il cenno bibliografico refativo si trovera riportato nel
capitolo ove si tratla delle nostre ricerche sul fegato.




e
Ay — Digestione del saccarosio nello stomaco.

Mentre Frerichs e Blondlot negavano che lo zucehiero di canna subisse I'in-
versione nello stomaco, Bonehardat e Sandras ritengono che cid sia invece dimo-
strato, e ad essi si associa Harley nelle sue esperienze sulla digestione. Longet, nel
suo Traité de Physiologie (1861, pag. 226) si mostra egualmente convinto dell inver-
sione dello zuechero per opera del succo gastrico. Egli esclude la possibilita diug’a-
zione della saliva, la quale, da sala, non produce alenna inversione: esclude pure I'a-
zione di un fermento (e nomina la pepsinal), perché Pazione inversiva del suceo ga-
slrico permane, secondo lui, dopo I'ebollizione. Per queste ragioni egli riferisce al-
Pacido libero del sueco gastrico I'inversione e, per dimostrare questa sua opinione,
mescola il saccarosio con succo gastrico in un recipiente e con HCI %4, in un aliro:
laseia i due recipienti per due ore alla temperatara i 36° e constata poi nversione in
lotti e due.

Pin tardi Pinversione gastrica del saccarosio ¢ negata ancora, angi serve d’argo-
mento-a quegli autori, che non ammettono nel succo gastrico un-acido libero, Beau-
nis, ne'suoi Nowveauz éléments de Physiologie ricorda come alcuni autori (Smith;
Brown-Séquard) hanno ammesso che il succo gastrico poleva trasformare ' amido
in glucosio, indipendentemente dalla saliva, e come, secondo Munk, si polrebbe
estrarre con la glicerina un fermento saccarificante dalla mucosa gastrica del maiale
Nota perd che le esperienze della maggior parte dei fisiologi sono conlrarie a questa
opinione ed agginnge «lo stesso deve dirsi dell' opinione di Harley, che altribuisce
« al sueco gastrico la proprietd di irasformare lo zucehero di canna in glucosio ».

Maly nell’ Hermann's Handbuch der Physiologie (Bd. V, er. Th. pag. 116}, affer-
ma che lo zucehero di canna non ¢ invertito né dal succo gastrico artificiale, né nello
slomaco medesimo, cioé non & trasformato in zucchero riducente e, ricordate le ri-
cerche di Kiihne (v. appresso), nola come Drosdoff poté constatare che lo zuc-
chero di canna passava inallerato nel sangue.

Kihne (Physiologische Chemie, p. 55, 68) s'esprime a questo modo: «Sebbe-
<ne il suceo gastrico, sia, come la saliva, senza influenza sullo zocchero di canna,
« ¢ questo, anche mescelato con saliva ed anche dopo lunga digestione a caldo non
« si (rasformi in zucchero ridutlore, il chimo gastrico contiene pard glucosio dopo I'in-
« gestione del saccarosio. Il glucosio si trova pure quando s"introducono soluzioni di
« zucchero di canna nello stomaco di cane, attraverso la fistola, nel qual caso , gia
« dopo tre ore si pud dimostrare I"esistenza del glucosio. Qui pare che entri in gluoco
«una funzione del muco gasirico, poiché la trasformazione avviene tanto pid rapi-
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Altre veriehre dello stesso individuo, delle quali pmdltm non so il posto oceu-
pato nella spina dorsale, sone alte 80 mm. e lun|
presso a poco a quelle offerte dalla oltantesima v

e 35: misure che corrispondono

tebra dello scheletro di Castel-

lavazzo.
Onde, non tenendo
pud dipendere da circos!

relto ealoolo dell’altezza, la quale (come ho dello prima)

ze inerenti allu fossil

zione, noi possiamo conchiudere,

nta verlebre.

per analogia , che al nostro esemplare mancano ancora almeno g
1l fossile di Castellavazzo ') superava dunque la lw

ezza di- cingue melel ed
aveva non meno di centoseltanta verlebre.

) Questo fossile i rinvonuo assosiato allo seguenti specie, caratteristiche del senonianc: Sau-
rocephalus lanciformis, Harl.; Lepidatus efr. crassus, 3
Piychodus cfr. decurrens, id; Plychodus Mortoni, id.
(Fr. Bassani, Sull et degli strati o pesc i Gastellavasss net Belluness, in Boll, Soc. geol.
it vol. 1V. Roma, 1885).

.3 Péyshodus latissivnes , id. ; Plychadus
amumitiaris, id. Plychodus polygyrus, id
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«queste indagini il solito spirito investigatore, che caratlerizza le sne ricerche. Prima di
lni, Leube aveva parlato dinversione del sacearosio nelPintesting, ma Bernard
ne ha data una dimostrazione elegante,, paragonando il fermento inversivo da lui am-
messo nell’intestino a quello segregato dal lievilo™ di birra. Egli fece vedere come ba-
sta injettare una soluzione di sacearosio (riconoseiulo puro) in un’ansa intestinale
chiusa fra due legature, perché I'inversione accada in poco lempo. Anche un infuso
di- mucosa intestinale ha la stessa azioue.

Per Bernard Ui iong del io & un fatto per I assor-
bimento di quesla sostanza. Egli ha constatata la presenza del fermento inversivo nel-
Pintestino tenue dei cani, conigli, uceelli e rane, menire pia tardi Balbiani lo
trovd nell intesting del baco da sela. Paschutin a sua volla vide che tullo
stino tenue, dal piloro, ciod, sino alla valvola di Bahuine, contiens il fermento inver-
sivo dimostrabile anche col metodo degli infusi, e che questo fermento pud essere se-
parato da quello diastasico mediante il collodion, che precipita il fermento inversivo
@ lascia disciolto I'altro.

E notevole I osservazione di Paschutin, che pel primo accenna alla mancanza
di fermento inversivo nell’intesting di giovani vitelli, mentre lo ha riscontralo nelle
vacehe adulte, Intanto cade qui aceoncio il ricordare ' osservazione di Hoppe-Sey+
ler che, nell'intestino tenue, i diversi fermenti che vi si trovano, possono derivare
tutli, compreso quindi I'inversivo, dal sueco pancreatico o dagli alimenti, aggiun-
gendo che questi formenti (non segregali dalla mucosa intestinale) difficitmente si pos-
sono allontanare dalla mucosa col lavagyio, perché sono in modo straordinario legati
alle masse mucose,

Per la prima parte di questa osservazione di Hoppe-Seyler, ciod per la possi-
Tile provenienza di fermenti dal pancreas nellintestina, & chiaro che essa non & ap-
plicabile al fermento inversivo, perché questo si pud constatare nelle anse intestinali
isolate, ¢, d'altra parte, il pancreas non produce invertina (Bernard, Dasire) ben-
¢hé Roberts dica d’aver trovato nel panereas un fermento eapace di trasformare il
maltesio in zucchero 4’ uva.

Le ricerche esegmls da molti osservatori sulla digestions inlestinale in genere,,
mediante la di un tralto intestinale alla Colin o mediante
fistole enteriche secondo i metodi di Thiry o di Vella, hanno dato quasi costanle-
mente questo risultato, che nell’intestino tenue realmente i trasforma il saccarosio
in zucehero d'uva e levulosio. Noi non riferiamo qui la letteratura relaliva, riporiata
in altro lavoro, pubblicato da dne di noi insieme al collega Prof. Malerba; ma dob-
biamo far notare che in tutii questi laveri si parla sempre di un fermento inversivo
segregato dalle glandole intestinali o da tntto Pepitelio intestinale.
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Astrazion fatta dal sopracitato dubbio di Hoppe-Seyler, non si trova ne’ nu-
merosi lavori su questo argomento il sospetto che all*azione inversi 2 CONCOTane pitt
0 meno polentemente i microrganismi, e quesio silenzio su tale proposito si nota an-
che nef lavori piattosto recenti, posteriori 4 speciali pubblicazioni — massime di chi-
mici—nelle quali frattanto Pimportanza dei microrganismi per 'inversione veniy
tamente dimostrata,

net-

Bisogna tener conto perd anzituito del Rober ts, il quale nell’opera gia citata,
diceva esplicitamente come osservando che 'infuso di muoosa inlestinale in acqua,
filtralo attraverso carta () non @ dotato di potere inversivo, bisogna supporre che il
fermento si attacehi in. qualche modo agli elementi figurati contenuli nell'intestin.
Anche Ja lentezza @azione dell’infuso non filtrato (2 ore nella stufa a 37°), per ana-
logia lo coslringe a pensare ad elementi ligu
pena di essere schiarita v,

In qualche opera di Fisiologia piit riputata (Laudois) si trova espressa I o)
nione che il fermento inversive possa derivare anche da blastomiceli (Hefe), ma in-
vano si eerca un accenno a questo fato in altre opere anche molto diffuse {Beaun
2" ed., Hermann’s Handbuch), dove si paria sempre del fermento
dichiarazione di sorta sull’ origine di esso,

In due lavori pubblicati ne' Comples-Rendus (vol. 87), Bourquelot, il cuilavoro
sard a lo minatamente pi innanzi, dopo aver nolalo che il mallosio non & tras-
formato dall'invertina del lievito i birra pura o mista a diastasi osserva, che un in-
fuso di mucosa intestinale & capace d'inverlire il mallosio, cosi come 1l sagcarosio,
Inlanto, se questo infuso vien filrato altraverso il filico Klebs-Tisgel, & quasi
inallive su’ dne zuc

i ed & « qualche cosa che valga la

ersivo, senza

Conclude da cio che, nell'intestin, o deve operare sul maltosio una invertina
diversa da quella del lievite di birra & o di atlraversars le lerre porose, ovvera
nell'intestino slesso debbono agire i microrganismi. B infatti un infuso o una coltura
di Aspergilius niger nell’ acqua (solraendosene all'ingrosso i germi), & capace di
agire sul sacearosio ¢ sul maltosio.

Evidentemente, § gormi, a cui Bourguelot
concede lanta importanza, dovrebbero produrrs nell intesting una invertina non ca-
pace di altraversare le terre porose, se infuso filirato si mostra inalivo, o dovreb-
bero agire altrimenti che producendo invertina, Ma di ¢io ci occuperemo piit oltre.
Mollo recentemente Dastre in un interessanle lavoro {Arclives de Physiologie norm.
el Pathol., 1888, n. 1) si convine e la mugosa del fenue intestine ha polere in-
versivo, che si riscontra negli infusi falti a bassa temperatura (nella ghiacciaia), cios
in condizioni che, generalmente parlando, si oppongono ad una cospicua moltiplica-
aiong del microrganismi. Dunque per Dastre sitratta di un fermento proprio della
ucosa, o, per lo meno, i germi non possono avere und parle mollo rilevante,




Dei metodi seguiti nelle ricerche.

Da quanto si & detto nel capitolo precedente, risulta chiaro, che Pinversione dello
zucchero di canna nel lubo gastro-enterico merilava di essere studiata da capo, seb-
bene fosse slata gia argomenlo di un pumero rilevanle di pubblicazioni in gran parle
originali. Vi era il problema non ancora risoluto della pro adel fermento inv
sivo nel tabo digerente, e vi era Paltra questione pia semplice, ma forse pid interes-
sante per il fisiologo, se ciod I’invertina si trovasse solo nell’intestino @ nel suceo
enterico, ovvero anche in aliri organi @ prodotti di secrezione.

Appena iniziate e nostre ricerche, avemmo a convincerei delle grandi diflicoltd
che p I" e ¢l spil per 1a diseordia fra gli autori
«che ci avevano precedulo. Molle volle, esperienze, eseguile con ogni cura e nelle quali
in sul principio avevamo piena fiducia, doveltero essere rifalle per qualehe errore di
metodo scoperto pia. tardi.

Dal fatto che noi stessi, prima di re a conélusioni defini
di rado rilornare sui nostri passi, siamo indoli ora a riferire brevemente ed in modo
generale i metodi da noi Lenuti nelle nostre ricerche, senza entrare nei parlicolari
minuli di tecnica, che saranno espo; proposito dei singoli esperimenti.

Uno studio preparatorio ¢i dimostrd che le cause che ci tragvano in errore ed ave-
vano allontanati dal vero anche gli altri, che si erano prima di noi, sebbene con' di-
verso indirizzo, occupati deli” argomento , si polevano riferire:

10 alla qualita del saccarosio adoperato nelle ricerche. E nolo infalli come le
soluzioni di saccarosio dificilmenta si conservino, per la grande facilita con la quale
il sacearosio , esposlo all’aria, si allera sdoppiandosi in glucosio e levalosio (zueche-
ro interveriito). Inolire & difficile, per non dire impossibile, procurarsi dal commercio
zucchero di canna chimicamente puro, Cid premesso ¢ lecito pensare che pid & uno
degli autori citali sia incorso nell’errore di sperimentare il potere inversivo di un li-
quido digerente sopra soluzioni di sacearosio i inquinate di glucosio. E la nosira
asserzione appare anche pii nalurale quando si consideri che, tranne il Bernard,
non vi ¢ aleuno che dica esp 1a qualith e p i del o ado-
peralo.

2° alla lecuica seguila neghi esperimenti sugli awimali, e, sopra tutlo, ai me=
todi di estrasione dei succhi digerenti, di cui si vusle sperimentare il polere inversivv.
Questi ultimi, oltre alla possibi che per una leenica poco preeisa si mescolino fra

¢, dovemmo non
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nali da glucosio, condizione, che espons natural-

loro, sono non raramente gia in
mente ad avere risullati poco altendibi

3° ai metodi di sterilizzazione dei liquidi conlenenti fermento inversivo. Per ri-
solvere il problema della provenienza dell’invertina, se essa ¢ioé sia un prodotio di
origine glandolare o batlerica, noi avemmo bisogno di sterilizzare i liquidi dolati di
polere inversivo: ora molti dei metodi di sterilizzazioue non si limitano soltanto ad
useidere o a saspendere la vita dei germi, ma dislruggono P attivita del fermento so-
lubile.

4° infine ai metodi di ricerca ¢ di dosamento dello succhero inlervertito.

In rapporto alle quattro principali fonti di errori, noi crediamo di dere I"es-
posizione dei metodi seguiti nelle nosire ricerche parimente in qualtro parti. Nel
prima diremo dell’alterabilita del sacearosio esposto all’aria, sia in soluzione sia
cristalli; delf influenza dei microrganismi sullo stesso e della maniera di conservarlo
inalterato. Nella seconda parte parleremo brevemente della lecnica seguita negli espe-
rimenti sugli animali e dei metodi per estrarre i succhi digerenti allo stato di maggior
purezza pos ; nella lerza passeremo in rassegna i melodi di sterilizzazione dei
liquidi conlenen vertina; finalmente nell’ ullima esporremo i metodi da no preferiii
per la ricerca ed il dosaments dello zucchero intervertito.

st

4 del sacearesio espost all'aria, Tolenna del micrargas
one sha n etisall.

Alierabil
Melodi per conservare inalieratn il sacearesio sia in sols

Le prime difficoltd, da noi incontrate nelle nostre ricerche, provenncro appunto

dalla qualitd del saccarosio adoperato e dalla sua alterabilita. Convinli che lo zueche-
ro ordinario, il pin delle volte misto a sostanze estrance, sempre inguinalo da gluc
si0, non poleva preslarsi alle nostre esperienze, ¢i procurammo dell ottimo zncche-
ro candito, che ¢i venne fornilo prima dalla casa Imbert, pit tardi da Darasso (i
Parigi.
In commercio non si (rova zucehero di canna assolulamente prive di zucehero
interverlito; e perd dovemmo i del fo cristalli di fabbricazione
francese, che trovammo contenere appena Lracee infinitosimali di glucosio: del resto
ol ¢i convincemmo che adoperando soluzioni deboli (ad un titolo non superiore al
2 per cento), si polevano ottenere, collo zucehero della casa Darrasse, soluzioni in-
sensibili alla yeazione di Fehling.

Se non che queste soluzioni dopo un lempo sariabile, anche se conservate in re-
cipienti chiusi, si alteravano per modo da non polersi pint prestare alle nostre ricer-
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ehie. Stabilimmo di servirei di soluzioni recenti, preparate al momento del bisogno,
@ anche queste furono trovate inguinate di quantila sempre erescenti di glucosio in
ragione del tempo traseorso dal giorno in cai avevamo ricevato la sostanza. I risul-
tati poco concludenti, spesso conteaddiltorii, che oltenemmo alP inizio delle nostre
ricerehe , e’ indussero a studiare prima di ogni altra cosa la quistione della conserva-
zioue del sacearosio, sia in masse cristalline sia in soluzione, non essendo possibile
procedere ad esperimenti senza avere dello zuechero di o chie conlenesse una
quantith di glucosio nota e costante.

La soluzione del quesito era inlimamente legata allo studio degli agenti che pro-
ducono Pinversione del sacearosio,

Biot, Soubeyran, Maumen: avevano gia da tempo osservato che in soluzione
acquosa ed alla temperatura dell’ambiente, tanto all’aria libera quanto in tubi ehiusi
1o zucchero di canna si sdoppia in glucosio e levolosio. Come condizioni favorevoli a
lale processo di sdoppiamento vennero indicate la temperatura, I'umidith e perfino
azioni iche, come ® tri i Piti tardi Béchamp e poi Ma-
tegezek riferirono I'inversione a microrganismi contennli nell’aria, e Lund pare
sia rinseito a conservare inalterale le soluzioni di sacearosio in un’almosfora di aria
precedentemente arroventala, o in un ambiente di O'ed Az puri. Non sono inolire
mancale osservazioni isolale di alenni antori sul potere inversivo che taluni germi

(iforniceti ¢ blastomicetiy spiegano sulle solozioni di saccaresio in cui vengono col-
i

Riprendere queste ultime indagini con i metodi pid recenti, adottali dalla mo-
derna batteriologia, per vedere se e quanta’ parte i microrganismi dell’ aria avessero
nella detta tr i 5 Ci parve non all'indole stessa del
nostro lavoro, ma addirittura indispensabile.

Si vedra ora come noi siamo pervenuli alla conoscenza degli unici agenti dell'in-
versione del sacearosio esposto all’aria, come pure a quella dei modi di conservarlo
per lunghissime tempo inalterato.

A) — Influenza dei microrganismi sull’ inversione del saccarosio.

Bastano pochi esperimenti per mettere in chiaro Pinfluenza dei microrganismi
sulla inversione del saccarosio.

Il piit semplice di tuiti, ehe potrebbe dirsi Pesperienza fondamentale
guento:

Si versino quantita eguali di soluzione di sacearosio in allretianti tubi da saggio,
@ questi si espongano all’aria libera nelle identiche condizioni; si vedra che tulti,
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quale gid verso il 5* giorno, quale appena al 1o giorne od anche piu tardi, s intor-
bidano nolevelmente. Saggiando ogni giorno il contenuto dei detli tubi col liquido
mpru-pmassim,'appm'c chiaramente che I'iniziarsi dell’ intorbidamento coincide con
Ja comparsa del glucosio. I saggi quantitativi poi dimostrano che lo zucchero inter
tito va gradatamente crescendo in ragione della durata dell’ esperimento, ma non
nella stessa proporzione in tulli i tubi, cosicché, mentre in uno di essi, p. es. al 20"
giorno, & ancora minima la q. di zucchero interverlito, in un altro lullo il sacearosio
ha subito inversione.

In queslo caso, anche facendo bollire il liquido con acido idroelorico diluitissimo
(1: 1oco), non aumenta Ja q. di glucosio rovata al dosamento.

1l fatto che la inversione dello zuechero di canna accade in varia proporzione nei
differenti tubi esposti tulti all’aria nelle identiche condizioni, fa venire il sospetlo che
gli agenti, che inducono lo : siano ismi ienti dall’aria,
poiché solo quesli possono, cadendo e moltiplic: 1 proporzioni variabili, spie-
gare le cennale differenze.

Se il saccarosio viene sciollo in acqua distillata sterelizzata e la soluzione poi
conservala in tubi sterilizzali ed al v dai germi dellaria, I'inversione, sehbene
pin lenta, avviene egualmente.

Tale osservazione, da noi falla ripette volte, non potendo essere spiegala al-
trimenti che ammettendo I’ esistenza di germi provenienti dall’aria sulle slesse masse
di zuechero cristallizzato, sebbene da noi conservalo con ogni cura, ¢i spinse ad esa-
minare queste ultime dal punto di vista balteriologico.

