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Biochim ica. — Riduzione deWacido colico ad acido desossicolico 
ad opera di Clostridium biferm entans isolato da fe c i umane (*\ N ota 
di M a r ia  C e c il ia  C o c u c c i e A n n a m a r ia  F e r r a r i  (*#), presentata (** (***)#) 
dal Corrisp. C. A r n a u d i .

L a riduzione dell’acido colico (3 a , 70c. , 12 a-triidrossicolanico) ad acido 
desossicolico (3 oc , 12 oc-diidrossicolanico), operata  dai b a tte ri in testinali, è 
s ta ta  oggetto di studio da p a rte  di vari A utori, che l ’hanno rip ro d o tta  in vitro 
in varie condizioni sperim entali. T u ttav ia  questa trasform azione è s ta ta  
o tten u ta  sem pre con colture m iste  di m icrorganism i e la ricerca della form a 
m icrobica o delle form e m icrobiche responsabili della riduzione è s ta ta  finora 
in fru ttu o sa  .[1-2—3].

S oltan to  P ortm ann  in un lavoro del 1962 riferisce dell’isolam ento di un 
m icrorganism o descritto  come uno schizom icete a form a di bastoncino, G ram - 
negativo, im mobile, che aveva operato  la trasform azione in istudio, « ap p a
ren tem en te  in co ltura p u ra» , m a solo al prim o trap ian to  dopo l ’isolam ento 
da p iastra .

In  un  precedente lavoro [4] abbiam o riferito  di una coltura m ista , p ro 
veniente da feci um ane, che operava la riduzione dell’acido colico ad acido 
desossicolico m antenendo tale capacità  indefinitam ente nelle successive sub
colture. T ale riduz ione . veniva da noi o tten u ta  successivam ente con una 
co ltura m ista  degli sporigeni facenti p a rte  della coltura to tale  in presenza di 
Escherichia coli, indi con la co ltura m ista  dei soli sporigeni anaerobi, ed infine 
con una co ltura pu ra  di un  m icrorganism o anaerobio sporigeno.

Q uesta  form a m icrobica è s ta ta  iso lata da una coltura m ista  di spori
geni, u lterio rm ente  selezionata per aggiunta di una concentrazione m aggiore 
di acido colico.

In questo lavoro riferiam o deH’identificazione del m icrorganism o di cui 
sopra e delle condizioni sperim entali nelle quali si è o tten u ta  la trasfo rm a
zione dell’acido colico ad acido desossicolico in colture pure successive.

M a t e r ia l e  e m e t o d i.

Condizioni colturali: il m anten im ento  in coltura si effettuava in R .C.M . 
Oxoid in anaerobiosi in vaso di Politi [5] a 37°C.

Identificazione del microrganismo', oltre alle comuni prove per la d e te r
m inazione delle ca ra tte ris tich e  m orfologiche, colturali e biochimiche, per le

(*) Lavoro eseguito presso il Centro di studio per le trasformazioni microbiche di idro
carburi, steroidi e derivati del Consiglio Nazionale delle Ricerche (diretto dal prof. C. Arnaudi).

(**) Le ricerche descritte e la stesura della nota sono state compiute dagli autoii in 
condizioni di assoluta parità (C. Arnaudi).

(***) Nella seduta del 12 giugno 1964.
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quali si sono u tilizzate  le usuali m etodiche, si sono usa ti i seguenti terreni 
più specifici:

Brodo cervello: 2%  cervello di bue liofilizzato, 1% peptone, 0,1%  
glucosio, 0,001 % cisteina cloridrato;

Brodo V F: secondo P revo t [6];
R .C.M . Oxoid;
A gar sangue: secondo Pun ton i [7];
Terreno al rosso d ’uovo: secondo Pernice-M acrì [8];
A lbum e di uovo coagulato: secondo P untoni [7];
A gar siero di sangue coagulato: secondo Puntoni [7];
T erreno alla cellulosa: secondo Pochon [9] ;
P appa di p a ta ta : secondo D e’ Rossi [io].

L a  tossicità si è saggiata m edian te inoculazione in tram uscolo di colture 
di 24 ore in brodo glucosato su topi e ra tti , la patogenicità  m edian te inocu
lazione so ttocu te  e in traperitoneo  di sospensioni di spore in soluzione fisio
logica.

Prodotti utilizzati: acido colico B .D .H . (p. F. 198° C), acido desossicolico 
B .D .H . (p. F. 169-173°C).

Condizioni d i trasformazione: L a trasform azione dell’acido colico ad acido 
desossicolico veniva s tu d ia ta  sia con colture in accrescim ento sia con cellule 
non proliferanti.

