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Una determinazione ebullioscopica in benzolo, per quanto risponda suffi-
cientemente al peso wmolecolare di un dimero. non pud ritenersi sicura per
il piccolo innalzamente ottenuto:
Solvente Sost. Cone Inn M
2,25 0,1149 0,94 0,070 398

Calcolato per (Cy,H,305), = 884.

Non ¢ improbabile che il prodotto ottenuto per azione dell'acido sol-
forico concentrato sull isomiristicina sciolta in acido acetico glaciale corri-
sponda al dimere di quest'ultima, e perd mi riservo di continuarne lo studio.

Porgo vivissimi ringraziamenti al prof. Enrico Rimini c¢he mi ha indi-
rizzato in queste ricerche, ed al laureando sig. Muzio Fedele che mi ha
coadiuvato in alcune delle su riferite esperienze.

Mineralogia. — Anfiboli di Monic Plebi presso Terranova
Pausania (Sardegna). Nota di Domenico LovisaTo, presentata dal
Socio G. STRUEVER.

Geologia. — Contributo allo swdio del Cambriano della Sar-
degna. Nota delling. dott. M. Taricco, presentata dal Socio C. F.
PARONA.

Le Note precedenti saranno pubblicate nel prossimo fascicolo.

Fisiologia vegetale. — Su la formazione del glicogeno nella
cellula di lievito. Nota di Diana BRuscH, presentata dal Socio
R. PIroTTA.

L'unico argomento per sostenere che la formazione del glicogeno nella
cellula di lievito sia dovuta ad un enzima sintetico, si ha in una esperienza
di Cremer (Ber. chem. Ges., 32, 1899, pag. 2002), il quale, avendo mescolato
succo di lievito, spremuto col metodo di Buchner. ad una soluzione di frut-
tosio, vide formarsi in dodici ore una sostanza che si colorava in bruno
con jodio.

Per chiarire la natura enzimatica del processo di formazione del glico-
geno. ho fatto alcune esperienze, movendo dal seguente principio:

1. Se la formazione del glicogeno & dovuta ad un enzima, narcotiz-
zando il lievito nel momento in cui sta per cominciare. essa dovrebbe aver
luogo ugualmente come nel medesimo lievito mon narcotizzato, visto che le




condizioni del liquido esterno non cambiano. A queste prove servi una razza
pura isolata da un vino di Milazzo, nota per la facilitd con cui forma il
glicogeno, allevandola in mosto d'uva defecato e filtrato, addizionato di 5 gr.
di tartrato ammonico per litro, in ampolle eguali, contenenti ognuna 100 ce.
di mosto a 25° C. Cosi l'etere come il cloroformio non impediscono la
formazione del glicogeno se si applicano gradatamente al lievito in dose
tale da non arrestare la fermentazione ; la impediscono totalmente quando
arrestano la fermentazione. Questo risultato & ambiguo e si potrebbe spie-
gare ammettendo che la glicogensinteasi sia della stessa natura della zimasi,
0 che la formazione del glicogeno dipenda dal processo di fermentazione,
anziché rappresentare una condensazione indipendente dello zucchero assorbito.

2. Ricorsi anche ad antisettici in dosi tali che motoriamente bastano
a sospendere l'attivita vitale senza molto danno degli enzimi, per lo meno
di taluni enzimi, e cioé al timolo., alla formalina, al bisolfito di potassio.
Il &zmolo perd in dose appena sufficiente per arrestare la fermentazione im-
pedisce totalmente la formazione di glicogeno; in quantith minore non im-
pedisce né l'uno, né I'altro processo. Egualmente si comporta la formalina.
Il bisolfito invece, in dose crescente da 60-80 mgr. per litro eccita note-
volmente la fermentazione e la formazione di glicogeno; in dose crescente da
10 a 30 mgr. per 100 cc., ha una minore azione attivante, ma sempre pa-
rallela su ambo i processi; in dose crescente da 20 a 40 mgr. (per 100 ce.)
attiva la fermentazione e limita la formazione di glicogeno a poche e piccole
goccioline per ogni cellula, che si ridisciolgono piu presto che nel controllo:
ha quindi un'azione attivante su la glicogenasi e contraria alla sintesi.