Infatti, se con le debite cautele si sciolgono frammenti cristallini di sacearosio,
anche se scelti fra i pit trasparenti ¢ quindi meglio conservati, in tubi di gelatina
nutritiva, sterilizzala, fusa a 30% e si fanno delle lastre d’isolamento secondo il me-
todo di Koch, queste a capo di tre o quallro giorni presentano colonie pii o meno
numerose di microrganismi, fra cui prevalgona quelle di ifomiceti e blastomice
cialmente il Penicillium glawcum. Lo slesso accade , se invece dei frammenti cristal-
lini si meseoli-alla gelatina il saccarosio in soluzione acquosa, quande, bene inteso,
1"acqua sia stata precedentements privala dei germi, ossia slerilizzata.

I microrganismi otlenuli con questo melodo, ¢ ehe quindi non possono provenire
che dalle masse eristalline adoperate, sono quasi tulli dotati di potere inversivo, vale
a dire sono capaci, quando vengono coltivati in soluziond sterilizzate di sacearosio, di
produrne lo sdoppiamento in un tempo variabile, ma che pud essere brevissimo se
la temperatura ¢ favorevole al loro sviluppo ).

ndos

*) Come & neto, quasi tutte lo specie 4" ifomicsti e blastomiceti, meno pocho , ed alouni sehi-

somiceti segragane fermento inversivo.
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Variando § izione, @ rip piit volte, riesce facile di-
mostrare che i microrganismi suddelli non sono egnalmente numerosi sulle varie mas-
s di zncehera candito, né sulle superficie di una stessa massa; cosi si spiega il fatto
e soluzioni di diversi frammenti cristallini, di peso uguale, presentino al dosa-
mento differenti quantiti di zucehero intervertito, anche quando essi sieno slali con-
servali nelle he condizioni e poi sciolli con eguali precanzioni.

S'intende poi i leggieri come tali germi, dotali di poters
mente aderiscano alla superficie delle masse crislalline, ma si facciano strada anche
tra i singoli eristalli. Ed invero il raschiamento, mediante il quale si asportano gli
strati pitn esterni, non ¢ sufficiente a liberare le singole masse da 1l i germi che vi
aderiscono, ma solamente da una gran parte di essi: e perd le soluzioni fatte con
masse in lal modo deterse, in confronto di quelle fatte con altre che non subirono ra-
schiamento, contengono certamente una minore quantiti di glucosio, ma non ne so-
assolutamente esenti. $’inlende pure come il numero dei germi, che aderi-
scono al saccarosio, varii con I'estensione della superficie del pezzo di zuechero:
essa ¢ estesa in confronto del volume, tanto pit facilmente il saccarosio si
aliera. In falli, le grosse masse di saccarosio st conservano meglio delle piccole, e la
iriturazione dello zucchero in minuli frammenti, o, anche meglio, la polverizzazione
ne favoriscono indirettamente I'inversione. In questo senso va, a nostro avviso , in-
terpretata 1" ossetvazione di Dubrunfaut, secondo il quale inveee la piu facile inver-
sione dello zucchero di canna polverato si dovrebbe attribnire solamente ad un’ azione
meccanica.

Adunque il saccarosio rappresenta un eceellente terreno di collura per quei mi
crorganismi che sono appunto dotali del potere di sdoppiarlo in glucosio e levulosio.

Tra le innumerevoli specie di batlerii, che si trovano nell’aria, chi volesse sce-
gliere questi, che brevemente polrebbero chiamarsi microrganismi inversivi, non
avrebbe che a ricercarli sulla superficie delle masse di saccarosio, dove per naturale
selezione essi si sviluppano a preferenza, allo stesso modo come, secoudo ha notalo
Pasleur, basta esporre all’aria sostanze fermentescibili, perché vi si vadano sponta-
neamente ad isolare dal comune vivaio i ballerii delle rispettive fermentazioni.

Assodata in tal modo I influenza dei microrganismi sull’inversione del saccaro-
sio esposto all’ aria, rimaneva ad indagare se essi ne fossero o pur no gli agenti
esclusivi. Per rispondere a lale quesito era necessario, lasciando immutate lutte le
tre condizioni, eliminare dal saccarosio i germi vivi ed impedire che aluri ve ne capi-
tassero dall’esterno; con allre parole, oceorreva provare se ia sterilizsazione del sag-
carosio ¢ la conservazione di esso in vecipienti sterilizzati fosse o pur no un mezzo suf-
ficiente ad impedirne U ingersione. Ecco come abbiamo proceduto.

Versive, non sola-
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Falla una soluzione di zucehero candilo in acqua sterilizala e dosala con gran-
de ap simazione la quantita le di glugosio, da cui, come abbiam detto,
I i inquinata, la dividi in quantita uguali e determinate,
che versiamo secondo le norme batleriologiche in altreltanti tubi di vetro chiusi cos
ovalta e slerilizzali a 160" per un’ora. — Questi lubi vengono poi messi nella stafa a
vapore a 100’ ed ivi Lenuli per 1o’ al giorno e per 3 giorni conseculivi,
sterilizzarne il contenuto. Della stessa soluzione, e con le identiche caulele si riempio-
o altei tnbi, che non vengono, come i precedenti, solwoposti a sterilizeazione, ma si
lasciano da parte per controllo, quali tappali con ovalta e quali aperli, Gid dopo yo:ln
giorni i tubi non sterilizzali s’intorbidano, perché vi si svily
conoseibili mediante innesti falti in opportuni terven
quido di Fehling mostrano che il saccarasio @ gid in parle interverlito. I lubi steri-
lizzali, invece, si conservano limpidi, perché esenti di germi, come viene dimostrato
dagli innesti che riescono negalivi, ¢ I'esame col liquide di Fehling prova che
essi contengono o la stessa quantitd di glucosio, da cui era inquinata i soluzion
madre, 0 i quantitd di poco maggiore, ma ad ogoi modo non suscettibile di ulieriore
aumento.

Abbiamo conservalo per parcechi mesi tabi cosi sterilizaati, e, saggiandone di
tanto in lanto qualcuno, ci stamo convinli che la soluzione di sacearosio si mantiene
assolutamente inalterata, fino a ehe i Wubi non vengano aceidentalmente inquinati da
germi.

Abbiamo dello che talvolia i tubi soluzione di
fin dalle prime prove, si mosirano inquinati da maggiore quantita di glucosio che |.-
na inversione, avvenuta durante Ia

soluzione madre, segno di parziale, sebbene mini

slerilizzazione.
Questo fatlo, che & anche pii evidente se la soluzione di saccarosio in tubi ste-
rilizzali o chiusi venga riscaldata fino al iz non éin

col nostro modo di vede

Ed in vero i germi inversivi preesistanti, come abbiam dello, sulle masse di sae-
carosio o caduti aceidentalmente nei tubi durante la loro preparazione, gt con la
prima slerilizzazione, a cagione dell’ elevazione di temperatura, possono, prima di
morire , spiegare un’ azione inversiva limitata,

Per comprendere come cid avvenga, & meslieri nolare che i microrganismi inver-
sivi, innestati nelle soluzioni di sacearosio, a lemperatura favorevole al loro sviluppo
inducono un’intensa e rapidissima inversione, che s’ inizia dopo pochi minuli e che
in breve & completa.

Se nel caso speciale questa non va oltre cerli limili ¢ ben presto si arresta, cid
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i dovnto al fatto che la temperatura delle soluzioni, solloposte a sterilizzazione nella
stufa, ovvero portate ad ebollizione, si eleva molto rapidamente, onde i microrganis-
mi inversivi, solo per qualehe istante trovansi nelle condizioni opporiune per spiega-
re la loro agione.

Ad ogni modo, la quantilh di zucchero intervertito che si trova nelle soluzioni
sterilizzale, in cui i germi vennero uccisi o con la temperatura di 1oo® nella stufa a
vapore, o mereé ripetate sterilizzazioni a 6o, non & susceftibile di ulteriore aumento.

Noi non abbiamo creduto necessario, per amore di brevitd, riportare ordinaria-
wmente talli | nostri esperimenti; ma qui non sard inutile, per riassumers le cose delle
& formulare le conclusioni, esporre in forma di quadri due grappi di esperienze che
non mancano d’interesse.

Quapro L
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infinigosimali | |

»FIL. [immmtte i ermi m\mmmm solu-
370 . |dopo 20 niin. 4 trova 1 70%, dizuccbes

)N, B, o,, ni serie mmpr('n'lt 5 tubi da saggio contanenti ognuno 20 cent. cubici di soluzion
di sacearorio al 2 ¥/, — I saggi quantitativi forono fatti non per i singoli tubi, ma complossiva-
mento per quolli di uha detarminata serio sopra miscugli ottenatl, prendendo I cont. cubico di so-
Inzione per ogni tubo corrispondente, in maviera da ottencre un valors modio per ogni serie. — Ln
quantith di succhero infervertito fu riferita alla quantiti di saccarosio contennta in ciaseuna serie
© fatta gguale a 100. — Alouni tubi della serie IV. ¢ V. forono conservati per parecchi mesi, ¢ In
quantits di aucchero intersertite s trov inalterata.
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t0.— Lo dotermi yuantitative farono fatte bopra Je solusioni dol sacosrosio contenut
uno dei tubi dells sorie rispettiva in 100 grammi d'acqua sterili
al 2 . — Lo cifre ripoviate rappresentano (come nel quadro
cliers Intervertito rispetio alls quantiti di sncoarosio contenuta nolls soluzions & fatta egaale a 100,

Possiamo dunque affermare:
° che I'inversione del saccarosio in soluzione esposta all’aria a temperatura
ordinaria , & lenta;

2 che il riscaldamento della soluzione fino all’ ebollizione , in sul principio fa
erescere la quantitd, che potremmo dire iniziale, di zucchero interverlito, ma poi, ue-
cidendo i microrganismi , finisce per rilardare I'inversions;

3° che la slerilizzazione mediante il calore fa parimente crescere la quantita
iniziale di glucosio, ma questa non aumenta wlieriormente , quando, bene inteso, la
soluzione slerilizzata sia conservata rigorosamente al riparo dei geemi

4° che Ia temperatura di 37°, molto favorevole allo svilappo dei germi in gene-
re, & anche opportuna, per otfenere una pit rapida e pin completa inversione del
sacearosio;

5° che Iinversione accade in pochi uti se nella soluzione di saccarosio a

innestano direllamente microrganismi
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6° infine che le condizioni le quali favoriscono 'inversione del sacearosio, la-
seiato all aria sia in soluzione sia in eristalli, non sono che condizioni piu o meno
necessarie alla vita ed allo sviluppo dei microrganismi, ¢ che esse, operando da so-
le, con rigorosa esclusione dei germi, non riescono ad invertire il saccarosio.
La conclusione finale, che si pud trarre dalle esposte ricerche, & che lo zucchero
di canna non solo in solusione ma anche in eristalli, esposto all avia e alla tempern-
itura dell ambiente, o conservato in tubi chiusi, wa won sterilizzali, si allera per opera
di taluni microrganismi dell aria, ¢ che, eliminando questi, si riesce a conseroarlo per:
lungo fempo inalierafo.

— Metodi per conservare inalierato 1 saccarosio.

La conclusione, alla quale giungemmo con le nostre ricerche, ci indicava netta-
mente 1a via da seguire per conservare inalterato il saccarosio. Per raggiungers que-
sto seapo bisognava dunque impedire lo sviloppo dei microrganismi inversivi sul sae-
carasio, ¢id che non si poleva ottenere altrimenti che coi metodi di sterilizzazione e
di conservazione al riparo del gormi.

Esporremo brevemenle i melodi da noi seguili, sia per conservare il sacearosio in
cristalli, sia per otlenerne soluzioni esenti da glucosio o con litolazions definita ¢ co-
stanie.

a) La sterilizzazione nella stufa a vapore per 3 giorni, 1o minuti al giorno, di
masse eristalline di peso determinato contenute in tubi di velro sterilizzati. La solu-
zione in questo caso veniva fatta, al momento in cui occorreva, mescolando i modo
aseitico al saccarosio sterilizzalo, una determinala quantitd di acqua egualmente ste-
rilizzata. Siccome poi I'unione di due sostanze in modo asellico presenla natural-
mente qualche difficolt, noi abbiamo talvolta adaperato I apparecehio per coltura a
due branche di Pasteur, mettendo in una di esse I'acqua, nellalira il saccarosio so-
lido, e quindi il ma le due sostanze,
per poi unirle agevolmente insieme, senza pericolo che vi cadessero microrganismi.
Questo metodo di conservazione fornisce, & vero, soluzioni stabili di sacearosio, che
mon vanno cioé soggelle ad ulleriore inversione, ma la quantita di glucosio, che fin
da principio vi si trova, & lroppo grande, ¢io che rende pii difficili le esperienze.

Accade insomma che il saccarosio in eristalli, sottomesso alla prima sterilizza-
zione, mercé la gradvale elevazione di temperatura ¥a soggelto, per azione dei ger-
mi preesistenti sulla sua superficie, ad inversione anche maggiore di quella gia se-
gnalata a proposito della sterilizzazione, con lo slesso metodo del sacearosio in solu-
zione.
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k) La disinfezions delle masse cristalling, merceé ione fogace in liquidi
antisettici (acido fenico al 5 °/,, sublimalo 1:2000) e poi la chivsura di esse in tubi
sterilizzali
Questa: pratica uceide i microrganismi che si trovano alla superficie delle mas-
se cristalling, ma non quelli che si son fatti strada tra i singoli cristalli, cosicehé an-
che le soluzioni falle con masse in lal modo disinfettale si presentano inquinate da
notevoli q. di zucehero intervertito.
¢) La conservazione del saccarosio @ aria ben secea, in cui, per conseguenza i
microrganismi, specialmente gl'inversivi, non si sviluppano. Se sollo una campana di
vetro, che aderisea bene ad u slra smerigliata, o meglio sotto la campana della
macchina pneomatica, si melte il sacearosio in cristalli insieme a qualche sostanza
capace di assorbire I'umidita, come polassa caustica, acido solforico ece., i pexzi di
saecarosio si conservano rasparenti e le loro soluzioni contengono appena tragee in-
finitesimali di glucosio.
Qualungue di que:
poi necessario fare la soluzione con certe cautele ed assicurarne la conservazione,

metodi si segua per conservare il saccarosio in cristalli, ¢

Adoper nelle nostre i soluzioni fitolale e preferim-
mo le deboli (2 per cento), sia perché la tracefh iniziale di glucosio non diventasse,
per la maggiore conce: it una quantiti ile, sia perche fa soluzione,

dopo aver subito 'azione del fermento inversive, non presentasse quantita di zacohe-
ro intervertito troppo grandi, Solo in qualehe easo speciale nsammo soluzioni al 102/,

Le masse cristalline vennero sempre prese con pinzelte sterilizzale ed introdofte
con toite le cantele bauteriologiche nei recipienti slerili contenenti acqua parimente
sterilizzata e nella necessaria quantith per avere soluzioni ad un dato titolo: final-
mente furono lasciate sciogliere lentamente, a freddo, per non favorire I'inversione ,
sopratutio con le modiche elevazioni di temperatura, In nessun ¢aso poi soltoponer
mo la soluzione ad ebollizione prolungala, essendo quesla capace d’ invertire da sé il
sacearosio, anche in assenza di qualunque microrganismo inversivo. Similmente il
carosio non venne mai ridotlo in frantumi ¢ tanto meno pestalo in morlaio, per
crescere le probabilitd dell’inversione.

La conservazione poi delle soluzioni di sacearosio fu oltenuta con la sterilizsa-
sione:

) mediante il calore, sia sterilizzando nella s|
per tre giorni ivi; sia con la sterili if a 6o’ secondo il me-
todo di Kooh. Senza pidl tornare sugl* inconvenienti, che presentano questi metodi nel
0 nostro, ed ai quali abbiamo pii volle accennato, vogliamo far notare che al se-
condo i ricorremmo solamente quando ei occorse di stel

in unione con liquidi alterabili a mmpmlnrc pit elevate di 6o°;
Societa de” XL. i

non 3

[a a vapore per 16’ al giorno ¢
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by mediante I'uso degli andiseitici, e specialmente acido fenico ¢ sublimato.
17acido fenico in soluzione al 5%, non induce per sé significants inversione del sac-
carosio, né si oppoue alla vicerca ed al dosamento del glucosio ol liquido di Fehling
(vedi § 1LY, I sublimato pud usarsi solo in soluzioni debolissime (r: 30000), perché
opportuni esperimentt ¢i hanno dimostrato che in soluzioni pili concentrale si oppone
alla reazione col liquido di Fehling, complisando la quistione con difficoltd di ordi-
ne chimico;

¢) mediante la filtrazione allaverso il fillro. GChamberland. Questo metodo
& preferibile a ttld gli aliei, perché permelte di sterilizzare rapidamente grandi quan-
Lita di solugione. Naturalmente abbiamo filirato soluzioni gid fatte in acqua sterilizzala
 con tutle le cautele di sopra accennate, avendo anche cura di riserbare due candele
Chamberland unicamente a questo scopo. La solnzione veniva raccolta in apposite
holliglie sterilizzate, di forma molto conveniente per permetters di estrarne al bisogno
Ja quantita stretlamente necessaria, sepza inquinare il resto della soluzione. In una
bottiglia ordinaria, anehe quando I apertara  la chiusura sieno fatte cou le norme
balteriologiche  pii p , accade inevilabi 1 ingui del con-

ulo. 3

te

La hottiglia cui alludiamo,, ¢ da noi app costruita, iglia ad uno
dei matracei Pasteur per la coltara dei batterii.nei liquidi (vedi figura). ¥ un pallone
di vetro a fondo piatlo, munito di due tubolature; I'una retiilinea, piv grossa, chitsa
con ovalla; Pallea pia sottile, piegala in git e custodita attraverso lampone di ovatla
in altro lubo graduato,, sterilizzato. La prima tubolatura serve per ricevere la soluzio-
ne; faseconda per estearre dal recipiente la (. di soluzione necessaria per le singole
esperienze, quantitd che viene direttamente misurata nel lubo gra
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Teenica seguita negli esperimenti sugli animali @ metodi di eviravione dei sueehi digerenti,

Abbiamo sperimentato su cani, cavie e conigli, ed in generale abbiamo preferito,
allo studio del potere inversivo sni liquidi digerenti gia estralti, I'introdozione direl
della soluziong di saccarosio nel lubo gastro-enterico; cid allo scopo di sperimentare
in condizioni molto simili, se non I identiche, alle fisiologi

In ogui caso,, prima di procedere all’esperimento, ¢l siamo assicur:
zione dell’apparecchio digerente, da noi presa in esame, fosse prica di residui ali-
mentari contenenti ghicosio.

Talvolla non riuscimmo in questo intento senza grandi difficolta.

Ad es., lo slomaco del cane, anche quando I'animale venga tenuto digiuno per
24-48 ore, conliene sempre resi limentari pli o meno ricchi di glocesio (sopra
tatte quandlo sia stato alimentalo prevalentemente con pane), dai quali non viene libe-

i che la se-

rato neanche mediante abbondanli irrigazioni, opp fatle prima dello
esperimento.

Ad evitare quesia sorgente di errors, noi solloponemmo ciascun apimale, nei
giorni denti I i yad un preparatorio, come alimentazione

speciale,, digiono pit 0 meno prolungalo, traltamento chie varid naturalmente a se
conda dei casi, come sara indicato a sno tempo. Cio malgrado non si procedetie al-
Pintroduzione del sacearosio nello stomaco o nel eanale intestinale, senza prima aver
praticato I'iniezione di alquanta acqua tiepida, lo quale estratta ¢ saggiata mediante
i reattivi del glucasis, ¢ indicava can Passenza della reazione caratteristion il momento
opportino per inistare lesperinmento. .

A titolo di controllo non mancammo d* instituire numerosi esperimenti, foori del-
"apparecchio digerente, con suechi estratti mediante i noti processi ( fistole. salivari,
gastriche,, intestinali) ¢ con g7 infusi delle rispetiive mucose. Crediamo inutile aggion-
gere ehe lanto i prodotli di secrezione ollenuti dalle fistole, quanto gi’infusi, vennero
sempre saggiali con i reallivi del glocosio, e 1" esperienza fu incomineiata golo quando
la reazione fu assolulamente negaliva, o positiva, al punto da potersi procedere ad un
esame quantilativo preliminare.

Siccome poi non si tralto solamente di constatare nei varii liguidi digerenti I'esi-
stenza o meno del fermento inversivo, ma nel caso aflermativo anche: di affrontare il
grave problema della provenienza batterica o glandolare di esso, i nostri esperimenti
doveltero di necessila essere numerosi ¢ svariall. Occorsero sopra lutlo esperienze: di
confronto cdn Tiquidi digerenti, non esenti da germi, e con gli siessi liquidi convenien-
temente sterilizzali, restando identiche lutte le altre condizioni. i
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Melodi di slerilizzavione dei L

Per privare di germi vivenli i liguidi conlenenti invertina, noi abbiamo adoperato
metodi differenti a seconda dei casi, facendoci guidare nella scelta da considerazioni
in ordine alla natura del liquido da sterilizzare, ed alla necessita di rispettare il fer-
menlo inversivo.