Nel prim o caso il terreno di M arcus-T ala lay  [11], aggiunto dello 0,05 % 
di acido colico, veniva insem enzato con il io  % di una co ltura del m icror
ganism o in R .C .M . Gxoid incubata in anaerobiosi per 4 giorni.

Nel secondo caso, cellule del microrganismo venivano fa tte  sviluppare 
in R .C .M . Oxoid in presenza dello 0,002 % di acido colico, oppure in presenza 
del 5% del filtrato  am icrobico della coltura m ista  di m icrorganism i in testi- 
nali [4]. Dopo 16 ore le cellule venivano centrifugate sterilm ente (10.000 X 
g a 5°C), lava te  sem pre sterilm ente con tam pone fosfatico (0,02M, pH  7), 
indi sospese nello stesso tam pone in presenza dello 0,05 % di acido colico, 
p ortando  la sospensione a densità di 1.18. L a le ttu ra  veniva e ffe ttu a ta  allo 
spettrofo tom etro  « Spekker A bsorptiom eter H ilger type H 760 » con filtro 
speciale per tu rb id im etria  H 508, con vaschette da 0,25 cm.

Separazione e riconoscimento del prodotto di trasformazione: Le colture 
venivano e s tra tte  con una  m iscela di cloruro di m etilene-aceta to  di etile 
(1 : 1 vjy); dopo disidratazione con solfato di sodio, l ’es tra tto , p o rta to  a 
secco in corrente di azoto, veniva per un prim o controllo crom atografato  su 
p iastre  di gel di silice, p repara te  secondo la m etodica di B arbier e t al. [12]. 
Il sistem a mobile usato  era: benzolo -  acetato  di etile -  acido acetico 
—\H 20 (11,5 : io  : 2,5 : 1 v/v). Si rivelava con H 2S04— H 20 (1 : 1 v/v) e altri 
rivela tori più specifici p rep ara ti secondo A n thony-B eher [13].

U p  aliquota dell’es tra tto  (circa 6 mg) veniva indi so ttoposta  a crom ato- 
grafia di ripartiz ione su colonna di H yflo Supercel (Johns M an ville Co.), 
resa idrofoba per esposizione a vapori di dim etildiclorosilano (Pierce C he
m ical Com pany, Rockford Illinois). L a  fase m obile u sa ta  era: m etanolo
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C a r a t t e r i s t i c h e  c o l t u r a l i  e b i o c h i m i c h e  (condi
zioni anaerobi che).

Agar comune inclinato: scarsissimo sviluppo.
Colonie superficiali in agar comune', puntiform i.
Colonie in profondità in agar comune', piccolissime, bianco g iallastre con 

centro più scuro e bordi più trasp aren ti irregolari.
Colonie superficiali in terreno al rosso d'uovo'. colonie b iancastre, di d ia 

m etro  medio (3-4 mm), non m olto  sopraelevate, a superficie non p e rfe tta 
m ente liscia, lucida, non secca, con bordi lievem ente irregolari e p recip ita to  
bianco, so tto stan te  e in torno alla colonia, notevolm ente debordante dalla 
colonia stessa, nessuno s tra to  iridiscente.

Colonie in profondità in Liver Veal Difco'. dapprim a piccole lenticolari, 
di colore biancastro, assum ono len tam ente notevoli dimensioni.

Brodo comune', scarso sviluppo.
Brodo glucosato: buono sviluppo, sedim ento mucoso di colore b iancastro , 

produzione di H 2S, nessun annerim ento.
Brodo V F : buono sviluppo sedim ento mucoso di colore biancastro , 

produzione di H 2S, nessun annerim ento.
Brodo R .C .M . Oxoid'. o ttim o sviluppo, sedim ento mucoso, nessun anne

rim ento , produzione di H 2S.
Bròdo cervello', buono sviluppo senza annerim ento.
Agar sangue inclinato', scarso sviluppo, nessuna evidente emolisi.
Colonie in agar V F  aggiunto d i sangue', lieve emolisi in torno alle 

colonie.
Albumina d'uovo coagulata', d igerita com pletam ente ed annerita.
Agar siero di sangue coagulato', digerito ed annerito.
Pappa di patata', nessuna idrolisi delLamido.
Latte', com pletam ente digerito.
Cellulosa'.in a ttacca ta  ^.nche con aggiunta al terreno base di piccole 

q u an tità  di R .C .M . Oxoid.
Gelatina', to ta lm ente  fluidificata ed annerita , produzione di H 2S.
Nitrati', non vengono rid o tti a n itriti, n itra ti presenti.
Indolo'. p rodo tto  in tracce.
H 2S : viene p rodo tto  in grande q u an tità .
Acqua peptonata'. buono sviluppo, inaltera to  il pH  (7).
Idrati d i carbonio in acqua peptonata'. acidifica notevolm ente glucosio 

(pff 4,5) fru ttosio  (pH 5), inulina (pH 5), sorbite (pH 5); acidifica lieve
m ente la  glicerina (pH 6). N essuna azione su lattosio, galattosio , m annite , 
amido, destrina, saccarosio, salicina.