3. Ho provato infine un antisettico pit blando, che, in dose limitata,
agisce come narcotico anche sul lievito (cfr. Pantanelli, Ann. di Bot., IT, 1905,
pag. 345; IV, 1906, pag. 33): voglio dire 'alcool etilico. Aggiungendoun mol.
di alcool (per 100 cc.) a lievito a piena fermentazione, ma ancora privo di
glicogeno, questo si forma immediatamente in quantitd tale da riempire total-
mente la cellula, plasma e vacuoli; e se si aumenta gradatamente, per es.
di 6 in 6 ore, la dose dell'alcool fino ad arrestare la fermentazione (quindi
anche la moltiplicazione), le cellule restano cariche di glicogeno per 10-15
giorni, fino a che muoiono senza discioglierlo. Se invece si aggiunge in una
volta una dose di alcool sufficiente per arrestare subito la fermentazione,
cid che porta anche una leggera contrazione delle cellule. il glicogeno com-
pare egualmente piu presto che nelle culture di controllo; ma in minutissimi
granuli, poi aumenta gradatamente, ma mon di pia che nel controllo e si
ridiscioglie con eguale rapidita.

E dunque escluso che anche in questo modo si riesca a separare l'at-
tivitd glicogenetica dall'attivitd vitale: si tratta piuttosto di un’azione nu-
tritiva o stimolante dell'alcool, ed anzi, giacché 1'esperimento lo dimostra,
possiamo ritenere che anche in condizioni ordinarie di fermentazione, il gli-
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cogeno compaia quando appunto si fa sentire su la cellula di lievito 1'azione
dell'alcool prodotto dalla fermentazione stessa. Non é dunque la concentra-
sione dello succhero presente ed assorbito, ma la produzione dell alcool
il fattore che determina la formazione del glicogeno nel lievito (*).

4. Questa osservazione mi ha fatto pensare che la spinta alla conden-
sazione dello zucchero in glicerina potrebbe essere data dall'asione disidra-
tante dell’alcool ed ho allora provato, se ricorrendo, anziché alla semplice
narcosi, ad un'azione disidratante (plasmolitica) energica, combinata a nar-
cosi si possa sospendere l'attivitd vitale del lievito e stabilire nello stesso
tempo le condizioni di concentrazione del mestruo cellulare, che verisimil-
mente sono indispensabili alla condensazione dello zucchero in glicogeno,
come per altri enzimi & stato dimostrato (cfr. Pantanelli, Rendic. Accad.
Lincei (5), XVII, 1907, IT sem., pag. 419; Ber. bot. ges., XXVI, 1908,
pag. 494; Pantanelli e Faure, Rendic. Acc. Lincei (5), XIX, 1910, I sem.,
pag. 489). A questo scopo, a lievito in piena fermentazione in 100 ce. del
solito mosto e ancora privo di glicogeno, ho aggiunto !/,, di mol. di mannite,
glicerina, saccarosio, cloruro di caleio, basandomi su misure di Pantanelli
(Ann. di Bot., 1V, 1906, pag. 1), secondo cui, il limite plasmolitico del
lievito non arriva quasi mai a 10 ¢s. (= 1 mol. (litro) di KNO,).

Ad una prima serie di culture furono fatte queste aggiunte, ad una
seconda serie furono prima aggiunti 3 cc. di etere, e subito dopo le dette
sostanze; ad una terza serie !/;, di mol. di alcool e subito dopo le dette
sostanze, lasciando per ogni serie i relativi controlli senza narcotico o senza
disidratante. La mannite ed il eloruro di caleio da soli hanno plasmoliz-
zato le cellule, senza impedire del tutto la formazione di glicogeno, che in-
vece non si e formato affatto in presenza di queste sostanze e di etere o di
alcool. La glicerina, com'era da prevedersi, data la sua permeabilitd (Pan-
tanelli, Rendic. Accad. Lincei (5), XV, 1905, I sem., pag. 719; Swellen-
grebel, Centr. f. Bakter. (2), XIV, 1905, pag. 374), non ha plasmolizzato
alcuna cellula né arrestato la fermentazione ed ha favorito grandemente la
formazione di glicogeno; ma lo stesso & accaduto dopo l'aggiunta di etere o
di aleool. 11 saccarosio non ha prodotto plasmolisi né arrestata la fermen-
tazione: ha favorito la formazione di glicogeno e ne ha impedito il discio-
glimento, cosi che dopo qualche settimana le cellule ancora ne rigurgitavano,
sebbene la fermentazione fosse cessata da un pezzo. In presenza di etere il