La sterilizzazione di intere sezioni dell’apparecchio digerente, come della cavita
dello stomaeo o di ur’ansa intestinale, uell’animale vivo, sebbene possibile da un
punto di vista teorico, presenta nella pralica immense difficolla. B impossibile, per
quante manovre si faceiano, liberare la mucosa gastro-cnlerica del muco che la rive-
ste, ed in cul vivono milioni di germi, protei dall’azione di antiseltici anche
energici.

E pitr facile, mediante le soluzioni di sublimato ¢ di acido fenico, produrre la
morte degli animali, o la distrozione degli elementi glandolari, che ster
perficie mucose.

¢ le su-

I tentativi, che noi abbiamo falti in questo senso, saranno esposti altrove in tatte
le loro particolariti e con i relativi risultati. Per ora bastera accennare in generale al
metodo segoito, che consta dei seguenti tempi notamento dello stomaco o dell’ansa
intestinale per la via pit opportuna (p. es. la fistola esofagea o gastrica per lo stomaco);
2’ lavaggio della superficie mucosa eon aequa liepida prima ordinaria e poi sterilizzala ,
sotto moderata it Ealll jone del liquido antisetlico; 4" infine nuovo la-
vaggio con acqua sterilizzata. Sebhene tulte queste operazioni si facessero con la pin
scrupolosa esattezza, noi, nel tener conto delle esperienze, non giudicammo mai steri-
lizzata una sesione dell apparecchio digerente, sensa prima aver esequito inesti di
prava con Tisulati negati

I metodi poi, ehe offriva la balteriologia per sterilizzare fuori dell’ organismo i
liquidi contenenti invertina, erano fisici (lemperatura bassa od elevala) , chimict (an-
lisetict) e meccanici (fllrazione).

@) Sterilizzasione mediante il calore.—Dovemmo rifiutace immediatamente ttti
i metodi di sterilizzazi a caldo con inter di temy te troppo elevate. L'¢-
bollizione a fuoco nudo o a bagno-maria, la sterilizzazione a vapors non sono adopera-
bili per liquidi organici contenenti fermenti 2olubili, di eui si deve rispeliare 'azione.

Fra questi pol Pinverlina & il meno resistente, in quanto perde la sua allivith a
temperature poco snperiori ai 50°, di maniera che i liquidi contenenti invertina non
st prestano nemmeno ad essere sterilizzati mediante il riscaldamento discohtinue a 6o°
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per 5 giorni conseculivi, secondo Koeh. Ad es., ei siamo convinti dopo ripetute espe-
rienze che il suceo enterieo, cost sterilizzato, perde completamente il potere inversivo,
menire conserva ancora quello sacearificante. La saliva, invece, sottoposta allo stesso
frattamento conserva la facolta di digerire la colla d’amido, perché la ptialina a Go®
non perde la sua azione.

) Sterilizzazione mediante — Per I'opposto il fermento inver-
sivo resiste benissimo alle basse temperalure, non solo, ma anche a o® ¢ perfino a
temperature infetiori & capace di spiegare encrgica azione sullo zucehero di canna.
Ecco perché abbiamo adoperato fi il metodo di sterilizzazione mediante
il raffreddamento , senza disconoscere che esso non vale sempre ad uccidere i germi,
ma ne sospende la vita; ed infatti questi riprendono il loro sviluppo tosto che il liquido
sia portalo nuovamente a lemperatura convenieule.

L liquidi da sterilizzare a bassa lemperatura, raceolli in recipienti di vetro prece-
dentemente lava n acqua freddissima, erano da noi messi in una opportuna ghiac-
ciaia e lasciati per un tempo variabile secondo i casi. Per I applicazi questo me-
todo agl’ infusi di mucesa gastrica ed intestinale, come a quelli di hima epatico,
rimandiamo il lellore ai capitoli relativi.

¢) Sterilizzazione mediante fillrazione. — Questo processo di separazione mee-
canica dei microrganismi & il migliore per ollenere in un tempo brevissimo, allo stalo
di steriliti perfetta, liquidi che si allerano facilmente col calore: nal per conseguenza
ne abbiamo fatto larghissimo uso.

Ci siamo serviti di un eccellente filtro Chamberland (aquistato a Parigi dalla
Casa Wiessnegg) fornito di nn generoso corredo di candele nuove e quindi perfet-
lamente porose. Dopo il lungo uso che abbiamo fatto di queslo prezioso istrumento ,
¢i siamo conyinti che esso, quando & ben costruilo, non si lascia allraversare da
germi per quanto piccoli sieno, menire ¢ permeabile ai fermenti solul
presso). Possiamo almeno garenlire che I'invertina non é trattenuta dal
il liquido fillrato, come ¢l hanno dimostralo in ciaseun esperimento. opportuni
sli di prova, ¢ assolufamente sierile.

L'osservazione di qualche autore, lendente a dimestrare che il fillro Chamber-
land ritenga in pacte i fermenti solubili, o si riferisce probabilmente ad altri fermenti
solubili, sui quali non abbiamo esperienze, o deriva dall’aver adoperato candele che
per il lungo uso e per le numerose sterilizzazioni hanno perduto la loro porositd.

Crediamo opportune di riportare qui un esperimento semplicissimo, che dimo-
slra appunto il passaggio dell’inverlina altraverso la candela Chamberland.

Falto un infuso di una coltura di un germe inversivo (Saccharomyces cerevisiae)
in acqua sterilizzata, per 24 ore, lo dividiamo in due parli eguali, di cui 'una viene
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filteata, I'allva no: ambedune vengono mescolate ad egnale quantita di soluzione di sac-
carosio al 2%, ¢ messe in ghiaceiaia, perché manchi azione dei mierorganismi anche
nella porzione non slerilizata con la fillrazione. Or bene i due liguidi saggiati dopo
un’ ora conlengono la stessa quantiti di zucchero intervertito.

Lo stesso esperimento fu ripetuto in altee condizioni di temperatura (22°); se non
ehe in tal coso, per impedive Pazione dei microrganismi nella porzione non filtrata ,
vi aggiungemmo il sublimalo (1:30000). 1l risnitato fu identico al precedento.

d) Sterilizzazions mediante gli antésetici.— A tilolo di controllo abbiamo usalo
non di rado anche gli antisettici per ottenere liguidi esenti di germi viventi. La scella
degli anti: i richiese ung studio prelimi soll*agione che i piu eo-
muni fra essi esercitano soll’invertina,

Limitammo le nosire indagini all*acido fenico ed al sublimato.

Acido fenico. — Volemmo innanzi lulto sperimentare se P'acido fenico, in dose
tale da essere efficace antisellico, si opponesse o meno al’azione del fermento inver-
sivo. Seegliamo fra i tanti il seguente esperimento, fatlo aggiungendo acido fenico
eristallizzato nella proporzione del z °/, ad una soluzione d’inverlina, ottenuta la-
sciando in infusione per venliquallrore in acqua sterilizzata una grande quantia di
coltara-di P. glaucuin.
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Da questo esperimento si ricava, ehe Pacido fenico al 2 9, non si oppone all’a~
zione delPinverlina. Se poi il contenuto del tubo B) presenta al saggio una minor quan-
lith di zncehero intervertito rispetlo a quella del tubo A), cid devesi al falto che in
quest®ultimo, oltre all'invertina conlenuta nella soluzione originaria, alira ne & slata
prodotia nelle 18 ore dalla mufla trasportatavi, ¢ che si & ulleriormente sviluppata,
mentre nel tubo B), non avendo I'acida fenico permesso I'nlteriore sviluppo delia
inuffa, non ha agito che la sola inverlina della soluzione originaria. Sommando la
quantita di zucehero intervertito fornilo dal lubo €), dove si sono svilappali micrar-
ganismi inversivi capitalivi accidentalmente, con la quantiti furaita dal tabo B), dove
ha agito Ja sola inverlina originaria, si ha presso a poco la quantit fornita dal tabo
Ay, dove hanno concorso entrambi i fattor.

Lo stesso esperimento ripeluto pid volie, acerescendo gradatamente la quantiti
dell’ acido fenico fino al 5%, , dimoslra che questo, anche a dose efficacements. anti-
settica, pud i i ai liquidi i inverting.

Sublimato coriosivo. — Il sublimato non si presta al nosteo scopo che in solu-
zioni molto diluite (ad un titolo non superiore ad 1:30000).

In dose maggiore si oppone alla ricerea ed al dosamento dello zoechero interyer-
lito mediante il liquore di Fehling (vedi 2 1°).

In deboli propozioni esso non impedisee Iazione dell’inverlina, come ci hanno
dimostrato numerasi esperimenti sul tipo di quello riferilo per Pacido fenico.

§4

Ricerca ¢ dosameato dello vucebers intervertite.

Innanzi tulto faceiamo nolare che i nostr saggl furono prevalenlemente guanfita-
tivi: 1" perehe il pia delle volle la solwzions di saccarosio slessa era inquinata da
una cert gual di glucosio (vedi § 1°); 2° perchd talvolla i ligoidi, di cui vole-

azione inveisiva, contenevano per sé glucosio; 5° perche richie-
o 1 singoli esperimenti numerosi controlli, questi non erano possibili, se non coi
saggi quantitativ

Per constatare 'avvenuta inversione dello zuschero di canna, ossia la presenza
del glucosio, ricorremmo all’una o allaltva delle nolé reazioni, facendoci guidare nella
preferenza dal eriterio fornitoci dalla natura stessa del liquido in esame, Cosi, p. s,y

acquose, non contenenti sostanze estranee, preferimmo il reattivo cu-
pro-polassico; per i liquidi contenenli acce di peploni preferimmo il reattivo di B -
tger allo scopo dievitare la reasione del biurets che si oliene col reattivo Cupro-po-
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tassico. 1 liquidi contenenti albuminoidi coagulabili col calore furono, prima del sag-
gio, liberati da questi, mediante I chollizione e consecutiva filtrazione. Per rendere
poi possibile in tatl'i casi il dosamento dello znechero interverlito, adoperammo in
ciascun esperimento quantita note di soluzioni litolate dello zucchero, come pure de-
{erminale quantita del lignido , di cui studiavamo il polere inversive.

Nella i degli imenti, in cui gindi io il saggio
quanlitativa, ricorremmo al processo di dosamento mediante il liquore di Fehling.

Di questo liquido preparammo,, secondo il bisogio, giornalmente la quantiti ne-
cessaria, unendo in parli eguali la soluzione di solfato di rame e quella di sal di Sei-
guette in liscivia di soda causlica, opporlunamente litolale ¢ conservale separata-
mente. Ci siamo limilati nella maggior parte dei saggi a tener conto di quantita di
glucosio non inferiori a m. g. 2/, adoperando sempre z ', €. C. i reattivo; non ab-
biamo eredulo sempre necessario spingere il dosamento pi in solto di questo limite
essendo sufficiente per il nostro scopo ottenere valori relativi, o di confronto, nom as-
soloti. Vuolsi inoltre nolare che i delli saggi furono sempre falli con la maggiore pos-
sibile rapidita per non incorrere in ercori dipendenti dall'ulteriore inversione che il
sacearasio subisce per un troppo lungo contalto col liguido di Fehling (Soxhlet).
Naturalmente il saggio si considerd come terminato quando il reallivo non precipi-
tava pit il ferrocianuro potassico dopo neutralizzazione ‘con acido acelico.

11 dosamento dello zucehera in liquidi contenenti sostanze albuminoidi coagu-
Tabili col calore fu fatto col processo di Bernard per il dosamento dello zucchero nel
sangue, processo abbaslanza esatlo, ed accettabile sopra tulto dopo la difesa che ne
fece Dastre (Dela yl'yﬂ:m:zie asphyzigue, 1870). Nei rarissimi casi, in cui non potemma
adoftare i melodi di dosamento sopra esposti, ¢i servimmo del polariscopio-a penom-
bra del Laurent.

1L
Fe rmentoinversivo nell'intestino.

Dalle generalitd innanzi esposte risulta, che Pinversione del saccarosio fu attri-
Duita a Ire organi, oll'intesting, allo stomaco e al fegato; nel riferire le nostre ricer-
che, noi prendiamo le mosse dal primo, I'intestino, nel quale la presenza di un for-
mento inversivo & skata generalmente ammessa, ¢ non forma pid oggelto di conte-
stazione. Percio, non slaremo qui a riportare gli esperimenti altmi e quelli che ah-
biamo falli noi stessi; i quali dimostrano il polere forlemente inversivo del succo en-
terico del eane e del coniglio, animali di cni ei siamo servilj a preferenza per le no-
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stre esperienze. Siffatti esperimenti si lrovano descrilti in quasi toite le opere nelle
quali, da Bernard in poi, si parla della fisiologia della digestione.

Oggetto del nostro studio, invece, é stato quello di indagare — dopo la molta
luce che "¢ falla intorno all’enorme contenato batterico dell’intesting, e dopo che
$'¢ dimostrato esser P invertina un prodetto quasi ordinario della vita di numerosi bat-
Leri — quale sia I’ origine dell’inverlina che si trova nel succo intestinale, T essa se-
gregata dalle cellule glandolari della mucosa, o viene invece fabbricata dagli innu-
mercvoli microrganismi che vivono nel tubo enterico? Non sono mancali, negli ultimi
anni, autori che affrontarono codesta difficile questione, sedoli dal fascine, che hanuo
esercitato i primi progressi della balteriologia; ma, ancora prematari, quegli studi ap-
parvero, come sivedrd, stranamente discordanti ta loro, e furono spesso viziati da er-
rori fondamentali. Solo facendo tesoro di tulte le risorse e di lulla I" oculaleaza, che
la Lecnica batteriologica al di ’oggl permette ai suoi cultori, si' pud, riconoscendo
«quegli errori e trovando modo di evilarli, sperare di ginngere ad un risultalo allen-
dibile.

1l criterio che abbiamo tenuto nelle nostre ricerche, ¢ stato di non allontanarci
dalle condizioni, nelle quali si @ soliti di studiare I'azione inversiva che ha luogo nel-
I"intesting. Abbiamo quindi fatto due ordini di ricerche:

col succo enterico;
con gli infusi di mucosa enterica.

Sperimentare prima nelle condizioni normali, poscia sperimentare dopo av
eliminato i microrganismi, ecco in generale il programma che ¢& parso di dover
seguire.

g
Espericate sul suteo enterico.

na nostra idea fu quella di sperimentare sul suceo enterico cosi come Lrdvasi
entro 'intestino stesso. Prescegliemmo, a questo scopo, due maniere di preparazione ;
Pansa inlestinale isolata secondo il metodo di Vella, e 'ansa sequestrata. Come, in
queste condizioni, soddisfare al quesito, di eliminare i microrganismi e i loro prodotii;
in altri termini, come steriliszare I'ansa, senza allerarne la mucosa ? Tentammo dap-
prima il seguente processo: svoolare I ansa mereé una corrente di acqua, indi farvi
passare una soluzione leggiera di biclorara di mereurio, lavarla poi pitt d’una volta con
acqua aleoolizzata ¢ steril g 5 2 acqua slerilizzata. E quésto un
processo di disinfezione che spesso vien usalo in balleriologia. Ci era nolo inoltre che
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Ul Processo. che a noi parve perd sin dalle prime poco applicabile all’ intestino
aveva tultavia dato risultati pienamente soddisfac nelle mani di Fub e De-
Blasi, che ne usarono in una loro ricerca sul polere diastasico del succo enterico.

iy L (Cane).

Saggio di sterilizsazions dell ansa alla Vella.—In un cane operato di fistola inte-
slinale alla Vella, e guarito perfeltamente,, si saggia il potere inversivo dell’ansa di
inlesling isolala, Dopo svuotamento ¢ lavaggio dell’ansa con H,0 tiepida, ' inieltano
in essa 12 &6, di una soluzione di i i grm. 0,23 di i0; eslral-
to il liqnido dall’ ansa dopo o', vi si rinvengono mediante dosamento col liguido di
Fehling, gem, 0,0303, equivalenti cioé a cirea il quarlo del saccarosio inietlato.

Dapo alcune ore si ripete nel medesimo animale la stessa prova facendola pre-
cedere da un tentativo di sterilizzazione, come segue: 1° iniezione di 18 ce. dit una
soluzione di- sublimalo 'fy,..; 2° lavanda con soluzione allungata di alcool in acqua
sterile; 3° altea lavanda con H,0 slerile. Snbito dopo, si prendono dug innesti
ambo gli estremi del fralto intestinale con filo di platino ad ansa e 8’ inoculano di
tubi di brodo. i fa Piniezione di una soluzione di sacearosio privata di germi me-

nte fillrazione, ¢ con le dita lavale nel sublimato, si leagono forlementa comba-
ciate 1e pareti dei due estremi dell'ansa e questi
inieltala = a quella del saggio precedente. Quantit di glucosio trovata nel liquido e-
stratto parimenti dopo 10' = gr. 0,017.

N. B. Per verificare se la sterilizzazione o il lavaggio avessero distrullo oppure
esaurito nell’ansa i fermenti solubili, si @ subito dopo praticata nell’ansa medesima
un'iniezione di salda d*amido, e dopo alcani minuti si & constatala una saccarifica-
ziong lalmente intensa, da doversi ammetiere come normale il potere diastasico.

Gli innesti nel brodo fatti dal contenuto dell ansa dopo la sterilizzazione, sono
risultati positivi. Cosicché si dedusse che la sterilizzazione fosse riuscita incompleta.

Eergainesto I (Cidug).

Saggio di sterilizzazions dellansa alla Vella, @it un secondo cane.—Dopo breve la-
vanda s’iniellano nell’ansa ra cc. di una sohuzione di saccarosio al 2 ¢/, Estratto dopo
1o’ utto il liguido mediante ripetute iniezioni di acqua liepida, si trova di glucosio
grm. o012,

Si ripete poi lo stesso saggio, dopo un tentativo di slerilizzazione dellansa fatto
come sopra,, usando perd quesla volta sublimato all’ r:1000. Si lrova una quantita di
glucosio. maggiore della prima, ciok grm. o,019.
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N. B. GPinnesti’ fai dall'ansa dopo la disinfezione, anche qui sono risuliati po-
sitivi, cosicehé, di nuovo, sterilizzazione incompleta.

Come si vede, niun’altra conelusione puo trarsi daquesti esperimenti, in uno dei
quali dopo la sterilizzazione dellansa il polere inversivo & apparso di poco scemato,
mentre nell alivo esso & apparso dopo la medesima perfino anmentato, se non che sia
fallace il metodo di sterilizzazione adoperato. Cio, pare a noi, per due fatli impor-
tanli @ conoseere.

1“1l primo &, che i germi non sono complelamente uceisi. I metodo da noi se-
guito corrisponde a quello tento, con successo, da Fubini ¢ De Blasi, meno un
solo particolare: noi abbiamo sostituito all’ovatta sterilizzata, di cui i detti antori si
son serviti per oceludere i due capi dell’ansa, la pressione falta con le dita preceden-
temente disinfettate; & noto infatli, che I’ovatta bagnata (com’e naturale che sia pel
liguido intestinale), lungi dal coslituire uno schermo contro la penetrazione dei bal-
teri, ne diventa inveee un comodo veicolo. Malgrado questa precauzione ulteriore
gl innesti presi dall’ansa sono sempre stati positivi. La ragione per cui la sterilizza-
zione non si compie & facile ad intendere: il sublimato, in conlatto con le molle so-
slanze albuminoidi rimaste nell’ansa, & precipitato sotto forma di albuminati, com-
posti di poco o di dubbio yvalore antisellico; dippii, neppure in questa forma, esso
raggionge i batteriche, come abblamo pib volle osservato al.microscopio su tagli d*in-
testing tratti dalla fistola, sono impigliati profondamente nello strato denso di- muco
che copre la mucosa, Né si puo pensare a spingere I introduzione del sublimato. fing
al punto che esso rimanga in eceesso: quesla salurazione degli albuminoidi esistenti
nell'ansa sarebbe difficile a controllarsi, ¢ ei vorrebbe d’altronde lanto sublimato, e poi
tanto lavaggio con aleool ed acqua, quanto le condizioni dell’ansa non polrebbero pii
considerarsi come normali. Per questa ragione, anche, non abbiamo ereduto di usare
il sublimato addizionato di un acido, sotto la quale forma, secondo le ricerche recenti,
¢ss0 non sarebbe coagulato, né perderehbe il valore antisellico in presenza di sostanze
albumineidi *). Intanto & nolevole, in quesii nostri esperimenti, che il sublimato es-
sendo precipitalo, non abbia trascinalo seco pure Pinvertina, contrariamente a cio
che si ritiene debba succeders nei liquidi contencnii albuminoidi.