Optimum di temperatura'. 370 C. D iscreto sviluppo anche a 20° C e a 45 °C. 
Anaerobico stre tto .

N on patogeno e non tossico per topi e ra tti.

C onsultati il Bergey's M anual of Determinative Bacteriology [16], il 
Traiti de Systématique Bactérienne di P révot [17] e VAnaerobic Bacteriology
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in Clinical Medicine di Willis [18], il m icrorganism o in esame è risu l
ta ta  classificabile come Clostridium bifermentans (W einberg and Séguin) 
Bergey et al.

E s p e r i e n z e  c o n  c e l l u l e  n o n  p r o l i f e r a n t i .

Dopo 3-4 giorni di incubazione a 37°C  in vaso di Politi, le sospensioni 
di cellule, p rep ara te  come descritto  nei m etodi, venivano estra tte . Esse si 
rivelavano alPesam e al microscopio a contrasto  di fase costitu ite  esclusiva- 
m ente da spore.

Dopo aver consta ta to  con crom atografia su s tra to  so ttile  la presenza di 
un p rodo tto  di trasform azione dell’acido colico con R / e re a ttiv ità  crom atica

Fig. 2. -  Separazione dell’acido colico (mg 2,98) e dell’acido desossicolico (mg 2,40).
Fase stazionaria: 4 cc cloroformio-eptano (9 :1 ). Fase mobile: metanolo-acqua (58 : 42). Hyflo Supercel idrofobo: 4,5 gr.

corrispondenti a quelli delPacido desossicolico, si procedeva alla separazione 
su colonna dei due acidi biliari.

L a separazione dei due steroli veniva contro llata  sia crom atografica
m ente che spettrofo tom etricam ente utilizzando come controlli acido colico 
ed acido desossicolico del commercio, previam ente purificati sulla colonna di 
ripartiz ione descritta .

R iportiam o i risu lta ti di una esperienza effe ttuata  con cellule sv iluppa
tesi in presenza di acido colico: le figure 2 e 3 dim ostrano rispettivam ente  la
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separazione crom atografica dei due acidi biliari e l ’id en tità  dello spettro  
di assorbim ento fra il m etab o lita  in esame e l’acido desossicolico di controllo.

N um erose esperienze da noi effettuate  con cellule non proliferanti di 
Cl. bifermentans hanno rip rodo tto  qualita tivam ente  i risu lta ti dianzi esposti, 
tu tta v ia  le q u an tità  di acido desossicolico o ttenu to  variano dal io  % al 44 % 
rispetto  alla q u an tità  di acido colico di partenza.

Fig"* 3- Spettri di assorbimento dell’acido colico (----------), dell’acido desossicolico (............. )
e dell’acido desossicolico di trasformazione (-----------), in H2S0 4 al 65 %.

E s p e r i e n z e  c o n  c e l l u l e  i n  a c c r e s c i m e n t o .

T-e colture di Cl. bifermentans in terreno di M arcus-T ala lay , allestite 
comé descritto  nei m etodi, dopo 6 giorni di incubazione si presentavano 
quasi com pletam ente sporificate. L ’esame crom atografico degli e s tra tti rive
lava la presenza dell’acido desossicolico.
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In  queste condizioni colturali la presenza del filtrato  amicrobico di una 
coltura m ista  to tale, a ttiv a  nella trasform azione dell’acido colico ad acido 
desossicolico, sem brava favorire la trasform azione in istudio.

Conclusioni.

U no stip ite  di Clostridium bifermentans, isolato da feci um ane, è capace 
in vitro di ridurre  l ’acido colico ad  acido desossicolico. Il m icrorganism o si 
è d im ostra to  in grado di operare la trasform azione sia in accrescim ento che 
allo sta to  di cellule non proliferanti.

N on siamo ancora in grado di controllare il rendim ento della trasfo r
m azione, in quan to  nelle nostre  esperienze la q u an tità  di acido desossicolico 
riscon tra to  varia, apparen tem ente  senza alcuna ragione, dal 10% al 44%  
rispetto  alla q u an tità  dell’acido colico di partenza.
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