(1) Infatti, nel lievito di birra o di distilleria, coltivato in substrato liquido, si forma
glicogeno secondo Cremer (Zeitschr. f. Biol.,, XXXI, 1894, pag. 183) e Henneberg (Zeitschr.
f. Spiritusind., 1902, n. 85), solamente in presenza di zucchero fermentescibile, non di
lattosio, arabinosio, sorbosio, glicerina, mannite, amido, destrina, asparagina, peptone.
I dati di Laurent (Ann. Inst. Pastenr, II, 1888, pag. 113; Bull. Soc. Belge de Microsc.,
XIV, 1890, pag. 29), che avrebbe ottenuto formazione di glicogeno anche in presenza di
mannite, glicerina , lattosio, asparagina, peptone, glutamina, albumina, sono stati contra-

detti da Cremer ed Henneberg.
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saccarosio ha favorito la produzione del glicogeno, perd meno che melle cel-
Iule non eterizzate. e ne ha egualmente impedito la digestione. Invece in
presenza di alcool si & avuto dapprima plasmolisi ed arresto della fermenta-
zione; poi, scomparsa lentamente la plasmolisi, le cellule hanno ripreso a
gemmare, a fermentare e in seguito & ricomparso il glicogeno in gran
quantita.

Ho ripetuto la prova con la glicerina raddoppiando la dose (2/,, di mol.
per 100 cc.) ed ho ottenuto una transitoria plasmolisi tanto senza come in
presenza di etere e dopo aggiunta di alcool: scomparsa la plasmolisi, le
cellule hanno ripreso a sviluppare ed a fermentare e poco dopo & comparso
il glicogeno.

Dunque, anche combinando I’azione di un narcotico o di una sostanza
che favorisce la formazione di glicogeno, guale & l'alcool, con ['azione
di sostanze disidratanti, le quali dovrebbero favorire i processi sintetici,
di condensazione, non si riesce a separare la produzione del glicogeno dalla
piena attivita vitale. Basta per molle cellule lo stato plasmolitico, che
non rappresenta certo la sospensione dell'attivita vitale, per impedire la
formazione del glicogeno; scomparsa la plasmolisi, la facolta di formare
il glicogeno ricompare.

5. Un altro mezzo per favorire le condensazioni enzimatiche consiste,
secondo osservazioni di Pantanelli (Rendic. Acc. Lincei (5), XVI, 1906,
pag. 419; XIX. 1910, pag. 489; Ann. di Bot., V, 1907, pag. 355; Ber.
bot. Ges., XXVI, 1908, pag. 494), nel neutralizsure I'acidita, la quale si
mostra invece favorevole alle idrolisi enzimatiche. Nel nostro caso questo
mezzo presentava probabilitd di riuscita, perché Kayser e Boulanger (Chem.
Centr., 1898, II, pag. 440) hanno trovato che il lievito forma tanto piu gli-
cogeno quanto minore & l'acidita dell’ambiente e che ['acido tartarico —
il quale si trovava anche nel mosto d'mva da me adoperato — ha la mas-
sima azione inibente su la formazione del glicogeno. Anche Will (Centr. f.
Bakter. (2), XVII, 1907, pag. 696) ha osservato pill glicogeno in alcune
razze di lievito coltivate in acqua di lievito newtra che in mosto d’orzo
acido. Si sa poi che il glicogeno é digerito piti presto mei liquidi molto
acidi (Heinze, Centr. f. Bakter. (2), XII, 1904, pag. 360).

Quando il lievito era entrato in piena fermentazione e stava per for-
mare il glicogeno, neutralizzavo con soda /s norm., con o senza aggiunta di
etere o di alcool nelle proporzioni su dette. Nelle culture non narcotizzate
si osserva allora la formazione immediata di un’enorme quantita di glicogeno,
che si ridiseioglie dopo 3-4 giorni. Nelle culture narcotizzate con etere si
forma pin glicogeno che mnei controlli rimasti acidi, purché la navcosi non
sia spinta fino all’arresto della fermentazione, nel qual caso il glicogeno non
si forma affatto; inoltre la quantith di glicogeno & minore che nelle culture
neutralizzate. ma non eterizzate. Aggiungendo gradatamente alcool alle culture
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neutralizzate, non si forma glicogeno, quando neppure ¢ arrestata completa-
mente la fermentazione. Quindi, anche in ambiente newlro, non si riesce a
provocare la formasione di glicogeno in cellule di lievito narcotizzate
(quando la fermentazione ¢ avanzata).