2° La disinfezione sopra desci oltre che non libera Pintestino dai gevmi,
tanto meno lo libera dai prodotii di questi, tra i quali & I' invertina (v. cap. L.); perc
ché questi, come ha notato Hoppe-Seyler, son legali in modo steaordinariaments
intimo alle masse MUCOSE.

') Laplace E., Deutsohe medic, Wochen. G Ottobre 1837,
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Senza allerarla, non & possibile dunque sterilizzare perfettamente Pansa alla
Vella. Lo stesso risultato, salvo qualche cosa di diverso riguardo al coniglio , abbiamo
ottenuto dall’ansa sequestrafa. In questa, come disinfeltante , fu usato acido fenico
al 3°/,. Ecco aleune delle molle esperienze fatle.

Eseenoupxto TIL (Cane).

Saggio di sterilizzazione dellansa sequestrata.—In un cane in piena digestione,
s'apre I'addome ¢ s'isola mediante due legalure un’ansa del tenue, lunga circa 25
cn. Viisi lascia, dopo lavatura ripeluta con acqua fenicata 3%/, una soluzione disac-

arosio 2%, per 1o'. Risollato: inversione intensissima, quasi completa,

Esvruexto IV, (Coniglio).

Id. come sapra.—Condolto come il precedente, in un coniglio (ansa sequestrata).
Risultato: inversione quasi negativa.

Negli esperimenti falti nel cane & dunque diffieile vedere se sia o pur no avwe-
nula la sterilizzazione, se il lavaggio sia compiuto perfeltamente o pur no. Quanto al
coniglio, parrebbe da queste esperimento, che fosse meno difficile sterilizzare o lavare
Pansa com’é dovere; e che in esso I'inversione del saccarosio sia legala alla presenza
di microrganismi. Perché questa differenza tra il cane e il coniglio? Ne vedremo chiara
la ragione in appresso, quando parleremo degli infusi di mucosa intestinale; per ora
basti nolare come in un animale, che digerisce abilualmente il saccarosio e nel cui
suceo enterico esiste costantemente on fermento inversivo molto abbondante, si possa
con una moderata disinfezione ¢ lavanda ridurre a minimi lermini o anche annullare
codesto fermento, pur rimanendo integra la mucosa.

Essendo, dungue, cosi difficile constatare Vinfluenza della disinfezione direlta
sull’azione inversiva del succo enterico nell’interno dell’intesting, ¢i volgemmo a ten-
tare un simile stadio sul sneco enterico estratts fuori dell organismo. Per non incor-
rere nelle solite licazioni chimiche, esclud le sostanze antisettiche ed im-

i per la sterilizzazi del suceo i i il calore e la filtrazione.

La sterilizzazione al calore fu falta secondo le norme dettate da Koeh pel siero
di sangue: esposizione nella stufa a 60° per 5-6 giorni, nn paio 0’ ore ogni giorno. I
vero da una parte che questo non ¢ un metodo che sterilizzi sicuramente in ogni
€150, Né ogni volla, perd noi abbiamo sempre controllata la sterilith dei liquidi cosi
trallati. D'altra parte, benche da alcuni antori si soslenga ehe invertina sia distrulla
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da una temperatura superiore a 50°, @ cerlo perd che nulla & ancora assodato su que-
slo punto, alivi autori credono diversamente, ¢ il Garnier ha testé pubblicalo che
il maximum d'a del fermento inversivo si manifesti verso 66" ). A ogai modo,
anche ammettendo che a Go° Pinvertina sia distrutta, gli esperimenti che abbiamo
falli con questo metado conservano tuliavia un lato istrultivo : essi mostrano ¢omo il
sueeo enterico, perdoto il potere inversivo, possa riacquistarlo sol che si permetia
I'intervento dei microrganismi.

Eseranesto V. (Cane).

Succo enferico sterilizzato al ealore. In un cane operato d’ansa alla Vella si estrae
da guesla, previa oue ipoder di pilocarpina, una discreta quantita di succo
enterico. Agginnlovi carosio ¢ messo il miscuglio nella stufa a 37°, si ha dopo

una forlissima inversione del saccarosio.

Cingue tubi conlenenli ciaseuno 2 dello slesso succo vengono solloposti al

Zone disconlinua a 6o° per 5 giorni. Dopo alcuni giorni essendo
rimasti limpidi e sterili nella stafa a 37°, meseoliamo a 4 di essi in modo aseltico 2 ce.
pier ciaseuno di una soluzione sterile di sacearosio al 29/; del 57 twbo ci serviamo
per ricercaryiPazione diastasica, che teoviamo difatti molto pronunziata. —1 primi qual-
tro, esaminati dopo 24 ore, presentansi tatti limpidi, ¢ non danno col liquido di Feh-
ling reazione di glucosio. L' invertina, vuol dire, era slata distrulla.

Quesli 4 tubi sono rimessi nella stufa, ma aperti, per vedere quanto lempo do-
po che vi saranno caduli dei germi, apparica in essil’inversione. Esame dopo 2.4 ore :
$010 quasi lutli torbidi, e presentano uno sviluppo pi o meno considerevole di mi-
crorganismi. Esame col liquido di Fehling:

1— quasi negativo
1— quantitd di glocosio apprezzabile
2 — quantild considerevoli di glucosio, ma pure diverse {ra loro.

Esrernesto VI (Canc).
Succo enterico sterilizsato mediante filtrazione. Da un cane con ansa sequestraly
ricaviamo del succo enterico , che ci assicuriamo esser privo di glucosio, e ne filtriamo
una porzione al filtro Chamberland. Indi facciamo 3 serie di wbi

@) 2 ¢on suceo enterico fltrato e saccarosio sterilizzalo,—e chiusi con ovatla;

') L. Garnier, Ferments ef fermentations, 1888, p. 18.
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&) 2 i, id. come sopra, — e aperli;
€} 2 con succo enlerico non filtralo e saccarosio come sopra, — ¢ aperti.
Tutli a 57°.— Dopo 24 o
a) in ot due forte inversione;
B i, id, id-;
«¢J inversione pill intensa che in a) e b).

si trova:

1l primo di questi esperimenti dimostra coms sia facile far vicuperare, mediante
lo sviluppo di microrganismi, il potere inversivo ad un succo enterico che I'abbia
perduto. Dal secondo esperimento risulla, che havvi nel sueco enterico del eane una
virli inversiva, la quale si esplica nel succo, cosi fuori come dentro Pintestino, ed
anche quando il sueeo & privato di germi mediante la filtrazione. Cosicché, il fer-
mento inversivo del succo intestinale continua per qualche lempo ad agire, cosi lon-
tano dalla mucosa, come lontano dai germi. Non i tralla dunque, nell'inversione,
di- up’azione esercitata diretlamente o dai germi o dalla mueosa, ma o uno di que-
sti due fattori, o tutti due, agiseono mediante un loro prodotto solubile. Da chi & pro-
priamente segregato fale prodotto?

Sebbene i risultati di queste ricerche sul succo enlerico sieno, nella maggior parte,
tali da far risallare la grande potenza dei microrganismi come produllori di invertina,
pure non sarebbe dalle medesime escluso, ehe la mucosa inteslinale possa concor-
rere alla trasformazione del saccarosio in zucchero intervertito. Percio, noi abbiamo
rivollo le nostre indagini ulteriori direttamente sulla mueosa intestinale.

g2t
Esperienze sugli infasi di mncosa enterica.

Gli infusi di mucosa enterica hanno sul suceco enterico il vanlaggio, che sono pra-
licabili anche in animali, i quali, come il coniglio, non si prestano a dave una suffi-
ciente quantita di succo, vantaggio assai apprezzabile, nel caso nostro, poiché ci ha
permesso di controllare i risultati ollenuli in noa specie con quelli ollennti in un’al-
tra specie di animali.

La questione, che si presenta per gli infusi, & la stessa che pel succo: eliminati,
ciog, i germi e i prodolti di essi, vedere s I'azione inversiva persista. Ci siamo imb:
luli su questo terreno in una breve serie di tentalivi sperimentali, che hanno abboz-
zalo codesto concello, e che apparlengono a Braun ¢ Héron, Roberts, e Bour-
quelot; lentalivi ai quali Bourquelol, nel 1884, ha dalo la forma di un’ espe-
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rienza. Noi prendiamo le mosse da quest’esperienza, polehé la scienza & rimasia ne-
gli ultimi anni, in tale argomento, sotto I’ impressi he Bourquelot le ha dal
esperienza che, se ha additato una nuova via di ricerche, ha perd portato con
molte e gravi sorgenti di ervori.

Bourguelot teneva digiuno un eoniglio per 24 ore, gli dava poi un pasto co-
pioso @ dopo 23’ lo ammazzava; n’estraeva quindi un’ansa del lenue e, lavatala
bene, melleva a macerare la mucosa in acqua distillala (non dice a che Lemperatural,
onde & lecito credere che operasse a lemperatura dell ambiente), dopo di che fil-
frava una parle dell’infuso insieme con sacearosio pel filiro Klebs-Tiegel (di ar-
gilla), aggiungeva del sacearosio anche alla parte non filtrata, e melteva le due por-
zioni a 37°. Egli ebbe a constatare che, dopo z4 ore, mentré nel non fillrato ve-
rificavasi sempre una nolovele inversione, nel filtrato invece il saccarosio rimanesa
inalleralo,, se non costantemente, nella massima parte dei casi.

Era dunque da atlribuirsi eselusivamente ai balteri I'inversione che ha luogo nel-
Iintestino? Tale & la conclusione che Bourquelol desume dalla sua esperienza; se-
nonché, tra importanza di ruella e Fentita di questa, gid si vede, esisle nna sen-
sibile sproporzione. L'esperienza di Bourquelol sul coniglio & essa inallaccabile ?
Ed @ la medesima applicabile per altri animali? Ecco le domande che ei stamo rivolte;
ma, prima; abbiamo credoto di dover ripetere quell’ esperienza nelle medesime con-
dizioni in eui fu falta dal suo autore.

Espexiuexto VIL (Coniglio).

Esperienza di Bourquelot sul condglio. Ad un coniglio digiunante da 24 ore si
da un pasto generoso, & dopo 25, isolata un’ansa dal rimanente Lenue, si lava fino a
che il liquido di lavaggio non presenta reazione di glucosio; indi si fa un infuso del-
la mucosa in H'O distillata, e si lascia un’ora alla temperatura dell ambiente (17 g
naio). L’infuso vien diviso in 2 parti, Puna si filtra al fltro Chamberland, 1'altra
no. Mescolate queste due parli a sacearosio slerile, la prima in modo asellico, ven-
gono divise rispettivamente in 3 tubi, dei quali si pongono
L0 oganno di quesli tubi & accompagnato , per eontrollo, da

uno a z4° s 3
i un tubo di saccarosio sterilizzato.

uno all’ ambiente
Dopo circa 24 ore si lrova:

il sacearosio di controllo (L0l i tubi) — inaltcrato;

I'infuso non filtrato (tutti i tubi) — con mollo glucosio;

Pinfuso filtrato (tofti i tubi) — con sacearosio inalierato.
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In aliri esperimenti simili abbiamo talvolta riscontralo anche noi nel fllralo, un
inizio " inversione. Dunque Pesperienza di Bonrquelol, date quelle condizioni,
solutamente allendibile. Ma era essa esente da errori? Per accerlarcene, ecco
come abbiamo proceduto. Di guelle condizioni abbiamo allora mutato una, prolun-
gando in altri esperimenti la macerazione della mucosa per pin ore, invece che per
un’ ora sola. B logico supporre, che se il fermento inversive provenisse dai germi in-
testinali, una duorata maggiore dell’infuso non dovrebbe alterare il risultato dell’ e-
sperienza di Bourquelol; e se esso invece provenisse dalla mucosa, una macera-
zione prolungata di questa non potrebbe che facilitarne Pestrazione.

Eseripsznto VIIL (Coniglio).

Infuso di mueosa di coniglio,, come neld esperimento precedente, in H'O, per 1 ora,
24 010, epm Come sopra, un: pauc si fltea I'allra no, e ad entrambe s* agginnge il
Te d*ineak a circa 28°; darata dell’incubazione 2o ore.
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Prolungando dunque la dorata delPinfuso, il risultato cambia




del sacearosio anche nel fillrato , e questa inversione aumenta in ragione direlta del-
la durata dell’infuso. Cio, mentre non lrova spiegazione nell’ordine delle idee di
Bourquelot, farebbe d*altra parte-credere ad nn’estrazione lenta dell’ invertina dalla
mucosa. Ma questo risultalo non & costante, poiché in aleuni infusi filtrati, dopo 24
are il @ rimaslo inalterato; inoltre, I’ i che s oltiene nel filtrato &
sempre, a paritd di condizioni, minore ehie nel non filtrato: essa deve quindi dipen-
dere, almeno in parte, da una causa accidentale ed estranea alla mucosa stessa, In
questi infusi alla Bourquelot, fati senza misure antiseltiche e alla temperatura del-
Pambiente, tale causa, come ¢ facile riconoscere, & rappresentata dallintervento
dei mier ismi. Questi, e fal i germi inversivi, o che derivino dall in-
lestino stesso, o che slieno nei recipienti, o ehe capitino dall’aria, trovano nellin-
fuso di mocosa i i come di in seguilo, un llente terreno di
coltura, ¢ quindi vi iluppano, segregando invertina. Si capisce allora come 1
quantith di zucehero intervertito sia proporzionale, beninteso in cerl iti (stabiliti
dall’inizio della successiva fermentazione del glucosio), alla durata dell’infuso; é pa-
turale inoltre che il non fltralo superi snmpn pu- potenza inversiva il filtralo, dap-
poiché quande in questo i germi vengono eli n la fillrazione, rimangona an-
cora allro tempo in quello; infine, & chiaro che 'intervento di tale cansa essendo
accidentale, in altri casi puo esser minimo, in aleuni nullo, ¢ cosi si spiegheroble
I"incostanza dei risultali, che col metodo di Bourquelot si sono ottenuti da lui stes-
s0 ¢ da noi.

Intanto, noleremo qui di passaggio, che la putcefazione, o meglio I'intervento
di aleuni germi della putrefazione, nen i disce in questi infusi I' it dol-
I'inversione batterica: questa 8¢ trovata regolarmente nelP infuso d’intestino di co-
niglio al 4° giorno (esperim. VII), che all’odore appariva in preda a fermentazione
putrida inten:

Le nosire osservazioni, dunque, sulla tecnica adoperata da Bou rquelot nelle
sue ricerche, mostrano com’essa dia adito ad una grave cansa di errore , qual’é Fin-
lervento e lo sviluppo dei microrganismi inversivi nei liquidi su’quali si sperimenta,
E @’altronde, i risullali oltenuli con quei processi @’ indagine sarebbero essi appli-
cabili ad allri animali, oltre il coniglio? Noi abbiamo sperimentato con essi sul cane:
il risultato & stalo ben diverso da quello che s’era oltenuto nel coniglio. Eceo qual-
che esperienza:

Sacletd d¢* XL~ Tom. VIL— Serie I, — Moo 2.
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Eseguiignco [X. (Canc).

Infuso di mucosn infestinale di cane secondo il melodo descritlo innanzi, per ¢ ora.
Incubazione a 28" per 20 ore:

a)fillrato. . . . . . . . . . forteinversione;
0) non fillrato

Esezenanyro X, (Gans).
Infuso di mucosa intestinale come sopra, per 4 ora, 24 ore, ¢ pii. Incubazione a
287 per 28 ore,

Infuso dopo 1 ora:

a) non filtrato.. . . . A . forte inversione;
b) fleato . . o+ o+ s . fracce notevoli,

Infuso dopo 24 ore:

ajfileate . . . . . . . . . forleioversione;
b) filtrato . . PR o . o medig i,

Infuso dopo 48 ore:

ajnon filtrato . . . . gluocosio gr. o,0325 per tubo;
BJ:fllkrako 2 BRI ERSG T » » 0,005 » B

Nel cane, anche con I'infuso di mucosa duralo 1 ora, ha luogo di solito nel
filfrato, una pidt o meno intensa inversione: il metodo di Bourquelot, adunque
condurrebbe qui ad una conelusione opposta a quella eh’egli ha enunciata pel coni-

Auche qui, del resto, 1" azione inversiva aumenta con la durata della macerazic
ne; il non filtrato & sempre, a pariti di condizioni, pit invertente del Glirato; e la
comparsa e I'intensith di questi fenomeni appaiono sempre solto il dominio di una
causa aceidentale, come & Pintervento e lo sviluppo dei microrganismi dell’aria.

Cid posto, noi ci troviamo, dopo questi esperimenti, ancora d'innanzi al que-
sito: @ tutla 'invertina, trovata negli infusi di mucosa inleslinale, di origine batlerica
o pur no?
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In una seconda serie di ricerche, ¢ stato nostro intendimento di escludere asso-
lutamente I intervento dei germi, fin da che si metfe a macerare la mucosa infestinale
¢ per tutta la dwrata della macerazione. Si vipara cosi, con I'a psi dellinfuso, al
principale errore commesso da Bourguelot; il resto dell’esperimento rimane lo s|
s0. Da prima abbiamo ricorso alle sostanze antiseltiche, dando la preferenza all’acido
fenico: invece, cioé, di fare I'infuso della mucosa intestinale in acqua distillata, lo si
fa in acqua fenicata al 3 ", L'acido fenico non distrugge, & vero, rapidamente, i
germi, ma ne paralizza certo rapidaments le fanzioni e lo sviluppo; ed esso ¢i é sem-
brato preferibile ad alire sostanze, perché la sua acidita @ lale da non inverlire per
sé che ben poco di sacearosio ¢ mollo lentamente (d*alironde si son sempre lenuli
per controllo dei tubi testimoni, con soluzione di saccarosio ed acido fenico); inoltre
e3¢0 non altera I'inversina, né impaceia la reazione del glucosio col liguido di Feh-
ling (v. Cap. L.).

 Esrmaiewro XL (Canc).

Infuso di niucosa intestinale in BO fenicata al 3°/.; durata dellinfuso 1 ora. —
11 resto come negli allri esperimenti : incubazione dei tubi a 37° per 18 ore:
w) filtrato —inversione lieve;
b non filrato: » lieve.
N. B.— Gli innesti fatti, dopo 18 ore, tanto del filtrato, quanta del non filiraio ,
sono rimasti sterili.

Esprxinento XI1. (Cans),

Infuso di mucosa intestinale di cane diretfaviente in una soluzione di saccarosio
[enicata ( sacearosio-a °/,, acido fenico 3 /).

Dopo 24 ore a25-30°, 1)

Risullato — inversione media.

Egegriupsto X111, (Comiglic).

Infuso di mucosa intestinale, come nell’ esperimento X1,
) fillralo— inversione o,
b non filtrato »  id.
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wests XIV. (Coniglio).

Infust di mucosa intestinale come nell'esperimento X1,

Risultalo — tracee d’inversione.

Da queste esperienze risulla che, malgrado la disinfezione degli infusi, trovasi
dell’invertina in questi, gid dopo una breve mace ne della mueosa: Essa manea
il piit delle volla nel coniglio, o, quando vi si lrova, ¢ minima; pel cane, invece, rag-
giunge quasi sempre proporzioni considerevoli. La flirazione a traverso il grés non
ha apparentemente influenza di sorta su lale risultato, come si pud giudicare para-
gonando tra loro gli infusi che furono filtrati con quelli che non furono fllrati. L'in-
verlina lo atlraversa, quando ¢’ é: é queslo il caso degli infusi di mucosa inlestinale
di cane. Il non trovarne ¢he poca o punto nell’infuso filtrato di mucosa inlestinale di
coniglio, & un falte peculiare a questo animale: poea o puato se ne ofiene egualmente
dal non filrato, quando s’ impedisce in questo Pintervento dei germi durante la ma-
cerazione. Laonde, le esperienze di Bonrquelot, di Roberts, e di quanti hanno
adolato. in simili ricerche il solo metodo della fillrazione , sono viziate da due errori
cardinali: primo, di fondarsi sopra i risultali ottenuti nel coniglio, il guale non con-
tiene nella sua mucosa intestinale normalmente che poca o punto inversina; secon-
do, di altribuire la mancanza d*invertina negl'infusi filirati, cioé eporati dai germi,
all'effollo della sterilizzazione, non badando d’altra parte a cio che la presenza di molla
inverlina constalala negli infusi non filirati e fatti senza cautele antisettiche, cioé
nvasi da microrganismi estranei, fosse dosuto semplicemente allo sviluppo di
«questi. Essi hanno, in alli termini, seambialo per effello del loro metodo di ricerca
un errore di interpretazione, — la diversita tra il filtrato ed il non filirato; e dato va-
lore di legge generale ad un fatto isolato,—1"assenza o la grande esiguitd dell’inver-
lina nella mucosa enterica del coniglio.

