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Chimica fisiologiea. — Studi sull’insulina: 1. Azione dell'in-
sulina sui fermenti (M. Nota del prof. UBALDO SAMMARTINO, pre-
sentata dal Corrisp. D. Lo Monaco (%)

In una precedente comunicazione abbiamo accennato ad alcune esperienze
preliminari condotte da noi e dal prof. Liotta con un estratto pancreatico
(insulina), da noi preparato, seguendo la tecnica indicata da Banting e Best.
1" insulina, che si ottiene con questo procedimento, & un miscuglio di so-
stanza attiva e di sostanze aderenti, difficili a separarsi.

Un tentativo di isolare 1'insulina a mezzo dell'acido picrico, trasfor-
mando il relativo picrato in cloridrato non sembra che abbia permesso agli
Autori americani di risolvere il quesito.

La preparazione d' insulina da noi ottenuta corrisponde al tipo definito
da Collip semipuro.

(') Lavoro eseguito nell'Istituto di Chimiea fisiologica detla R Universita di Roma.
(%) Perveauta all’Accademia il 30 lugliv 1923,
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Gli autori canadesi considerano necessaria la divisione della sostanza attiva
endocrina dai fermenti pancreatici esterni e specialmente dalla proteasi.

Ora Lombroso, in un recente lavoro, ha dimostrato cho il liquido di
Ringer glicosato, circolando nel pancreas isolato dj cane, rivela la presenza
di un‘attiva amilasi e di un enzima proteolitico anch’esso attivo.

Sulla base di tali osservazioni abbiamo intraprese brevi ricerche con
il duplice seopo di riconoscere, se gli estratii pancreatici da noi ottenuti pre-
sentano attivitd diastatica, eq eventualmente se 1" insulina ¢ capace di eser-
citare un’influenza qualsiasi sulla velocity di reazione di alcuni fermenti,
analogamente ad altre sostange di natura chimica ignota come le vitamine.
Le osservauioni da noi fatte si riferiscono alla diastasi, alla catalasi e alla
lipas .

In un primo tempo abbiamo saggiata 1'attivita modificatrice del nostro
estratto sulla velocita di reasjone della maltasi, della catalasi del sangue,
della lipasi; in un secondo tempo abbiamo ricercato se i diversi estratti
Ppossedessero ciascuno queste varie attivita diastatiche.

Le esperienze vennero condotte con due tipi di estratti, entrambi effi-
caci per la loro attivita insulinica, ma di diverso grado di purezza, a se-
conda che contenevano pili~o meno proteine.

Riportiamo per brevith aleune delle esperienze pit salienti,

Ricerche sulla diustas;, — Veune adoperata salda d'amido Arrowroot
al 29% alla quale si aggiungeva 10 ce. di soluzione di maltasi Kahlbaum
a 1% e insulina. Nel controllo si sostituiva  all insuling acqua distillata,
per portare il miscuglio ally stegsa diluizione.

La determinazione del maltosio venne effottuata col metodo riduttore
(metodo di Bertrand) ogni mesz'ora.

TaBeLLA 1.

Ricerche sulla diustas;, Temperatura 28,

T Quantita di maltosio iy 20 ce.
empo di soluzione d'ami )/ ; :
di reaions 0 e damido Fattore Y/, Osservazioni
az —— e
senza insulina [ con insulina

S SRR —_—
| |
% ora mg 13 17 130 L'insulina @ ricea i pros
. ~ teine.
1 15,7 18,5 117
1% 17,7 224 126
2 ore 20,2 25,8 128

Soluzione senza insuling : 150 ec. di soluzione d'amido 4] 2 U410 ce.
di maltasi all’] Yo+5 ce. di H20.
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Soluzioue con insulina: 150 ce, di soluzione d'amido al 2% 4 10 cc.
di maltasi all'{ % -5 ce. di insulina attiva.

Per risolvere il quesito se la maggiore produzione di maltosio fosse
dovuta ad azione catalizzatrice dell’ insulina sulla maltasi o a presenza di
diastasi sull’estratto pancreatico istituimmo altre csperienze.

TaBeLLy 11.

Ricerche sulle diustass, Temperatura di reazione 230,

SIS emmes o e e
Quantita di maltosio in ce. 20 di soluzione
Tempo d'amido con insulina tipo L 11 11] 0 . .
. j R . sserva:iond
di reazione P " T I
| my ng. 1 mg.
N\——«
15 ora Tracce Tracee Tracce L'insulina adoperata ¢ di 3 di-
. verse preparazioni.
1 y » " 11
L1 2 26 I8
2 ore 34,5 32 27

Soluzioni con diversi estratti di insulina L-T1-ITI: 150 ce. di salda d'amido
al 29 4-20 ce. di insulina,

Identici esperimenti vennero eseguiti, adoperando estratti di insulina il
piu possibile esenti da proteine e attivi alla dose biologica di 1 ec.