6. Ho tentato allora di procedere per un'altra via: culture in piena
fermentazione furono neutralizzate e addizionate di tanto alcool da rallentare
fortemente la fermentazione; non si formd glicogeno e quando la fermenta-
zione fu cessata (dopo circa 12-13 giorni) fu sostituito il liguido con mosto
fresco, addizionato di 2 ce. di etere (per 100 cc.). La [ermentagione non
riprese, le cellule non si molliplicarono, rimasero pero vive e dopo tre
giorni comparvero granuli di glicogeno in varie cellule. Avevo dunque
tinalmente realizzato una condizione sperimentale, in cui, dopo aver sospeso
con la narcosi l'attivitd fermentativa e moltiplicativa delle cellule di lievito,
si poteva determinare la formazione del glicogeno. Probabilmente nel primo
periodo avevo, con l'aggiunta di aleool, impedito I'attivazione dello zimogeno
(prosiateasi), gia formato nelle cellule, processo che si svolse poi lentamente
(tre giorni) quando ebbi sostituito il mosto freseco acido. B noto, da ricerche
di Pantanelli e mie (Ann. di Bot., VIII, 1910, pag. 133), che la trasfor-
mazione degli zimogeni in enzimi attivi & possibile al di fuori dell’attivita
vitale. mentre la formazione degli zimogeni é opera del protoplasma vivo
(proinvertasi, proamilasi).

7. Anche un’altra via fu battuta con leggero successo: ad una cultura
in mosto normale, in ecui il glicogeno si sia formato e ridisciolto, cosl da
far ritenere che le cellule non contengano pit prosintedsi, tolgo il liguido
e lo sostituisco col liquido di un'altra cultura, in cui, con laggiunta di
molto sacearosio (/o mol = 34.2 /) e di alcool (*/,o mol = 4,6 °/;), non
solo ho provocato un'abbondante formazione di glicogeno, ma ne ho impedito
il discioglimento; questo liquido dovrebbe guindi avere una composizione tale
da favorive la produzione del glicogeno. Subito dopo la sostituzione, aggiungo
1 cc. di etere. Dopo circa 24 ore compare il glicogeno in varwe cellule ed
awmenta nei giorni successivi. sebbene la fermentazione ¢ la moltiplica-
zwone non riprendano e le cellule si mostrino piuttosto sofferenti. In questo
caso, pare che anche la prosintedsi si formi in cellule narcotizzate. E un
resultato che va d'accordo con 1'esperienza di Cremer, in cui il fruttosio,
aggiunto al succo spremuto dal lievito e gia privo di glicogeno, determind
nuovamente la formazione di questa sostanza.

8. T resultati positivi di questa e della precedentc serie di esperienze
mi hanno fatto pensare che, per realizzare la formazione di glicogeno in cel-
lule narcotizzate o versanti in necrobiosi per azione di un antisettico blando,
abbia molta importanza la scelta del momento in cui si sottopone il lievito
al trattamento, sopra tutto in rapporto con lo stadio di fermentazione. Per
dilucidare questo punto, ho tolto il liquido fermentato ad un certo numero
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di culture gia prive di glicogeno e 1'ho sostituito con mosto fresco, esatta-
mente neutralizzato, poi ogni due ore ho narcotizzato con efere una di esse,
in dose tale da arrestare via via 1'ulteriore gemmazione e la fermentazione.
Accade allora che nelle cellule gid esistenti si forma glicogeno, finché la
fermentazione non & ancora visibile, mentre non si forma ancora nelle cel-
lule non eterizzate e neppure nelle nuove cellule eterizzate. Quando invece
la fermentazione & appena cominciata, allora, in presenza di etere, si forma
glicogeno in tutte le cellule vecchie e nuove, sebbene in piccola quantita,
mentre nei controlli non & ancora comparso. Infine, quando la fermentazione
€ in pieno vigore, la narcosi impedisce la produzione di glicogeno paralle-
lamente all'arresto della fermentazione. Resultati analoghi ho avuto adope-
rando un antisettico, il bisolfito di potassio (200 mgr. per litro) al posto del
narcotico.