Le esperienze come furons condotte da noi — antisepsi degli infosi, con o:sen-
#a suecessiva filtrazione dei medesimi e ricerca su spesie di animali differenti — su-
tang, per lanto, tre questioni:

1" Nella disinfezione di liquidi e di tessuti organici col mezzo di agenti chi-
mici, quand’anche si proceda il pid eautamente possibile, possone aver luogo tali
e lante trasformazioni, che resta sempre un po’ di margine al dubbio so’risullati ehe
si oltengono. 2° La filtcazione per terre porose, allorché si tratta di filirare det fer-
menti solubili contenuti in liquidi piit o meno ricchi di corpi figurali, & stata fatta se-
guo di attacehi da aleunt autori, ¢ testé il Dastre ha sostenuto che a traverso le can-
dele del filtro Chamberland, Iinvertina qualehe volta non passa, alcune altre volte
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non passa che in parte. 3* Come spiegare i risultati oltenati sul cane, lanto discordi
da quelli oltenuti sul coniglio? .

Quanto alla 2* questione, cioé ai dubbi concepiti da alcuni autori sul passaggio
dellinvertina a teaverso il filtro, noi ¢i siamo convinli che tali dubbi sieno esagera
se non infondati a dirittura, — sempre perd, che si adoperino candele non mollo
usate. Altrove (v. Cap. IL) & slalo riferilo un esperimento,, che dimostra il passag-
io completo dell’ inverlina pel filtro Chamberland, esperimento che spesse volte
abbiamo ripetato per Ia bonta delle nostre candele. A ogni modo, noi non
abbiamo voluto fondarci esclusivamente sopra un melodo, il cui valore & sembrato
disculibile su questo punto, sia pure a torto. E, nell’esperienze che seguono, 1o ab-
biamo eliminato.

Parimente, ¢i premeva di climinare il metodo della disinfezione deglinfusi me-
diante agenli chimici per ovviare a’ dubbi espressi nella 1* questione. Quale allro
melodo poleva sostituire e controllare i due anzidelli, soddisfacendo alla condizione
voluta, quella di impedire Pintervento e lo syiluppo di germi neglinfusi?

Ci & sembrato, a guesto scopo di poter fare assegnamento sull'uso delle basse
temperature inorno allo o avvalendoel di un principio importante stabilito dal Da-
stre, che Pinvertina agisce perfeltamente bene a of e anche a lemperature inferiori
a o, principio che noi abbiamo verificalo a nostra volla e confermalo pienamente.
La noslra allenzione & slala lanlo pid richiamala sulle ricerche del Dastre, in qu;
toehé il Dastre riporta incidentalmente nel suo lavoro sui ferments epatici un espe-
rimento sull’infuse di mucosa enterica di coniglio, fallo appunto a bassa temperatu-
ra, dal quale risnlterebhe provata in quella mucosa la presenza abbondanlissima di
un fermento inversiva indipendende dali’infervento dei germi. La contraddizione, che
in quest’osservazione si rileva di fronte a quella di Bourquelot e dialiri, non & che
un esempio delle tante, di eui lo studio di questo difficile argomento & stato semina-
1o. Abbiamo, quindi, fatto una terza serie di esperienze, con infusi di mueosa ente-
rica a bassa & (1 P

di Dastre, non solo sul coni-
glio ma anche sul cane.

Esexmcexto XY. (Coniglic).
nfis di macoss entacion di conligh a bassa temperatars.
Ucciso un coniglio, si prende immediatamente un’ansa del lenue;, 1a si svaola

sollo un gello &’ acqua, e di nuovo dopo averla aperta si lava in acqua a o—1°; in-
di se ne fa infuso in acqua parimente rafireddata, il quale infuso si pone in una stufa
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a ghiaceio mantenuta alla temperatura di o— 1% Dopo cirea zo ore I'infuso & saggia-

10, e lo si trova esenle di glucosio; si aggiunge allora una soluzione di saccarosio
precedentemente roffreddata, e il tulto si ripone in ghiac

ia . Dopo allre due ore si
esamina I'infuse col liquido di Fehling ¢ col metodo di Boetiger
Risullalo negativo,

Bersunzro XVL (Coniglio).

1. coine sogra in soluzlane i saccorcalo,

Presa un’ansa del tenue da un coniglio appena uceiso, e lavatala diligentemente
£0n acqua a o — 1% se ne i
si liene nella ghiaccinia.

infuso in una soluzione di saccarosio raffreddata, che
Dopo 12 ore — glue

io o.
Indi si porta I"infuso in una stufa a circa 307, @ si trova:
Dopo 12 ore — grande quantitd di glucosio

Esventuzxto XVIL. (Coniglio neonatc),

1. come sopra in wn coulglio nesnals.

Infuso, come sopra, della mucosa intestinale di un cmunlm neonalo da 11 gior-
i. Dopo'12 ore di ione nella ghiaceiaia con

Risultato segativo.

Tenuto indi I

Risultato negafivo.

nfuso a §7° per 24 ore:

N. B. Quest'infuso presentava una reazione fortemente acida.

Espesmexro XVIIL (Cane).
14, coma sopra, sul cans.

Utciso un cane, da un’ansa del tenne, che si lava come sopra , si asporta con
rasoio la mucosa, ¢ 'infuso di questa in aequa raffreddata si liene in’ ghiaceiaia per
cirea 20 ore; si aggiunge quindi la soluzione di saccarosio, dopo aver saggialo I'in-
fuso e trovalolo esente di ghicosio, e si saggia dopo altre z ore

Risultato — discreta quantitd di glucosio.
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Eseentuexto XIX. (Cane).

. come sopea sul cane.

Infuso; come sopra, della mucosa intestinale di un cane (non spingends mollo
innauzi il lavaggio, e sempre abradendo la muocosa con rasoio). fuso in H'O,
dopo 12 ore, riduceva leggermente il liguido di Fehling, pel glucosio rimasto nel-
I'ansa. Lo stesso infuso con aggiunzione di saccarosio dava, dopo 2 ore, una ridu-
ziong molto piit abbondaite, ma non troppo considereyole.

Eseentapsro XX, (Cang).
1. ceme sopra sul eane.

Da un cane ammazzato di recente, si asporta un tratto di ansa del lenue; que-
sla & lavala con un gewto d’acqua, aperla o fssala immedialamente sopra ung tavo-
lelta. Quivi & spennellata con un soluzione di carbonalo sedico per seiogliere il muco,
indi lavata con-acqua fenicata al 3%, anche col pennello, per distraggere i germi ove
ve ne fossero rimasti, ¢ messa in infusione nella ghiacoiaia. Saggiato Finfuso dopo
12 ore, non si trova glucosio; ¢ saggialolo dopo altre 2 ore, si frova:

Grande quantiti di glucosio.

Anche, dunque, col método delle basse lemperatore, le quali impediscono 1o
sviluppo dei germi senza alterare il fermento inversivo, la mucosa. intestinale di co-
niglio non da nell’infuso che poce o punto inverlina. Le nosire numerose esperienze,
di.cui non abblamo riferite che poche;, sono concordi su questo punto. Esse sono in
armonia con quelle di Bourquelot e Roberls sul medesimo animale, sebbene que-
sti antori dessero al falto un’ inferp fone erronea; solo Idice a questo risul-
lalo I'unico esperimento del Dastre falto sul coniglio col melodo delle temperatuie
basse. Sebhene la grande fama di gperimentatore dell’ illustre fisiologo francese ne im-
ponga, innanzi perd alla mole concorde degli esperimenti nostri e al risultato, mala-
mente interpretalo, ma incontestabile; oltenuto gia da Bourquelol ¢ Roberts, noi
siamo costretli a credere che qualeuna delle tante cause di errori possibili in queste
ricerche siasi infilirata nell’ esperienza del Dastre.

Pel cane, d'altra parte, abbiamo vedulo ripetersi, col metodo dell’agghiacciamen-
to dell’infuso di mucosa enterica, la prova delia presenza nella mucosa stessa di un
fermento inversivo. La. quantiti di tale fermento fu trovala variabile, ma esso non




mancd quasi mai, salvo rare eccezioni. E nolisi, che una straordinaria quantild se ne
rinvenne in un caso (Esperim. XX, in cui si volle da noi spennellare la mucosa en-
terica ¢ lavarla abbondamente con un una leggiera soluzione di carbonalo sodico,
prima di fare infuso, onde sciogliere e portar via il muco che per avventura viade-
risse, E proprio alla mucosa, quindi, che bisogna ascrivere I'inversione che s’ ottiene
dagli infusi di mucosa enlerica del cane.

Cosicché, dalla triplice serie di esperienze che abbiamo eseguite — infusi filtrati,
infusi disinfellali con antisel . infusi sterilizzali lemporaneamente con I'azione del
freddo — & risultalo un fallo costante: la mucosa inteslinale del cane ha potere
versivo; la mucosa intestinale del coniglio non ne ha che searso. Se a quesle espe-
rienze si rannoda nn’altra, gid riferita innanzi (v. erim. IV.), in cui I'ansa seque-
strala di coniglio dopo Ia disinfezione non si dimosiro che poco o niente alta a in-
verlire il sacearosio, menire np’ansa di cane parimenti (rattala (esperim. 1IL) era
capace di produrre inlensa inversione, ne viene ad essere maggiormente ribadita
Papparente diversita delle due mucose rispetlo all*azione inversiva,

Or come si spiega colesta discrepanza tra due animali, dei quali si sa, che
trambi egualmente digeriscono lo zucchero di canna, trasformandolo in glucosio e
levolosio mediante il loro succo enterico? B questa la lerza questione che, come ab-
biamo aceennalo, sorge dalle nostre ricerche; nelle quali Faver ollenuto due risul-
tali in apparenza diversi, @ slato fortuna, poiche Puno ¢i & servito ad illuminarei sul-
Paltro, i cosi da rvazioni onil o dalle false interpretazioni che ne
sono la conseguenza inevitabile,

Quanto al coniglio , la conclusione & facile & trarsi. Poiché la mucosa enlerica non
ha polere inversivo, e poiché d'altra parte un’intensa azione inversiva I'ha il succo
enlerico, non resta che a riconoscere la causa di questo fenomeno nella presenza doi

i i Miriadi di micr ismi esistono, come hanno dimostrato recenti la-
vari (v. Capit. L} nel succo enterico; e incalcolabile & (ra essiil numero di quelli che
hanno la proprieta di segregare invertina, Quesli germi fuversivi ne elaborano con-
tinuamente, quasi fosse un prodolto ordinario del loro sviluppo; né & bisogno a
tale nopo di un terreno di coltura io: cio & di dalle col-
tore di germi simili falle in lerreni privi assolutamente di saccarosio, dove quindi tale
produzione non pud avere il valore di una secrezione temporanea provocata dal mezzo
alimentare. Similmente nell’intestino, ¢on lo sviluppo enorme di microrganismi che
vi si verifica, deve andare di pari passo una produzione considerevole e continua di
invertina. — Allo scopo di meglio chiarire questa questione, abbiamo voluto con-
statare se la presenza del sacearosio nell’intestino provocasse da parte dei germi una
maggiore produzione dinverting; ed abbiamo fatto ed esposto’ all'aria: degli infusi di




mucosa enterica di coniglio in acqua zuecherata, ¢ altri acqua semplice, poiché
la mucosa intestinale del coniglio, pur non producendo da sé inverting, & perd un
ollimo terreno di coltura pe’ germi inve Ecco I'esperimento:

Rsremexro XXI. (Coniglia).

Su di un coniglio s'islitniscono i seguenti saggi:
a) Infuso di un peso determinato di mocosa intestinale in una quantita slabi-
lita di acqua distillata;
) Infuso di peso eguale di mucosa in nna egoale quantita di soluzione di sne-

carosio.

Dopo 24 ore si dosa il glncosio prodotlosi nell’infuso b, ¢ si lrova che ne con-
fiene 0,230 p. 100, Quindi si agginnge a witi due gli infusi un eguale quantita di sac-
carosio ¢ dopo 12 ore si dosa il glucosio per entrambi.

@) ne conliene gr. o,320 per 100;
s 3 3 0315 3 3

La presenza del saccarosio pare dunque che non abbia influenza , nell intestino,
sulla produzione del fermento inversivo; ma questo fermento vi & formato continua-
mente, gerisca sacearosio 0 pur no.

Ora & natorale domandarsi: perehé lo stesso non avverrebbe pel cane? come mai
Pinversione del saccarosio sarebbe affidata a due meceanismi differenti, Ti allazione
dei mierorganismi, qui all* azione delle glandole della mucosa? Iimodo netto col quale
si pud sorprendere nel coniglio il segreto di quesla imporlante funzione digestiva,
fa pensare che medesimamente avvenga nel cane, ma che in questo sia solo pin dif-
ficile sorprendere il fenomeno nella sua nellezza.

A noi venne in mente, perlanto, ona ipatesi: che, ciog, Iinvertina che si rin-
viene negli infusi di mucosa enterica di cane, fosse essa pure di origine halls
vale a dire che la mucosa se ne impregnerebbe di continuo a misura che i germi in-
testinali la fabbricano. Quest ipotesi non sembrava infondata. In totte le esperienze
noi fatle sopra infusi, abbi ) i i, @ non i prodotti solubili
ohe i germi avessera per avventura svolli precedentemente ; né, nel nostro caso, ave-
vamio modo di farlo: tra questi prodolli v era, appunto, Vinvertina, Questipotesi. del-
impregnazione spiegherebbe come, in uno stesso animale, si ricavi tante volte piu
invertina da aleoni tralti della mucosa, meno da altri, ¢ punto da qualeuno; mentre
codesta variabilild ed incostanza mal s’accorda con Pipolesi di una secrezione fisio-
Jogica delle glandole. Si spiegherebbe del pari perché si rinyiene invertina nell’ in-
fuso di mucosa enterica del eane, in cvi la mucosa é molto spessa, mentre non sc ne
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rinviene ordinariamente nell’infuso di mucosa enterica di coniglio, nel quale la mu-
sa, essendo assai sollile, s'inzappa di poca invertina, e quel poco & portato via fa-
cilmente col lavaggio cui & soltoposta I'ansa prima della macerazione. $i spieghereh-
bero infine i casi eccezionali, in cui non si rinviene punto invertina nella mucosa en-
terica del eane, mentre se ne lrova un po” in quella del coniglio.

Ma, tuttoché tale ipotesi sembrasse per queste ragioni plausibile, nof abbiamo cer-
calo di dare ad essa la sanzione dello esperimento. Noi abbiamao pensato the, sela no-
shra ipolesi fosse vera, I' lazione entro nn’ansa i i il un ani-
male vivo, di una grande quantitd @’invertina oltenuta da cullura di- germi inversivi
avrebbe dovalo determinare nella mucosa di quellansa unimpregoazione @ inver-
lina assai maggiore di quella che si sarebbe poluto riscontrare in uraltra ansa si-
mile lenuta per controllo. La ripetizione coslante di tale fallo avrebbe, poi, dato a
questa esperienza il valore di una dimostrazione sicura. Ecco come abbiamo pro-
ceduto.

Rsperitenro XXIL (Cane).

In un cane tenuto a pasto d'ossa per 3 giorni, si apre addome e si estrag
un’ansa dellintestino tepue. L'ansa, lunga cirea 4o cm., @ isolata mediante due le-
gature dal resto dell intestino, poi lavala con aequa da un capo all'altea, a traverso
due piccole aperture praticatevi (fino a che seompare ogai reazione di glucosio), in-
line strozzata niel mezzo da una terza legatura, per modo che ne risultano due anse
sequestrate di part lunghezza.

In una di essa si inielta acqua distillata, nell"altra un infuso acquoso di una col-
tura di lievito di birea (il cui polere inversivo fo precedentemente saggiato e trovato
Torlissimo), indi si ricacciano nell’addome dell’animale ancora vivo, ove si lasciano
slare per due ore.

Dopo 2 ore tulle due le anse sono estratte ¢ asporiate, ¢ lavale con acqua a
o-1". Abrase quindi col rasoio p. eg. di mucosa dall’ una e dall’altra, se ne fa rispet-
tivamente infuso in HO fredda, e si pongono gPinfusi nella ghiac . Dopo 8 are si
aggiungono agli infusi p. eg. di sacearosio. Risultato ottenuto, dopo alte due ore,
mediante dosamento:

L'infuso di mucosa dell*ansa, cui fu inoeulato invertina,, ha invertilo circa il dop-
pio di sacearosio, che I'altro infaso di controllo.

Altre parcechie esperienze simili, che per brevith non riferiamo, ¢i hanno dato
come intensita dell’inversione, per Pansa cui fu inoculato invertina, di fronte all'ansa
eui fu inoculato aequa, ora il doppio, ora pitt del doppio. B evidente, quindi, che la
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mucosa intestinale ha la proprieta di fissare I'inverting, che & fabbricata in gran co-

, inoltre, che in questa impregnasione o fissazione sia

vera proprietd fisiologica, che allre mucose non la posseggono. Noi ah-

biamo difalli ripetolo la medesima esperienza per la mucosa dello slomaco: premel-

liamo ¢he la mucosa gastriea, come: dimosiversmo nel capitolo seguente, non cor-
liene mai inverlina.

Espzxnienro XXIIL, (Carte).

In un cane digiuno da 24 ore, leghiamo il piloro, ¢, mediante una fistola esofa-

, laviamo 1o slomaco, fino a che scompare in esso ogni lraceia di glucosio. lno-
culiamo allora nello slomaco per la stessa Ostola esofagea Pinfuso acquoso di una
coltura di liesito di birra (avente forlo polere inversiva); ¢ legato anche I esofago, si

lascia stare per 1 ora,

Poi, ucciso P animale, si apre lo stomaco, lo si lava (come si ¢ usalo per I'inte-
slino) e si fa con la mucosa un infuso in acqua fredda, che si pone nella ghiaceiai
Dopo 12 ore si aggiunge il saccarosio; dopo due ore si saggia:

Risultato — glucosio 8.

N. B. Prima di procedere all'infuso si & preso un po’ del liquide rimasto nella sto-
maco, lo si & anito al io, ¢ lenolo in ghiacciaia per 1z ore:

Risaltato— glucosio 8.

Or hene, il risultalo ¢ stalo ben diverso che per la mucosa enterica. Non si ¢ lro-
vato: punlo invertina nell’infuso della mucosa gastrica, e neppur pit se ne é trovata
nel liguido rimasto nello stomaco. Evidentemente, I invertina éra totla stata assorbila
o allerata, senza che la mugosa ne serbasse lraccia.

Nell'intestino, invece, Pinvertina prodolta dai microrganismi viene fissata. dalla
mucosa, la quale ha acquistata una simile proprietd, come & probabile, in forza del-
I'adallamenlo. Non avviene per tal modo, come dovrebbe, un passaggio conlinuo
& invertina nel lorrente circolatorio, ed & cosi evitalo 1o spreco di un faltore lanlo ne-

cessario alla digestione.
.

Fermento inversivo nello stomaco.

E tullora questionabile, come §'& visto nel Cap. I, se nello stomaco abbia luo-
go una digestione dello zucchero di conna o pur no. Aleuni autori, e sono i piu,
opinano per I'affermativa (Harley, Bouchardal e Sandras, Kuhne, Leube,
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Longet, Bourquelol, ee per la negativa (Bernard, Frerichs, Blond-
lot, Landois, Maly, ece.). E trai primi, che ammettono I'inversione nello stoma-
co, & nolevole poi il disaccordo che regna sul modo. di spiegare tale fenomeno ; pe-
rocehe la maggior parte I"alivibuiscone direllamente all’acido che si trova nel suceo
gaslrico, menire altri ne fanno una speciale funzione del muco gastrico, ed allw
ling ne riconoscono la causa cosi come per I'intesting, nella presenza del fermento
inversivo (v. Cap. L). Ma nelle ragioni e negli esperimenti di tulli, sia di queli
che ammetlono una lale azione, sia di quelli che la negano, & mancato fnora tanto
di luce per discernece dove stia I'errore, e dove la v = cerla cosa & sollanto, che
molto di erroneo v'ha da essere in silfalie ricerche, e ben difficile ha da essera il
compilo d’indagarne le cause; sicché, nello stato attaale della questione, si pud
dire che essa sia avvolla nel buco pit fitto.