In tutti indistintamente non fu possibile rilevare né presenza di dia-
stasi pancreatica, né azione sulla velocitd di reazione della maltasi,

Lsperiense sulla catalasi, — (j servimmo del metodo gassometrico, mi-
surando la quantita di 0% moleeolare sviluppato in una data nnity di tempo
da una soluzione diluita all'| 5 "o di H0% in presensa di eguali quantita
di sangue prelevato dallo stesso animale per ogni esperienza.

TaBELLA II1.
tiicerche sulla eatalass. Temperatura 2¢-.

Temno 0%molecolare sviluppato dalle soluzioni
( 1 eat: 1 1 g 0 (f N . v .
i rcazlione -d1/ catalasi (rldottfl a 3:1(1_1 Hg mm.) Fattore Osservazion
senza insulina con insulina
2 minuti ce. 10 1 190 L'insulina ¢ ricca di
4 N 18 20 161 proteine.

6 25 oS 1H2
8 » 30 3 145
10 » H2 15 140
12 3,2 # 143
14 BN a2 147
16 36,0 BN 155
i YRl N 154
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Soluzione senza insnlina: 30 ce. di H?0%-diluita a 50 ce. -~ 9,02 di
sangue in soluzione -5 cc. H®O.

Soluzione con insulina: 80 cc. di H20? diluita a 50 cc. - 0,02 di solu-
zione di sangue -'- 5 cc. di insulina.

TasELLA IV,
Ricerche sulla catalasi. Temperalura di reazione 25°.

! Ossigeno molecolare sviluppato
@ '1;‘:;:“0 dall e_ soluzio Ti di ¢ 1 tal ;xisri Fattore ., Osservazioni
senza insulina | con insulina
2 minuti ce. 45 i - - Insulina ricea (i so-
1 T N 125 stanze proteiche.
6 » HA T~ 125
S s 156 ‘ 154
10 120 153 R .
SERNN 1264 165 | W .
[ET. 120.6 171 Lot ;
6 134 17 P !
, W

Soluzione senza insulina: 30 cc. di H?0? 1,) ° dilunita a 50 ec. -- 0,12
di sangue -}~ 10 ce. di H*O.

Soluzione con insulina: 31 ec. di H20® 1.5, diluita a 50 ce. - 0,12
di sangue -- 10 cc. di insulina.

TaseLLa V.
Ricerche sullt catalasi. Temperatura 25°.

Tempo Oisviluppaltudallasqluzione 0% molecolare sviluppato Fattore ®

di catalasi dalla soluzione di catalasi {X'attore?, Lo

ai S S Osservazioni
reazione senza con senza con ] 1

insulina insulina 1 insulina, . | insulina 11
2 winuti{ ce. 5,06 ) ce. 6.1 6.0 133 | — | Estratti  di
- - . ; insulina pit
4 ) 15 16.4 15,5 12,2 09 | — puri.

6 ) 18,0 20.10 14 18,8 INON BT
) » 21,0 210 23 AR — | —
10 ) 23,0 25,4 243 240 - -
12 ) 24,2 25,1 26,0 254 03] —
14 » 25 2.8 27 26,8 w3 —

Soluzioni senza insulina: 25 ce. di H20% 1,5 ¥, diluita a 50 ce. -- 0,04
di sangue - 5 cc. di H®0.
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Soluzioni con insulina: 25 ce. di H20® 1,59 diluita a 50 cc. - 0,04
& sangue -+ 5 cc. di insulina.

L'aumento qualche volta notevole. che riscontriamo nei valori di cata-
lasi per opera di estratti non molto puri di insulina, trova riscontro in
certo modo nei risultati di Henrv Iscovesco, il quale ebbe ad osservare ta-
lora un contenuto nom dubbio di catalasi negli estratti di pancreas.

Risultati negativi abbiamo ottenuto ricercando la lipasi o facendo agire
1'insulina sulla lipasi pancreatica: nell'uno e nell'altro caso non abbiamo
accertato né presenza del fermento, né azione catalizzatrice.

In base alle nostre osservazioni dobbiamo ammettere che la presenza
di scarse quantitd di diastasi e di catalasi negli estratti di insulina somo
da considerarsi impurezze del metodo di estrazione della sostanza attiva
endocrina, e che I'insulina sui fermenti da noi sperimentati non esercita
alcuna influenza. Ci proponiamo di studiare gli effetti dell’insulina sulla
zimasi.


