Questi fatti mostrano che la spinta alla condensazione del glicogeno,
cioé la formazione del proenzima sintetico si ha nel plasma subite dopo
Uassorbimento dello zucchero, ma soltanto in plasma che abbia gia passato
una fermentazione o abbia appena cominciato a fermentare la sintedsi effettua
la condensazione del glicogeno anche in cellule narcotizzate. Invece, in cel-
lule gia in piena fermentasione, la narcosi impedisce anche U'azione della
sinteass. Questa apparente contraddizione dimostra che il glicogeno si forma
per condensazione di qualche prodotto intermedio della fermentasione, pro-
babilmente da un prodotto delle prime fasi del processo, ossia la formazione
del glicogeno rappresenta wna reversione parziale di un processo singolo
nella catena dei processi di digestione dello zucchero, che noi percepiamo
nell'insieme con fermentazione alcoolica. Si potrebbe cioé paragonare la
sintesi del glicogeno alla formazione dell'asparagina dagli aminoacidi e da
ammoniaca durante la digestione delle albumine nelle piante verdi: un pro-
cesso laterale regressivo di sintesi, che si innesta sopra wra delle fasi prin-
cipali del processo principale di digestione.

Cid spiega perche solo in un dato momento della fermentazione sia pos-
sibile separare questa sintedsi enzimatica dalla piena attivitd vitale, e percheé
I'aggiunta di aleool (che per l'azione di massa ostacola le ultime fasi del
processo fermentativo) e la plasmolisi con sostanze inerti (mannite, eloruro di
calcio) favoriscono o provocano la formazione di glicogeno ('). Data la sua
natura di processo laterale, si comprende perche

1) la formazione del glicogeno non sia di aleuna utilitd per il lievito
in condizioni di normale fermentazione, come hanno riconosciuto Will (Allgem.
Brauer u. Hopfenztg., 1892, pag. 1088) Lindner (Mikrosk. Betriebskontr.,
1898, pag. 254), Meissner (Centr. f. Bakter. (2), IV, 1900, pag. 517;
Wortmann (Landw. Jahrb., XXII, 1892, pag. 557); Henneberg (Zeitschr.

(*) La neutralizzazione del liquido ambiente pud invece agire favorevolmente perche
inibisce il lavorie della glicogenasi (enzima idrolitico).
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f. Spiritusind., 25, 1902, n. 35), Heinze (Centr. f. Bakter. (2); XII 1904-
1905, pag. 60), mentre il glicogeno pud, tutt'al pid, rappresentare una so-
stanza di riserva per lievito che venga artificialmente messo a digiunare;

2) perche il glicogeno scompare dal lievito quando lo zucchero non
e ancora tutto fermentato (Jodlbauer, Zeitschr. f. Riibenzuckerind., 1883;
Gontscharuk, Centr. f. Bakter (2), VI, 1900, pag. 546; Meissner; Wortmann,
Ber. 20. Weinbaukongress, Mainz, 1902, pag. 31; Henneberg, Zeitschr. f.
Spiritusind., 33. 1910, pag. 242; Heinze) ;

3) perche il glicogeno si formi in maggior quantitd nel lievito molto
aereato (Henneberg), dove i prodotti di digestione dello zucchero sono utiliz-
zatl meglio per la costruzione di materiali cellulari diversi;

4) intine, perche il glicogeno si forma, a preferenza in presenza di
zuccheri fermentiscibili, mentre non & del tutto impossibile la sua origine
anche da materiali non fermentiscibili, ma che possono comparire durante la
digestione degli zuccheri, come la glicerina, l'acido lattico, 1'acido suceinico
(Laurent).

Applicando anzi i nostri procedimenti di narcosi, plasmolisi ece., si po-
trebbe passare in rassegna una gran quantitd di composti organici e vedere
quali di essi cadano sotto 1'azione della glicogensintedsi: si arriverebbe cosi
a stabilire, da una parte, quale sia il prodotto intermedio della fermenta-
zione, da cui il glicogeno si suole formare nel lievito; dall'altra parte, si por-
rebbe appunto la mano su almeuo uno di quei prodotti intermedii della
fermentazione alcoolica, la cui identificazione affatica da tanto tempo i

ricercatori.

Agronomia. — JSiderazione o Biocoltura? Nota del professore
C. LuMmia, presentata dal Socio R. PIROTTA.

Questa Nota sara pubblicata nel prossimo fascicolo.