Noi ¢i siamo avventurati nello studio di quest’argomento,, difficile per sé e reso
ancor pin formidabile dalle tante contraddizioni di ziali nenti, quando gia
per le ricerche analoghe sull*intestino eravamo sufficientements edolti delle difficol-
ta da superare, deghi errori da evitare; dei mezzi Cindagine da mellere in opera.
Cosi abbiamo potulo recare in lale controversia una luee, che a noi é sembrala ba-
stevole per giudica 2 ingerenza dello stomaco nella digestione del saccaro-
si0, @ per spiegare le contraddiziont ¢ gli errori allri

Anzilallo; non ¥era in riguardo al sueco gastrico un punto di parlenza per le
noslee ricerche cosi chiaro e posilivo, come v’ era slalo pel suceo enlerico: la presen
za, cloé, nel succo gastrico di microrganismi capaci di segregare inversina. In gene-
rale, Ia presenza di germi vitali in dello succo, & stala sempre aMmessa con riser
Ia questione poi di sapere se dei germi vi potessero aver piena vila, sviluppandosi ed
esercilando le loro funzioni, fu risoluta sempre negativamente, e non s*é rifatla viva
che solo in questi ullimi tempi. Nei lavori di Mitller, Miller e di De Bary si parla
infatti di alenni germi, che si trovano nello stomaco, e che paro non sieno disturbati
nelle loro fonzioni dalle condizioni sfavorevoli del sueco gastrico, quale in primo luogo
T"acidit. Ma, in mezzo ad essi, non ve n'é descritto aleuno che fosse dotato di po-
tere inversivo; e si tralta in fondo di poche speeie che hanno scarso syiluppo. Sia
mo, in ogni modo, ben lontani dalla condizione dell’intesting,, ove la vegela
questi minimi e raggiunge proporzioni prodigiose.

Cir posto — ta, ciod, I'ipolesi che nello stomaco si formi nell*invertina
batterica — siamo andali oltre ad indagare se altra inverlina vi si formi, di origine
glandolare; o se la causa dell’inversione nello slomaco sia rappreseniata non da un
fermento, ma da un agente chimico, gli acidi liberi; oppure se, in rapporto con I as-
senza d'invertina batlerica, manchi in realta nello stomaco ogoi fenomeno d’inver-
sione.

in-
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Abbiamo precedulo anche qui, come per Iintestino, sperimentando in due ma-
col suceo gastrico, entro e fuorl 1o stomaco, ¢ con gi'infusi di mucosa. Co-
minciamo da questi ultimi. %

Eapsrineeati 0 gl infusi di mucoss gastriea.

I metodi tenuti per questi infusi sono stati simili a quelli usati per glinfusi di
0sa enterica. Lo scopo di questa prima serie di ricerchie ¢ssendo quello 'in

tre maniere diverse, come per Pintestino: o con la fillrazione, o con la disinfeziane
mediante I'acido fenico, o con la disinfezione mediante congelamento.

Esearmgxto L (Coniglio).

5i ammazza un coniglio. Lavala bene ka mucosa gas! o laglinzzatals

H,0 alla lemperatura dell’ambiente (1o Febbraio) :

@) Infuso per 1 ora. ludi si filtra una porzione dell’infoso pel fillro Chamber-
land, si agginnge eguale quantiti di saccarosio a quantitd eguali i infuso fltrato o
di non fillrato, e st tengono i lubi per pia giorni a 25” Risullalo negative, in lalli i
tubi, tanto pel filtrato, quanto pel non filcato ;

) Infuso per 24 ore. 1l resto come sopra. Risnllato s ente negalivs.

¢/ Infuso per 48 ove. Il reslo come sopra. Risullalo negativa.

d) Infuso per 4 giorni. 1d. come sopra. Risullato negativo. In questo saggio
glinfusi farono trovali putrefalli; ma cio non monta,, perocehé infasi di mucosa in-

imilmente putrefatti hanno prodotlo Pinversione.

Barsurmsro 11, (Cane).

L’esperimento. precedente & ripelulo egualmente per la mucosa gasirica di ca-
ne. — 1l risul & s menti negative; non si & avalo neppure la pit piccola
inversione del saccarosio.

Bareriisto ILL (Cane).

Alla filtrazione, usala nei due esperimenti precedenti, si sostituisee in questo
Iaddizione di acido fenico negli infusi, nella proporzione del 3 %7,
11 risuliato & stato pure assolulaménle negative.
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Rsvgnaamrn IV, (Cavia).

Si ammazza una cavia, ¢ siripelono su gli infusi di mucosa gastrica di questo
animale gli esperimenti come si son falli innanzi pel coniglio ¢ pel cane.
Nessuna i

Eseznmusto V. (Coniglio).

Ucciso un coniglio nate da pochi giorni, si fanno infusi della mucosa gastrica in
ghiacciaia, con le medesime norme descrille nel capitolo precedente per la mucosa
enterica.

Risullato negativo.

I id. dopo che lo slesso infuso & stato porlato per 24 ore nella
stofa a 37"

N. B. Quest'infuso presentava, lanto dopo il primo, quanto dopo il secondo sag-

gio, reazione acida intensa.

Bersniesto VI (Cavia).

Infuso di mucosa gastrica di cavia H,0 addizionata di saccaresio al 5%,. 1
tubi si espongono alla temperatura di cirea 25-30"

Risultato negative anche dopo parecehi giorni.

Al 4° glorno s'inpesta in aleuni di quesli tbi, contenenti I'infuso misto a sacea-
rosio, un frammento di coltura del lievilo di birra in gelalina,

Risullato, dopo altri 3 giorni, anche negalivo. La reazione di questi infusi era
discrelamente acida.

Risulta da questi esperimenti, nel modo pifi chiaro e concorde che sia possibile,
che la mucosa gastrica del cane, del coniglio e della cavia, presa da questi animali
nelle condizioni pit svariate del loro lubo digerente, non conliene wias fermento inver-
sivo o qualsiasi aliro principio capace d'inverlire lo zncehero di canna. Anzi, sebhe-
ne, I'infuso di mucosa gastrica avesse presentato pin volte, non sempre, una s|
cala, e lalora eziandio forle reazione acida, il sacearosio & rimasto anche allora im-
mulalo; segno evidente che I'acido non era di tal nalura, o non trovasi in lali con-
dizioni, da poterne produrre I'inversione, V?ha di piit: non solo la mucosa gastrica

non conliene inverlina, ma essa rapp nn substrato
per Patlecehimento del germi inversivi. In infusi, difalli, esposti all’aria anche per




s
mollissimi giorni, e nei gnali avvennero ioni cospicue di mi ismi, sia
che in essi la reazione fosse acida o che diventasse alcalina, non s’ ebbe mai a con-
stalare presenza d' inverlina ballerica. 11 saccarosio rimase , in (ki i casi, inal-
teralo.
Dopo ¢id, riesce a dirittura incomprensibile un’alfermazione del Dastre conle-
ta nel lavoro piti volte in questa memoria. Dastre aviebbe constatato, che tra
infusi‘di vari organi mescolati con saccarosio, I'énfuso di mucosa gastrica sarebbe
quello che fornisce I'inversione maggiore ¢ pin rapida, falmente rapida, da aversi gid
dopo 2-4 ore! Risnllato cosi contradittorio con quelli ollenuli costantemente da noi, ¢
cosi d'altra parte sfornito di particolari circa la leenica impiegala dallautore, che a
noi sembra legittimo un dubbio, — dubbio buono fors’anche a spiegare i parecchi
altri punti discutibili di quel lavoro —: 8" & egli messo, il Das tre, al riparo da tutte
quelle eause d’errori a-cui si presia facilmente la natura di siffalle ricerche .e che noi
abbiamo largamente discusse in priocipio? Come ha egli conservalo il sacearosio, di
cui fece uso nelle sne ricerche? Era esso cerlamente privo di glucosio, &, cosi es-
sendo, non ebbe poi a venirne inquinato nel corso e per gli aceidenti delle manipo-
lazioni? — 1l silenzio serbato dall’illustve fisiologo francese su questi particolari tanto
importanti, i autorizea a ritenere che il glucosio da lui trovato negl’ infusi di mucosa
gaslirica, dove noi non mai veruna i ione del io, non debba.
ascriversi a questa causa, sibbene ad allre cause uscenli dalle condizioni vere del-
Fesperimento.
Ora poiché la mucosa gasirica non segrega fermento inversivo, anzi non per-
ette che negli infusi ne venga neppur fabbricato dai balteri, che vi si svilappano, &
evidente che se havvi inversione del saccarosio nello slomaco, come fu affermato da
tanti autori, la causa di questo fenomeno non potrebbe esser ricercata alirove che
nel succo gasirico.

Esperiente sul suoen gastien.

Le esperienze furono fatte sia col succo gastrico estratto dallo slomaco a traver-
s0 Ia fistola gastrica, sia con I'introduzione diretta del saccarosio entro lo sloamaca del-
I"animale vivo. Ecco la teonica operaliva nsata da noi in queste ricerche. Per avere a
nostra disposizione del sncco gastrico fisiologico, ci slamo avvalsi di eani, ai quali
era slata parecchi giorni innanzi praticata la fistola dello stomaco, e che erano pl!r--
fellamenle guariti. Si raccoglieva il succo dalla fistola; in alcuni casi, per averne a
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sufficienza, siamo ricorsi all’espediente di stimolare la mucosa gastrica mediante un
pasto d”ossa somminisirato pochi minuti prima all'animale; oppure,, per evilate la pi
senza di- molli albuminoidi nel sueco, abbiamo stimolata la mucosa con una mediocre
corrente eletivica,, introducende a traverso lu istola un reoforo della pila; in aliri
perd, "¢ raceolto il succo ehe seorreva spontaneamente. Quanto all'iniezione di
del sacoarosio nello stomaco, noi I abbiamo praticata o a traverso la fistola ga
medesima, oppure improvvisando una fistola esofagea, ed introdueendo in questa u
sonda, il cui capo superiore veniva fissato alle pareti dell’ esofago, e I'estremo infe-
rigre pescava nello stomaco. — Precauzione importante sopra totle le altre in simili
indagini ¢, logicamente, quella di eliminare dallo stomaco Wilto il glucosio che per
avventura vi si possa lrovare al momento dell’ esperimento, o che vi s possa andare
formando durante P esperimento slesso per una causa diversa da quella rappresentata
dall'inversione del saccarosio. A preseindere da quest’ullima sorgente, la presenza
di glucosio nel contenulo gasirico potrebbe risalire a due canse: da una parte v'ha
il glucosio che & ingerilo come tale, dallaltra ¥*ha quello svolgentesi gradatamente
per I"azione sacearificante della saliva che conlinua ad esercitarsi nello stomaco sul-
I"amido cotto. Per eliminare quindi queste ed alire simili ragioni di equivoeo, si @ o
duto utile, dai fisiologi che hanno prima di noi sperimentato sul medesimo argo-
mento, che 1"animale stia digiuno per 24 ore prima che da esso s’allinga il sueeo g;
strico. Noi ci siamo uniformali, in una prima serie di ricerche, a codesto precelto; ma
non tardiamo a richiamare Pattenzione di ehi legge, sul fallo, che abbiamo in seguilo
dovato modificare tale precelto radicalmente, poiché abbiamo in esso trovata la ri-
gione precipua delle tante contraddizioni e dei molli errori commessi.

Alle manovre operative ‘anzidette, ne abbiamo poi aggiunte altre pii speciali,
allo scopo di cimentare, secondo i casi, questo o quel metodo di ricerca impiegato
dai diversi autori che si sono occupati della questione. Cosi, per controllare le espe-
rienze di Longel e di quanti altri hanno altribuite alPacide del suceo gastrico la virli
d'invertire il saccarosio, noi abbiamo fallo, parallelamente a quelle, aleune altre espe-
rienze, nelle quali si nentralizzava il suceo gastrico (entro o fuori lo slomaco) e poi
lo si faceva agire sullo zucchero di canna, L'alcalescenza cosi prodolta serviva anche
a far luce sull'opinione di coloro ¢hie, per contrario, vollero vedere nel muco, & pro-
habilmente nel cangiamento di reazione del conlenuto gastrico, da acida in alcaling,
la ragione di un’inversione transitoria del sacearosio, come quella che essi ebbero
a constatare nello stomaco. Inolire, poiché non sono mancali antori che ammisero
nel succo gastrico la presenza di fermento inversivo, ei siamo anche noi occupal
medesimi melodi esposti innanzi a proposito dell’inversione nell'intestino, di ques|
terza ragione invocata in sostegno della funzione inversiva dello slomaco; tltoche
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Pesistenza di un’inverlina glandolare fosse pin che improbabile, poiché noi non ne
abbiamo trovato punto neghi infusi della mus gastrica, e I'esistenza di un'inver-
tina batterica fosse a dirittora impossibile, poiché non ha luogo nello stomaco una
vegetazione di microrganis Infine si é voluto da noi sperimentare, con me-
todo pure innanzi discusso, se il succo gasirico, sia alealinizzato, sia acido, rappre-
senti da sé un terreno di coltura adatto o pur no allo sviluppo di quei germi, ehe son
capaci di segregare inverlina.

Ecco, ora, gli esperimenti.

Espsinuexto VIL (Cang).

Saggio de) potere inversive del suceo gabisico sell'interno deflo siomsco.

Si opera estemporaneamente di Oslola esofagea un cane, digiono da 24 ore; o
mediante una sonda s’introduce nello stomaco, dopo aver constalalo che non v'é
glucosio ¢ che la reazione del succo & acida, una cerla quar di soluzione di sac-
carosio al 2 % Dopo 10 sl estrae per la sonda stessa una prima frazione del li-
quida, e questa d, col reattivo di Fehling una notevole reazione di glucosio; nn
saggio simile si ripete di 10in to minuti, e si ha sempre una reazione gradatamente
piit intensa, la quale perd dopo 50° non va pit innanzi, — Facendo bollire allora il
liquido rimasto nello stomaco con acido selforico (1: 1000, si & nolala una ulleriore
inversione,, segno che non tutto il sacearosio era stalo inverlito. Non essendosi falli
saggi dosimetrici precisi, non si polé stabilive se il sacearosio rimasto immatato fosse
poco o molto, o se per avyventura fosse tallo quello che s'era inietiato.

Espeniaexro VIIL (Cane)

Saggio dol poters invarsive dal suceo Eastrico nellfoterno dello stomaco, previa nlealinizzasione.

In un cane con fistola gasirica permanente, lenulo digiuno per 24 ore, si lega
il piloro ¢ I'esofago in alto; dopo di che, a teaverso la fistola, si alealinizza lie
mente il conlenulo gasirico con una soluzione di earbonato sodico. $'inietta quindi
nna soluzione di saccarosio, e la si saggia di 1o in 1o mine
si saggia pure ka reazione, chesi procara di mantener sempre alealing, Fin dal 17 s
gio (dopo 10) si comingia a trovare del glucosio, che aumenta gradalamente fino
a 4o dopo; quando, saggiata la reazione, si lrova acida, e la quanlilh di glucosio
rimang stazionaria.

Socterd e’ XL — Tom. VIL — Sarie Il —




=17
Eseamncexro IX. (Canc).
Saggin ol potese inversivo del susco gasirien fuari dollo sicmace
Si raceoglie una eerta quantitd di succo gastrico dalia fistoly gasirica perma-
nenite d*un cane, dopo averlo tenuto a digiuno per 24 ore, € previo un pasto & ossa
dato pochi minuti avanti. i dispongono le seguenti serie di tubi
=TT (ol

QUASTITA DI ZUCOHERD
CONDIZIONT DRLL ESPRRIN Lo

| dopo 24 ora | dopo 48 ore

‘ | | |
|
filtrato4-zacearosio sterilizrato  —inbi ap I o
Sweogmatrico | > » —tubi ehiust >
% |
fion fltrato-t-sucenrosio sterilizzato—tubi apertt >
| ik s —tubi ahiust aissitt
[Blkrato--saccarosio sterilizaato  —tubi aporti | 0
gl e » —tabi chiust'| 2|
ditratot i lizzato—tubi m,,ni I o7
Hteier » —tubi chiusi | | ‘

Repianiento X. (Cang).

‘Sagio del potero inversivo el sucen astrico fiord dally staniaco

Mediante la corrente elellrica si raccoglie del succo gastrico da un cane con fi-
slola gastrica permanente, dapo averlo ténuto-diginno per 24 ore. Saggialo tale succo
non di reazione di glucosio. Esso contiene un po’ di muco, ma é acido. Dopo filtra-
1o per carla, ne distribuiamo tre porzioni uguali in altrettanti tubi, ognona di 3 cc.

a) Suceo gastrico acido 4 sacearosio sterilizzato ;
bj Suceo gaslrico acido +- saccarosio sk +- acido fenico 3 %/ ;
¢j Sueco gastrico neulralizzalo -+ saccarosio s,
Temperatura dell’ambiente (10-12°%). Esame col liquido di Fehling:
Dopo 24 018. « . . . . « & o < Aullinegalivi.

Si espongono allora i detti tubi alla temperatura i 57° per altre 24 ore. Esame
COme SOpra:

a) Suceo gastrico acido con saccarosio . . . . . positivo
B » » -+ acido fenico. . . . . megativo
¢} Suceo gastrico nentralizzato + saccarosio . . . »
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Espaniugyto XL (Cans).

Sagiho dol aueps gastrico eom ferrens i coltmra pel germal inmertivi,

Si raccoglie del suceo gastrico dalla fistola gastrica permanente di un cane tenulo
diginno 24 ore. B acido. Lo si disiibuisce in 4 Wbi sterilizzati o si sterilizza a 6o
per 5 giorni consecutivi, 1=z ore per ogni giorno. Dopo di che si meseola inmodo
asellico. con una: solnzione di saccarosio sterilizzala, ¢ si laseiano z tubi aperti ¢ 2
chitsi con ovalla, lulli a 37%

Risultato, dopo =z giorni, col liquido di

Fehling:

adubiapertic o . .o.ou o reazione positiva forle
o lubo chinso: © uouoGo » debole
0D EIINSD AT o e e reazione negative

Panendo attenzione agli esperimenti riferiti quassi, & evidents che molle que-
slioni riguardanti la funzione inversiva atlribuita al succo gasirico, sono dai mede=
simi risolute nelizmente ; ed altre, che hanno richiesto ulleriori ricerche, sono perd
poste sollo una lnce conveniente,

Tra le questioni nettamente risolute, vi son quelle relative all’azione dall’ acido
a del muco del suceo gastrieo, nel fallo dell’inversione, ed alla presenza di ferments
anversivo nelle stomaco.

1." Sulla voluta presenza di fermento inversivo nello stomace, Risulla chiaramente
che nello stomaco: non esiste fermento inversivo di sorta, né di provenienza glando-
lare, né di batterica. Cio & provato inelatlabilmente dal fatto, che in quante espe-
vignze abblamo eseguile eon suceo gaslico esteallo dallo stomaca , alealinizzato o pur
no; filicato 0 non filtrato, non s'ebbe mai a constatare neppure Ja menoma inversio-
ne del saccarosio se non dopo 24 ore e piil; anzi, in quelle flteato, P inversion
mancd sempre. Se inverlina vi fosse mai stala nel succo gastrico, poichs & nota Ja
: rapidita della sua azione, il saccarasio avrebbe dovlo essere invertilo a capo di
pochi minuti; e poiché: d'altronde & noto che Pinvertina fillra a traverso le terre po-
rose, si sarebbe dovuto constatare rapida inversione anche nel filtrato, Per copse-
rono, evidentemente, guegli- autori, che ammisero nel snceo gastrico il
fermento inversivo. Questo, come non trovasi negl’ infusi di mucosa dello stomace,
¢0si non si rinviene neanche nel succo gastrico.

2." Sull'azione dell’ acido dal succo gasirico rispetio all’ingersione del saccarosio.
Con gli esperimenti sopra riferili, e con altri che seguiranno; noi abbiamo portato
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in questa questione un contributo di osservazioni, le quali dimostrano con assoluta
orlezza che I'acido del sueco gastrica non ha aleun potere inversivo sullo succhero di
canna. Fin da che Longel feee la sua fondamentale esperienza—messo dol sacearosio
con succo gastrico in un tubo, € in un altro twho con uns piecola quantita di acido
cloridrico, verificossi in entrambi i tubi dopo pochi minuti a 37° una notevole iu-
versione—la qu ne fu pregindicala e prevalse presso una buona parte di fisiologi
I opinione, che versione (el saccarosio avvenisse in parte nello stomaco; ehe ivi
fosse prodofta dall’acidita del sneeo gasirico, & che tale acidita fosse data al suseo
gastrico dall’acido cloridrico. Fu per lal mado si grande 1! imporlanza aceordata al-
I'esperimento di Longet, che di esso aleuni autori si son fatti un’ arma nella que-
stione tanto dibatiuta, e tullora non decisa, circa la natura dell’aciditi del succo ga-
strico. Perlanto le nostre ricerche i come 1I' i di
Longet fosse illnsoria. Noi non avemmo inversione di sora anche nello spazio di
piti giorni, moltissime volte in cui il sueco gastrico presentava una spiccata reazione
acida; e per contrario I'avemmo parecchie volle, con suceo gaslrico neutralizzalo,
dentro & fuori lo stomaco. Evidentemente nell'esperienza di Longel ha dovulo in-
sinnarsi qualcuna delle cause d'ervore da noi discusse: o, per esempio, il sueco ga-
strica non era per st esente di glucosio, oppure di glugasio era inquinato il sacearo-
sio adoperato.

In base al risullato da noi ollenuto, sorge naturalmente una domanda che da
parecehio tempo si rivolgono fisiologi ¢ patologi: Da che dipende I aciditi del suceo
gaslrico ? Noi vediamo che bastano poche gocee di un acido minerale forte per in-
vertire rapidamente grandi quantith di saccarosio; ora, poiehd il snceo gasitico non
vale ad invertire il sacearosio in virtil del suo acido, dovrehbesi conchiudere che
non esiste nello stomaco né acido cloridrico, né aleun altro acido minerale libero.
Senza voler approfondire lale questione, che esce dalla cerchia del nostro lavoro, noi
¢i limitiamo 2 constatare come appaia pii probabile, dopo cio, Iopinione di coloro
i quali hanno supposto che acido minerale non trovisi libero nel succo gastrico , ma
in qualche combinazione ancora ignola.

3.2 Sull’ azione del muco gasirico rispetto. all’ inversione del saccarosio. E a
Kithné principalmente che si deve la teoria, che, nell inyersione: del saccarosio
dentro lo slomaco, entri in ginoco una funzione del muco gasirico. Parocehe egli
vide la Wrasformazione in glueosio avvenire tanto piit rapidamente quanto pia ricea di
mueo era la mucosa gastrica, e tanto pil abbondante quanto piu zuechero 8'intro-
duceva; ed osseryd inoltre,, che nel catarri gaslrici I'inversione avveniva pit presio
del solito. Nella quale opinione bisogna distinguere due fatti: I'inversione non pud
addebilarsi ad opera del mueo come tale, poiché questo quand’ é puro, non mosira




potere. inversivo solo pud prendersi in considerazione il fatto, che per la presenza
eceessiva di mueo, la reazione del contenulo gastrico mulisi in alealina, onde questo di-
venlerebbe un sostrate meno sfavorevole per la formazione di invertina ballerica,
o risulta dai nostri esperimenti, che Ialcalescenza del sueco gaslrico &
inconstante, come acidita ; e che quindi I" inversione os-
atasi talvolta non pud legitimamente esser messa in rapporto con la reazione al-
calina,, pini che non possa esserlo con la reazione acida. Noi non inlendiamo con cio
negare che, patologicamele, nei eatwri dello slomaco acuti e cronici, Ialealinity
permanents possa mulare in esso I'ambiente micrabico per modo che vi si produca
delPinvertina batterica; ma ¢ certo ¢he, in condizioni fisiologichie, ¢id non succede
ed & chiaro ad ogni modo che non entra in ginoco in questo fenomeno un fattore
speciale, il muco gastrico, ma un fallore gid noto, i germi inversivi, i quali, com-
parirebbero in iscena per condizioni transitorie ed anormali.

Del resto, I'alealescenza del succo gasirico non & condizione indispensabile per
Paltecchimento eventuale di microrganismi inversivi, Anche quando si esponga per
wollo tempo all’ aria un succo gastrico acido insieme con sacearosio (v. esperim. XI)
st pud avere la trasformazione di questo in zucchero riducente , notandosi un infor-
bidamento del liquido che & dovuto a s¥iluppo di germi. Tra i germi inversivi, difatti
v'ha di quelli ¢he possono vivere anche in un mezzo acido, ad esempio tanle muffe
& laluni fermenti: sicehe il suceo gastrico non ¢, per sé stesso, un terreno di coltura
per siffalti esseri, cosi disadatto, com'd Pinfuso di mucosa gastrica. Non pertanto,
entro 1o stomaco, havvi un complesso di condizioni difficili a valutare ¢sattamente ,
per cui & positivo che I'ambiente gastrico non si-presta alla produzione di invertina
hallerica. Ma niente viela supporre che, transiloriamenle , per ragioni anormali non
sempre apprezzabili, @ pur conservandosi acida la reazione del sueco gastrico, possa
il medesimo prestarsi alla vegetazione di taluni germi inversivi entro lo stomaco, cost
come non vi si nega al difuori.

Assodato in tal modo quello ¢he di eerto risulta dagli esperimenti riferili innanzi,
vediamo ¢id che rimane ancora dubbio. Nel fondo di quelli esperimenti rovasi una
grande contraddizione: quando s*introduce il sacearosio nello stomaco, gia dopo po-
chi minuti comineia a notarsi la formazione di zuechero riducente; quando invece il
saccarosio si pone in contalto ol suceo gasirico fuori dello stomaeo, pur operando a
temperatura di eirca 38°, o addirittura non si verifica inversione, o non si verifica che
dopo un giorno, due e anche pii. La conlraddizione diventa lanlo piii grave, se si
pensi che la mucosa gastrica ¢ assolutamente estranea ad ogoi azione inversiva, co-
me abbiamo dimostralo innanzi. Or se né la mucosa gastrica, né il succo gastrico
hanno in sé la virtie di trasformare il sacearosio in zuechero intervertito, com'é che
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questa trasformazione. potrebbe aver lnogo nello stomaco? In tali termini, la. questio-
ne s impose vivamente al nostro pensiero. Noi non dissimulammo a noi medesimi, in
presenza di risultali tanto contradittorii, ehe una qualche cansa d° errore aveya dovato
vigiare, in quesla parte, la teonica delle nosire ricerche.

Un barlume di luge a questo proposito ¢i venne dato di colpire nella eircostan:
che abbiamo nolato negli esperimenti VIL e VIIL; che, cioé, quanda il saccarosio viene
introdollo nello stomaco di un cane digiunante da 24 ore, o si va a saggiare il liguide
residuale dopo che Pinversione 8¢ arrestata, si constata che il liquida contiene, an-
cora del saccarosio immulato. Un aliro addentellato alla nostra indagine ce lo forni
un’ esservazione, che ¢i capito di fare per caso: da un cang operato di fistola gastri-
ca, dal quale, una volla ¢i apprestammo ad ollenere del succo gaslrico puro, dopa
averlo tenuto al solito digiune per 24 ore, non fu possibile averne senza che yi fos-
sero mischiati dei frammenti di pane, timasti nello stomaco ad onta del diginno ¢
malgrado un lavaggio ripetulo. Esaminando insieme questi due falli, sorgeva legitli-
mo il sospetlo, che il glucosio eonstatato negli esperimenti precdenti potesse prove-
nire non gia dal saccarosio introdolto, ma dalla sacearificazione ulteriore dei residui
di pane o di alire sostanze amilacee rimasi nello stomaco; onde esaurili tali residoi,
cessava poi la formazione di glucosio, mentre Ia presenza del saccarosio polevasi ai-
cora constatare, In altri termini ci parve di scorgere ehe la prafica di sperimentare sul
suceo gastrico dopo aver lenulo I'animale digiuna per 24 org, fosse insufliciente a.ra
giungere lo seopo volulo, quello eioé di liberare lo stomaco dalle sostanze capaci di
essera rasformate in glucosio; dappoiché residui di codeste sostanze. posson Tima-
nere naseosti per lungo tempo in mezzo alle pliche della mucosa, doye, in s
allo stimolo dall’ ione dek (stimolo che delermina la

alut di saliva ) subirebbera la ificazione nel momento delP esperienza,
ingenerande cosi I equivoeo ehe si vuole appunio evilare.

Laonde, per metlere alla prova dei fatti codesto sospello, noi facémmo una se-
conda serie di esperienze sul succo gaslico , modificandone il procedimento in cié
che a noi parve yolnerabile, Gli animali da ¢ per le esperienze furono tenuli a
regime rigoroso di sole asse per 3-4 giorni , indi falti digionare un giorno. In questo
modo , menire s climinasa assolulamente la presenza di soslanze sacearificabili, si
procurava dall’altra la secrezione di nn suceo gasirico acido abbondante.

Esprnnesto XIL (Cane).

Da un cane con fistola gasirica permanente, tennto a pasto di ossa per 4 giorni
@ pol digiuno un giorno, si esirae del suceo gasirico, ehe si rova fortemente agido.
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Lo si unisce in vari tubi con una soluzione concentrata
tubi in una stfa a 38°,

Risultato dopo un'ora, Glucosio o.

K. B. Tralasciamo di riferire 1 resullati ¢he s*otieangono dopo un lempo maggiore;
esst sono simill a quelli riportali nella serie preszdente ¢ non hanno importanza per
la funzione inversiva del succo gastrico, poiche entra allora in campo un fallore esl
neo, Pintervento dei microrganismi dell’arin. Difatti, quando il suceo gastrico ¢ pri-
vato di germi, pud conservarsi i i in conlalto col sacearosio senza pro-
durne Pinversione. D'altrande, sia il fermento inversivo, sia I'acido, sia aliro agenie
fisiologico, qualunque i questi fattori dovrebbe, analogamente agli altri fattori delia
digestione gasivica, esercitare Ia sua azione in breve tempo.

accarosio, @ si pongono i

Tsreenuesro XITL (Canc).

Si ripete in un altro cane, traltato come quello delPespericnza precedente, Pos-
trazione del sueco gastrico mediante la corrente elelirica. Reazione fufensanents aci-
da. Si divide in due parli, una delle quali si netralizza con carbonato sodieo, ¢ si ag-
ginnge in taite due il saccarosio. Dopo un’ora di permanenza nella stufa a 287

Glucosio o,
in tutle due Ie porzioni

Eseenntesro XIV. (Cine).

Si prepara un cane munite di fistola gastrica permanente, nel modo che s'é
detto innanzi (pasto di ossa 4 giorni, digiuno un giorno). Saggialo il succo gastrico ,
trovasi acidissimo. A traverso la fistola, ”introduce nello stomace una soluzione con-
centrata di saecarosio, ¢ la si saggiadi 1o in 1o m. per lo spazie di un’ ora col liqnido
di Fehling. Resullato di tutti i saggi, costantemente:

Glucosio o,

Si trova il sacearasip immulato nello stomaco,

Esrennmss XV. (Cane).

Si ripete I’ esperimento precedente in un cane preparalo allo stesso modo , se non
che si neutralizza prima il conlenuto g rhonato di soda. Indi 8" introduce
nello stomaco la soluzione di sacearosio, che viene estratla ¢ saggi:
un’ora; ad ogni volta si saggia pure la reazions, e, occorrendo, si ripristing la neu-
tralizzazione.

Risultato dell’ esame per tulli i saggi: Glucasio o.

sirico con

di 1o i 10’ per
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sinzszo XVL (Cane).

Si ammazza un cane, dopo averlo tenulo a pasto d’ossa per 3 giorni. Si asporta
To stomaco con un tratto d'esofago, ¢ lo si svuota completamente. Quindi si lega il
piloro, e, dopo avere iniettato nello stomaco una forte soluzione di saccarosio per
Pesofago, si lega anche questo. Si pone cosi lo stomaco nella stufa a 37°-38°, ove si
lascia stare per un’ora, dopo di che si saggia un po’ del liquido contenuto in esso.

Risuliato, Glucosio o.

Si porta allora, dopo averlo nuovamente legato, nella stufa a ghiaceio, dove si
lascia per cirea 20 ore. 3

Risultato, Glucosio o,

1l saccarosio @ rimas
con P'acido solforico.

Adunque, né nel succo gastiico, fuori dell”organisma, né dentro lo stomaco, al-
calinizzato o non, avviens mai la ben che menoma inversione del saccarosio; il che puo
dimostrarsi agevolmente, quando si laveri con wn succo, o conenula gastrico, privato
rigorosamente dé ogni residuo di sostanze saccarificabili.

In tal modo, vengono ad essere spiegate le gsservazioni contradditorie, che si
sono accumulate intorno all’azione inversiva del snceo gasirico; per cui, chi I"ha at-
tribuita all*acidita, chi per contrario all’alealescenza prodotta dal muco, chi infine
alla prasenza di fermento inversivo. La veritd & che il suceo gasirico non ha, in real-
ta, aleun potere &*invertire il sacearosio. Coloro che riconobbero un simile potere,
evidentemente, han preso shaglio: essi hanno scambiato, nelle loro esperienze, il
glucosio provenients dalla saccarificazione dei residui amilacei incomplolamente eli-
minali dallo stomaco, per glucosio derivante dall’ inversione del saccarosio; quando
pure non P'ebbero da fare ¢on zuechero di canna gidinquinato, o inguinantesi via via,
di glueosio. &

Dalle nostre ricerche vien fuori una hase sperimentalé, altretianto solida quando
chiara, in forza della quale & pienamente provata la completa mancanza di funzione
parte del sueco gastrico. Cosi, nella digestione del saccarosio, concor-
tralti del tubo digerente, dov ste una vegetazione di microrganismi
luppo di germi, inversione copiosa di sacea-
rosio; nello stomaco invece, assenza di germi inve in piena vegelazione, funzione
inversiva assente. Onde, scmbra maggiormente confermata il concelto, che non esista
allro fermento inversivo, se non quello fabbricato dai batlerii; e che la digestione del
sacearosio nell’ organismo animale, sia una funzione esclusiva dei microrganismi, i
«quali vivono da saprofili nelPinterno del tubo intestinale.

nmutato, come dimosira anche la contraprova che si fa

inversiva




Fermento inversivo nel fegato.

La presenza di un fermento segregato dalle cellule epatiche e capace invertire
il saccarosio non: & ammessa dalla maggioranza dei fisiologi, i quali per lo piii passano
sotto silenzio questo argomento. Naturalmente bisogna lasciare da parte queghi autori
che, parlando di fermenti epatici, confondono il fermento glucosico, capace cioé di
trasformare il glucogeno in zucchero d'uva, col fermento inversivo. Dastre cila fra
questi Henninger e ricorda che alri invece ammellono recisamenle il fermento in-
versivo nel fegato, p. e. il Beaunis. Ma questi, almeno per quanto appare dalla sua
opera di fisiologia (2* ed. 1881) parla sempre di fermento epatico glucosico e non ac-
cenna a fermenta 0.

Sempre secondo Dastre, sarebbe riuscilo al Gayon di conslalare la presenza
del fermento inversive ng fegali presi al macello. E proprio il Dastre che con alenni
snof lavori pit antichi ¢ con uno recentissimo (v. loc. ¢it.) ha inteso dimostrare I’ esi-
stenza nn’invertina nel fegato, nolando espressamente ch'egli considera questo
fermento come segregalo proprio dalle cellule epatiche. 11 lavoro del Dasire venne
@ nostra conoscenza quando eravamo. gia presso a chindere la serie delle nostre ri
cerche, ma per I importanza dell’argomento e per la giusla fama di esallo osservatore
che gode I'A. noi credemmo fosse nostro dovere controllare gli esperimenti. institoiti
dal Dagtre. Analizzeremo dunque in prima questo lavoro, per quanto riguarda la
questione del fermento inversivo epatico.

L'A. slabilisce (esp. XIV e XV), ¢he il fermenlo inversivo separato dal lievito di
birra e dalla mucosa intestinale di coniglio (?) agisee mollo bene sul saccarosio anche
ad una temperatura di o0 piit bassa assai (—40°). Congelando un pezzo di intestino
e facendo poi agire Pintestino ghiaceiato sol saccarosio raffreddato, inversione ¢ ad-
dirittura colossale.

Riconoscinto questo fatlo imporlante, Dastre applica al fegato il metodo da lui
seguito per I'intestino (v. cap. 111), perd pratica prima il lavaggio del fegalo per la
della vena porta, volendo eliminare due cause di errore, cioé: 1° la possibilitd che il
{egato contenga fermento inversivo won proprio, ma arrecatovi dal sangue della vena
porla; 2% i retare. come glucosio p i dall’inversione guello che il fe-

galo contiene normalmente.
Adunque egli lava molio leggermente un fegato per eliminare il sangue, e dopo
cingue minuti unisce un pezzo di questo fegato ad una soluzione di saccarosio nella
Societd de” XL —Tom, VIL — Serie L — N.° 2. '
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ghiacciaja. Conslatarche v & p imo zuechero, ed aggiunge: « noi abbiamo lrovato,
nondimeno, che il saccarosio era invertito ».

Noliamo, di passaggio, che, nell’ esporre questi suoi esperimenti, il Dastre cosi
cosclenzioso osservatore, non riesce sempre mollo chiaro, forse per soverchio amore
di brevitd, e trascnra qualche volta indicazioni tali, che a lui saranno sembrate oziose,
ma nol ritenghiamo necessarie per dare un'idea esalta di un esperimento. Ad ogoi
modo noi interpretiamo 1’ esperienza del Dastre qui riferita, nel senso ch’egli abbia
saggiato il lignido di macerazione nell’ alto che lo poneva nella ghiaccioja, e po inun.
secondo saggio abbia constatatocheil sacoarosio era invertito. Ma certo Dastre aveebbe
fatto bene ad indicarecome hafatto a convincersi cheil sacearosio adoperato erainvertito
i tlto o in gran parte. Cerlamente, il riscontrare nel secondo saggio una molto mag-
gior quantita di glacosio che nel primo, non significa nulla, potendo traltarsi di glucosio
contenuto ancora nel parenchima epatico ¢ non allontanato col leggerissimo lavag-
gio p Nella ghiacciaja la ione del hima continua senza dubbio
& pud compiersi I estrazione di altro glucosio che si rivela quindi al secondo saggio.

Che lavando « trés légérement » il fegato, non se ne allontani tutto il glucosio, a
noi sembra naturalissimo. Lo slesso Dastre analizzando il meseuglio nel metierlo a
raflreddare dice, che il ¥ a trés peu de suere ». 8 intende: Poco dopo il lavaggio, il
uido di macerazione mon pud contenere che pochissimo zuechero, ma lasciando
questo stesso liquido a contatto del fegalo per aliro tempo, esso polri caricarsi ancora
di altro glucosio rimasto nel parenchima epalico.

D'alira parte, pud benissimo accadere che con un lavaggio anche moderato,
tutto il glucosio sia eliminalo dal fegato: quando anche non si sia falto propriamente
il lavaggio iniettando acqua salata nella vena porta, ma si sia lavato semplicemento
un piecolo pezzo di fegato sollo un filo d'acqua (v. pid innanzi). Con altri suoi espe-
rimenti (XVI, XVII) Dastre si convince ehe lavando prima moderatamente il fegato
a bassa lolo ¢ lasci: per 48 ore (esp. 16) in con-
tallo col saccarosio si ha una energica riduzione dei sali rameici. Anche lasciando un
po’ di fegato sminuzzato nell’ acqua fredda per 8 ore (XVIIL esp.) ¢ poi meseolando (¥)
I'infuso filtrato con sacearosio ¢ lasciandolo per sei ore nella stufa a 40°, risulta ehe il
sacearosio @ parzialmenle invertito,

Dunque, operando a bassa temperatura, per impedire la moltiplicazione dei ger-
mi, senza perd arrestare I'azione del fermento inversivo, secondo Dasire, tanto una
massa di fegato tagliuzzato, quanto I'infuso ottenuto da essa sono capaci d'invertire
il sacearosio.

Imprendendo a controllare le ricerche del Dastre su questo importante argo-
mento, noi abbiamo proceduto un po* diversamente da lul.

P (10—=2),
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Non abbiamo creduto necessario il lavaggio epatico, mediante soluzione di Nall
injetata dalla vena porta, perché allre esperienze gid praticate da noi, allo scopo di
constatare il fermento inversivo nel fegato, ci avevano dato risullati negativi. Ora &
chiaro che, innanzi ad un risultato negativo, non era il caso di preoccuparsi del fer-
mento inversivo che,la vena porta avrebbe potuto trasportare al fegalo. Se avessimo
avulo risullati positivi, i saremmo fatto un dovere di praticare il lavaggio per elimi-
nare questa causa rrore, ¢ quindi ¢i riserbammo di eseguire questa operazione pre-
ventiva in up’ ultima esperienza di controllo.

Questa ripugnanga a praticare il lavaggio compiuto del fegato veniva a noi dal
dubbio naturalissimo che un tratamento di lal genere non dovesse riuscire perfella-
mente indifferente alle cellule epatiche ed ai fermenti epalici. Lo stesso Dastre invero,
nelle ricerche sul fermento inversivo, non usa un lavaggio compiuto, ma si contenta di
lavare mod o0 anche molto

Ne il lavaggio preventivo del fegato ci sembro necessario per "altra ragione ad-
dotta dal Dastre, e cerlamente pill seria, cioé per la nece; di dover fare determi-
nazioni quantitative del glucosio, visto che il fegalo gid ne conliene per conto suo.
Non essendo sieuri di poter allontanare col lavaggio tulto il glucosio, contenulo nel
fegato, non polendo giurare che altro glucosio non si sarebbe pradetto dal glncogeno
epatico, noi ¢i siamo rassegnati volentieri a praticare ricerche comparalive con dosa-
menti rigorosi come si vedrd appresso.

In generale, dunque, noi abbiamo proceduto a questo modo.

Tolto il fegato dall’animale appena uceiso, se ne eseidevano: dei pezzi piuttosio
piccoli ¢ questi si lavavano sotlo una corrente d'H,0 fresca (8-10) od anche nellac-
qua ghiaceinta; poi operando rapidamente e con recipienti tenuti prima nella ghiac-
ciaja, si pesavano quantita eguali di fegato. Si triturava con sabbia ognuna di queste
quanlita , sempre nella ghiacciaja e poi si mescolavano I'una con 20~
30 ¢ di acqua distillata fredda, I alira con 20-30 ¢. di soluzione di saccarosio ste-
rile, e fredda egualmente. I due recipienti rimanevano nella ghiacciaja per un tempo
variabile (pill spesso per 48 ore) e poi si estraeva il conlenuto di essi, si filtrava se-

nella ghiacc desima e si passava alla delerminazione del glucosio
in ciaseuno dei due liquidi.

E chiaro lo scopo che noi ci proponevamo. con questi esperimenti. Poiche il fe-
galo conleneva una cerfa quantitd di glucosio difficilmente eliminabile col lavaggio
preventivo, e poiché non era impossibile che altro se ne potesse formare anche nella
@hiacciaja, noi abbiamo vsato come controllo IMinfuso di parenchima epalico nell’ac-

stillata.

A questo'modo I'acqua o la soluzione di saccarosio adoperate in quantita eguali
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per eguali quantita di fegato avrebbero continuato ad estrarre glucosio dal fegato, ma
s¢ in questo esisteva anche un fermento inversivo, all’ esame quantitativo avremmo
trovato maggior quantita di glucosio nell’infuso epatico fatto con soluzione di sace:
rosio ehe in quello fatto con K0 distillata. Pesando con grande rigore le due quantila
di fegato, e triturandole accuratamente eon sabbia , le condizionj venivano ad es:
uguali pei due infusi. Notisi che nel pesare le due quantit di fegato avevamo cuca di
porre in ciase

re

1 (i esse pezzolti di fegato provenienti da diverse parti dell’ organo,
per queslo tag] prima il fegato mi poir la massa o
procedevamo alle pesale. Ad ogni modo, noi abbiamo ripetuto parecchie volte espe-
rimento per non incorrere in qualche possibilg errore.

Eseerinexro L
Fogato, di conighio trattato nel modo asei esposto

Prima di pesare le due quantita di fegato si & saggiata I'ultima acqua di lavaggio
@ si sono trovale appena delle tracce di glucosio. Mescolate le due quantith eguali di
fegato (10 grammi) con 3o ¢. di H,0 ¢ di soluzione zuceherina. Dopo 48 ore si fil-
trano nella ghincciaja i due liquidi e si dosa il glugosio in entrambi. 11 risultato é iden-
tico per tulti e due, in modo sensibilissimo, perché a ridurre 1 ¢.* di liquido di
Fehling occorrono 6 c.’ dell’infuso in H,0 allungalo con alira acqua distillala e 5,9
¢.* dell’infuso in soluzione zuccherina allungato con egual quantiti di acqua distillata.
Trattando un po’ del secondo infuso con un acido ¢ saggiandolo, si constata che
conteneva il saccarosio immulato ¢ che P'acido poi ha trasformato in glncosio, che ab-
biamo dosato.

EsprrnueyTo [1
Fegato di cane trattato.allo. susssn mads.

Si fanno due infusi: uno con 10 grammi di fegato ¢ se ¢.* di H,0, I'alteo con
dieci grammi di fegato ¢ 50 ¢.* di solusione 2 %, di saccarosio. Dopo 48 ore si fanno
i saggi quantitativi, e si trova che di entrambi i idi occorrono ¢ 2,4 per ridurre
un ¢ di liquido di Fehling.

Esrernxto TI1L

Conigtio di

el lorsl

11 fegato & diviso in due parti uguali, delle go: olle solite norme, si fanno in-
fusi in 20 ¢ di Hi e di soluzione zuccherina. Dopo 48 ore di permanenza della ghiae-




gl
ciaia, esame quonlitativo del glucosio. Risultato: dell’infuso del saccarasio 8 ¢.? ridu-
cono 1 ¢.* di reattivo; dellinfoso in H,0 5,8 c.” riducono 1 ¢.* di reattivo.

Dunque la quantita di glncosio & maggiore nell’infuso acquoso che in quello con
soluzione di sacearosio! La prova con I'acido constata che il saccarosio era inalterato.

Esegrigsro 1V,

Fegato i cane di cul 51 lava securatamsate un pazzo con acqan ghincciats preparandone | sollth infss

Saggio quantilativo dopo 48 ore, con risullato perfeltamente identico con i due
liguidi.

Questi qualiro esperimenli dimostrano con molla chiarezza che di un fermento
inversivo epatico non pud parlarsi con sicurezzs, come fa il Dastre, perché lanlo unar
soluzione di saccarosio quanto 'H 0 distillata in questi esperimenti hanno estratlo dal
fegato eguali quantita di glucosio, anzi in un c¢aso, come si é visto, ne estrasse di
piit PH'0. E evidente che se il parenchima epatico avesse contenulo un fermento in-
versivo, avremmo dovato trovare sempre maggior quantita di glucosio nel
cherino che in quello acquoso semplice.

Un altro esperimento (V) fatlo con fegato di cane, ¢ delle questo curioso risul-
talo, che dopo 24 ore non trovammo glucosio né nellPinfuso acquoso né in quello zuc-
cherino, il cui saccarosio potemmo trasformare in glucosio. Anche il Dastre (lav. cit.,
esp. 1), ha visto una volta che lo infuso acquoso dopo 16 ore di macerazione nella
ghiaceiaia non conteneva glueosio.

Noi abbiamo volulo ripeters questi esperinienti in altra maniera, usando Pacido
fenico per impedire lo sviluppo dei germi, non il freddo. Abbiamo fatto, dunque,
infusi di fegato leggermente lavato da una parle in H,0 fenicala al 3%, e dall’altra in
soluzione di saccarosio 2 %, falla in H,0 fenicata al 3 %. Questo esperimento é slato
fallo anche con alcune modificazioni.

50 Z0¢-

Eseseineso V.

Fegato di cans di cui s |ascin macerare n pozzo nell' B fenleats 39,

"Dopo 2 ore si & filtrato per carta I'infuso e si son preparati due tubi. In ognuno
di essi si son posti 15 ¢.* d’infuso, agginngendo all’uno to ¢.* di KO, all’altro 10
e della soluzione 2%, di saccarosio. St lasciano i due tubi nella stufa a 25" Dopo 24
ore si fanno i saggi quantitativi: scarsa ed eguale quantita di glucosio in tulli ¢ due.
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Che il sangue contenga inverting, ¢ che quindi guesto sia un fermento molto dif-
fuso nell’erganismo, & opinione che non pud accetlarsi senza riserve nello stalo al-
tuale della seienza. Contro di essa in vero stanno due falli bene assodali: da un lato,
secondo noi abbiamo dimostrato, Passenza del fermento inversivo nel fegato, al
quale per la vena porla dovrebbe essere condolto dall’intestino; dall’altro, 'antica
esperienza del Bernard, da noi pi volte ripetuta, la quale dimostra che il sac-
carosio , inietlato in soluzione nel sangue, passa immutato nell” urina.

Lasciando ora da parte la quistione della sorle che I inverlina intestinale subi-
sce, cerchiamo di rispondere sl quesilo, se il fermento inversivo esista o pur no in
altri organi @ prodolti di secrezione.

1l metodo deg? infust, gid adoperato per estrarre vertina dalla mucosa inte-
stinale o dalle stesse culture di microrganismi inversivi, era quello che pii conveniva
per il nostro scopo.

Esveateszs L.

Da una cavia di recente uccisa pesiamo parti eguali dei seguenti organi: milza,
fegato, polmone, rene, museoli. I pezzi cosi pesati, vengono Iriturati in mortaio in
quantits eguali di H'O distillala e poi lasciali in infusione in alireltanti tbi aperti ¢
messi alla temperatura di 20°-21" per 48 ore. Decorso questo tempo, gl infusi su
detti, che spandono tutli lieve odore di putrefazione, vengono filtrali per carla
€ poi nniti a volumi eguali di soluzione di saecarosio 2 */s ; infine sono rimessi nella
stufa a 21", dopo averli chiusi con ovatla.

Siccome la cavia uccisa fu trovata gravida, cosi agli
sammo di agginngere quelli di un fetoling dello s

Dapo due giorni non si rova glucasio in alcuno det tubi cosi preparali, cosicehe
gli organi, di cui si sono falli gl'infusi, nonché il fetolino , non contengono invertina.

Aperti poi I deti wbi e laseiativi quindi cadere i germi dell’aria, si rinviene
i dopo un certo tempo in fulti i tobi qualche traceia di glncosio, cio che dimostra ch
1 glinfusi sn detti, possono diventare terreni di cultura per i microrganismi tnversivi.
Solto questo punto di vista troviamo pit propizio il pulmone, meno favorevole il rene.

nfusi degli organi citati pen -
0 animale.

Espeaizsza IL

Da un’altra cavia, parimente di recente uccisa, facciamo, con le norme sopra
esposte, infusi di intestino, di cnore, di polmone, di fegalo, di milza, di rene, di
stomaco. Questa volta facciamo gl'infusi direttamente nella soluzione di sacearosio e
1i mettiamo in wbi aperti alla lemperatura di 20°-2 1% Aggiungiamo a guesta seric




gl
dinfusi un twbo di controllocontenente semplice soluzione di zucchero di canna
esposto all® aria.

tubi giornalmente col liguido di Febling, troviamo i seguenti

Esame col liquide di Fehling

dopo 1 ora | idopo 1 giorno ‘ dopo 5 giomi |  dapo 8 gion lJ
Cuore. -+ . .| glucosio assente | glucosio assents J lieve inversione | inversions disoreta 31
Polmone. . » > | » » !
Fegato . . .| » » ¥ »
Milea. . . v » v v
Runal. o i . » glucotio assente. ( tracce i glucosio
Stomaeo, . . » » » | glucosio assente
Intestin. . |glucosio abbondante|inversione completa » »
Tubo cantrollo)] glicosio assonte | glucosio susento | trasee di ghnsosio |  ghucosio searso

Esrernaesro 11

Ad un eane appena uceiso eslirpiamo le glandol llari, le i li
ed il pancreas, e prendendone quantita eguali, ne facciamo col solite metodo infosi
in H'O distillala per 24 ore. Decorso questo lempo, sperimentiamo il polere inversivo.
Eceo il risullalo:

Esame col liquido di Fehling

contenuto dei singoli tubi | dopo 1 gisrwo | dopo 4 giomi | dopo 7 giorsi

|
tubo A) [ (12 ¢ c. i solnzione di | assenzadizucchero | cominein I inver- | forte inversione
) ‘eaccaresio 2°7, od al- | intervertita sione
trettanti d'infoso di
(it

tubo B) | | idowm idem con fnfuso di nmotevole inversione| inversions completa
gl. sottomaseellare
tube C) }idcm idem con infuso di punto d'inversione | inversione inei
{ pancreas [ pie
tubo D) | 1 sola oluzione di sac- idom | come il tubo €)
atonto |

|
N. B. I tubi sono tenuti alla temperatura di 10°
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Dagli esperimenli riferiti si possono ricavare le seguenti conclusioni:

1. Tra gli organi, sn coi abbiamo sperimentato, non ve n'é alcuno, Pintestine
ecceltuato, che contenga fermento inversivo, in quanto gl infusi rispetivi non mani-
festano émmediatamente azione inversiva sullo zucehero di canna,

2. Questi infusi, lasciati all’aria in unione al saccarosio, diventano quasi il
di eultara pit o meno favorevoli allo sviluppo di germi inversivi dell’ aria e
quindi favoriscono I'inversione: infalti la semplice soluzione di zucchera di canna
ha bisogno in generale di un lempo abbaslanza lungo per andar soggetta ad
siong completa, mentre in presenza di uno dei su detti infosi 1" inversione & inizia
per tempo e si completa relativamente preslo.

3. Non tutti gl’infusi hanno lo stesso valore come Lerreni di cultura per i micror-
ganismi iny Non considerando Vinfuso d’intestino, il terreno. it propizio
rappresentato dalle glandole salivari e specialmente dalla soltomaseellare. Vengono
poi i muscoli, la milza, il polmone ed il fegato; in terzo luogo il pancreas ed il rene.
Lo stomaco di un infuso assolutamente sfavorevole allo sviluppo dei germi inversiv
in quanto, laseiato all'aria in unione al sacearosio, non si carica mai & iverting
batterica (v. cap. IV.).

Per metlere maggiormente a prova quest’ullimo falto, melliamo direttamente
nell'infuso di mucosa gastrica un abbondante innesto di un germe inversivo (Saccha-
ronyces cerevisiag).

Cio malgrado il risultafo si mantisne nagativo.

Della saliva come teerese & caltara pat | micrarganisa fnversii.

Visto che g’ infusi di glandole salivari, mescolali a saccarosio,, ¢ lasciali all' aria
rendono pin pronta Pinversioneg, fummo indotii a stndiare la saliva sollo questo stesso
punto di vista.

Riportiamo qui appresso le esperienze principali.

Esperizsza 1.

Che Ia saliva, misia a sacearosio,, sia un buon terreno di cullura dei microrgani-
smi inversivi, si pnd dimostrare con un’esperienza semplicissima.

In un tubo di saggio si melta una certa quantita di soluzione di saccarosio, in
un altro tubo la stessa quantita di soluzione con I'aggiunia di alquanla saliva umana
i reazione nentra o leggermente alcalina e riconosciuta esente di glucosio. Laseian-
do i detti tubi all’ aria, alla temperatura dell’ ambiente, e saggiandoli dopo qualche
3
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tempo, verso il 5° giorno si osserva, che mentre nel primo la reazione ecol liquido di
Fehling & ancora negativa o appena visibile, nel secondo ¢ molto evidente, e di-
mostra una notevole inversione, ehe al 6° giorno pud dirst completa.

eriesza 11

Non & a eredere che la proprieta della saliva, che risulta dall’ esperienza 1. , sia
dovula ad una qualehe azione chimica particolare spiegata sullo zucehero di canna.
Anche qui gli agenli eselusivi dell inversione sono i microrganismi dell’ aria. Ed in
vero, se il miseuglio di saliva e saccarosio venga sterilizzato, e pol conservato al ri-
paro dai germi, I'inv

Non contenéndo la saliva per sé invertina (in quanto non produce sul sacear
si0 inversione immediata ), si pud usare il metodo della sterilizzazioné discontinua a
a 6o0°, che ha il vantaggio di non alterare punto la secrezione, rispettando per fino
T pii

Facendo una serie di tubi contenenti miscugli di saliva e sacearosio sterilizaati
con questo melodo, si nota lultavia un fallo importante, Tra essi eiod se ne trova
spesso qualcuno che presenta la reazione del glucosio, pur essendo stato, con
opportuni innésti di prova, riconoseiuto sterile. Nasce pertanto il dubbio ehe tale ri-
sultato, apparentemente contrario al nostro modo di vedere, debba attribuirsi all® a-
zione splegata da germd inversivi preesistenti nel miseuglio, i quali trovandosi per
qualehe istante, quando si eleva la lemperatura del liquido, in favorevoli condizioni,
siano, prima di morire, causa Qinversione,

Che lali germi preesislano nel saccarosio & slato gid detto (vedi Cap. I, e quindi
non ¢ il caso di riparlarne.

Natoralmente se la saliva venga sterilizzata medisnte filtrazione (filtro Cham-
berland) e poi unita in modo asettico con soluzione stabife di sacearosio, I inver-
sione non ha luogo in alcun tubo della serie.

Esprpiewza TIL

Si esponga all’ aria una corla quantit di saliva umana a lemperatara dell’ am-
biente, e dopo 4-5 giorni ( quanti sono necessarii perché abbia luogo inversione net
miscugli di saliva e i0), il io in soluzione. Lo sdop-
piamento dello zucchero di canna accadrd come nell’ esperienza I, non mai immedia-
tamente, anche quando la temperatara sia molto conveniente. Cio significa che la sa-
liva non solo non conliene invertina, ma anche lasciala all'aria per molli giorni, sen-
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za che sia stata precedentemente upila-alla soluzione di saccarosio, non é terreno di

cultura propizio all* attecchimento dei germi inversivi. Perché dunque vi si produca |
invertina, & mestieri anche la presenza del saccarosio.

T

Se si aprono e si esp all’aria tabi i saliva ¢
rilizzati col calore o mercé la filtrazione, dopo i solili 5-6 gior
adl inversione. La qual gosa dimostra sempre di pii che I'inversione & prodolla da ]
germi provenienti dall’aria, in quanto la sterilizzazione Vimpedisce, mentre Ientrata

dei germi la produce. §

gia ste-

Esveziesza V.

Raceogliamo da uno di noi saliva parotidea mediante cateterismo del condotto
di Stenone. Da un cane poi olteniamo saliva della sottomascellare, mediante la fi-
stola del dotto di Warthon. Le esperienze fatte sia con la saliva parotidea dell’'vomo
che con quella della soltomascellare del cane, I'una e I'allea sterilizzala e non, ci
hanno dimosirato che la saliva specifica, mescolala a sacearosio, si comporla non
diversamente dalla saliva mista,

CoNCLUSIONL

Avendo nei singoli capitoli riportato i risultati delle esperienze relative a ciascon
argomento, qui non faremo che riassumere brevemente le sole conclu
1. L esislenza, che & oggidi di , i numerosi mi
segregare inverting, ¢ di trasformare quindi il sacearosio in zucchero intervertito, e
Pordinaria presenza di essi nel succo enterico, sono fatti che hanno reso necessario
riprendere o studio della digestione del sacearosio , solto un nuove punto di vista,
2." Questo capitolo, in ispecie per cid che riguarda I’ origi
fermento inversivo nell’organismo animale, & stato fino ad oggi avvollo da dubbi e
da contraddizioni. Oltre 1" oscuritd derivante dalla partecipazione dei microbi in questa
funzione digestiva, dovemmo rigonoscere che altre ragioni di errore dipendevano dal-
I'inesattezza dei metodi adoperati, e sopratutto dalla facile alterabilita del sacearasio,
per cui questo & sempre pitt 0 meno inquinato di glucosio.
3. Avendo dimostrato che causa dell’ inversione spontanea del sacearosio sono
uricamente i germi inversivi dell’aria, abbiamo proposto ed adotlato diversi processi

¢ e la presenza del
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di conservazione del medesimo,, che potranno essere utili non selo ai fisiologi ma an-
che ai chimici.

4.° Nella valutazione della parte ¢he speita ai microrganismi nella digestione
arosio, era necessacio fondere insieme opportunamente i metodi che s'usano
in fisiologia per 1o stndio dei succhi digerenti, coi metodi che s'usano in batteriolo-
gia nello studio delle proprieta vitali dei germi.

5. Col sussidio di tali mezzi, siamo riuscili a dimostrare, che nello stomaco,
dove manca ona vegelazione di germi inversivi, non ha luogo inversione di sorla.
12 opinione di molti autori che I hanno ammessa, e che I'attribuiscono all acidita del
suceo gastrico o al muco gastrico o alla presenza di fermento inversivo segregato dalla
mucosa, & fondata sopra errori di tecnica,

del

6. I succo enlerico, che contiene gran copia di germi inversivi, accoglie pure
una grande quantitd di invertina. Questa, nel coniglio, & fabbricata eselusivaments dai
miierorganismi,, poiché la mucosa intestinale non vi prende parle. Nel cane, sebbene
manchino prove diretle per escludere la mucosa da questa funzione digestiva, abbon-
dano perd i falli che tendono a far riferive il fermento inversivo alla medesima pro-
venienza,

7." Abbiamo dovulo escludere la presenza di fermento inversivo in aliri sucehi
od organi; menzioniamo a preferenza il fegato, dove recentemente si & preteso di ri-
trovare lale fermento.

8. Gli infusi di tulti gli organi (meno quello di mucosa gastrica) ¢ i prodotli
di seerezione (saliva), quando vengono lasciali all’ aria insieme con sacearosio, diven-
tano tercen coltura dei germi inversivi, entro un tempo vari . Si forma allora
invertina, ed ha Iuogo in quei liquidi la trasformazione del saccarosio in zucehero in-
lervertito.
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