
6. A. V. ORTALI e D. STEVE BOCCIARELLI - Inattivazione di batteri con 
raggi ultravioletti. Il fattore tempo. 

Riassunto. - Sul ceppo Eschzrii:hin coli K 12 è stat,o studiato I'ef. 
fetto di inattivazione dei hatteri per azione dei raggi ultravioletti, per 
stabilire se esso dipende dal tempo durante il quale la radiazione ha 
agito sui hatteri, a parità di dose. E' stato stabilito che, quando l'irra- 
diazione avviene durante periodi di tempo brevi, ciob dell'ordine del 
minuto, esiste una dipendenza dell'effetto di inattivaiione dal tempo. 
Cib dimostra che tale effetto B .  per lo meno in parte, dovuto non a mu- 
tazioni geniche, ma ad alterazioni dei processi chimici che interessano 
il metabolismo cellular~. 

Résumé. - On a étudi6 l'effet d'inactivation des bactéries par 
l'action des rayons ultravioli~ts sur la souche Eschenchin coli K 12 pour 
Btablir s'il d6pend du temps pendant lequel les hact6ries suhissent 
l'action de la radiation, à doses égales. On a pu constater que, lorsque 
la dur6o de I'irradiation pst hrbve, c'est-à-dire de l'ordre de la minute, 
il existe une relation entre l'effet d'inactivation et le tenips. Cela d6- 
inontre que cet elfet, tout ou moins en partie, est du. non pas à des 
mutations de gBnes. mais A drs alt6iati~n.ì de ph6noruènes chimiques qui 
intbressent le m6tabolisrne cellulaire. 

Summary. - The inactivating effect of ultra-violet rays on hac- 
teria has been studied on the Eschcrichia coli K 12 strain to estahlish 
whether this depends on the time during which the bacteria has been 
exposed to the radiation in equa1 doses. It Iias been found that. when 
the irradiation occurs during hrief periotls of bime, within the range of 
a minute, a relation exists hetween the effect of inactivation and the 
timo. This shows that the effect is, a t  least in part, due, not to a mu- 
tuation of genes, bui to an alteration in tha chemical processes which 
affrcts the cellular metaholism. 

Zusammenfassung. - .\uf einem Stanim von Eschrrichia coli K i 2  
ist die die hkterienvirulenz herahsetzende Wirkung von ultravioletten 
Strahlen heobachtet worden. um festzustelien, iob diese bei gleicher Dosie- 
rung von der Zeit ahhnugt. wahrend dei dir Strahlung auf die 
kkter ien rinwirkt. E.r ist frstgestellt worden, dass eine Abhangigkeit 
der Virulenzminrlerun,v von rier Zeit tlann beateht, wenn die Bestrahlung 
wahrend kurzer ZeitrBurrie. d. h. von Minutendauer. erfolgt. Das heweist, 



1.  - INTRODUZIONE. 



.;tat,i~ aleuiie \ - i i l t t ,  t r i i t n l o  i i i a  i 'oi i  ri?.;iiltnti i io i i  ~ l c l i i i i t i v i  i \  ., n, '. 'O) e 

wn i r add i t t o r i .  
D 'n l t ra  parte, i i ici i tr i .  113 wpwi i v i ze  su Urosophi ln s o i i i ~  statti fattc, 

p:r In innssiiiiti parte, i i i i ~ t t t i i ~ i l n  iii C\-itleiiz;~. col  i i ieti i t ln l:IB, mutaz ion i  
I i . t r i l i  Irgate a l  sesso, 11. vsperirnze su h n t t r r i  r iguardani i  in\-iw per In 
pii1 I 'eifetto lelale si i l ln pnpl; iz ini ie,  p~ i r i i i e t t rn i l o  soln d i  \-nliitare il 
n u n i ~ ~ i o  d i  hn t t c r i  w s i  iiivnl):ici i ~ ~ r n d i i r r i ~  i: i~lnnie dopo csserc stat i  
iri:iilinti. E\- idei i tcnir i i t r  i io i i  P rigoroso, i11 q i im tn  mso,  [ n r l a i e  d i  IIIU- 

Iazioni l i l tn l i ,  ; i i icl ir sr i . t~nic r isul ta iI:illn Ict tcraturn i3sistiwte sull'ai.. 
n ~ i i r ~ o ,  t i  1 . 4  I ia i i i in ot t iv i i i to cur\-c d i  i i intt ivniini i t !  ili hntter i  :L 

t i l ~ i  i ~ s p ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ x i i ~ l r ~ .  ;iii;iln;hr iIiiiiiili ;i i l i i ~ l l e  i.Iii. i ln i ino Ic i i i i i tn i io i i i  l i - ta l i  
in I)ro.s<ipliiln i11 fiinzii,iir: dalla i l o w  (, l ,  '). 

1,~ i,adinziniie r i l t a i n i t t ~ ~ ,  i i ie i i t rc è d a t a  s<ilii iw; i i i i r i i te  risata 
~coirie ;i;+~iitr i i i i i tc~grnn iw l le  rsp:rit~i iae si i  I ) r ~ ~ i o p h i l n ,  l i t i  n\-iito i i i w c e  
a i i ~  i n  q i i r l i i ~  d i  i i i : i t t ivaaini~r d i  hnt.trr i .  I h t n  I;& possibi l i th 
1.11. n l i i i rno  iliiii pi~rtr ~Irl l ' : ixiono iIi,lln i a i l i n i i n i i i ~  iiltra\-idi:tta sui bat -  
I i , r i  sin i lnvutn a i l  i~ f f t . t t i  fntochi i i i ic i  che i i i t ~~ ress i n i i  In v i ta  r o s\.i- 
l i i l ~ p n  di.1 h a l t i ~ i ~ i o  i i i i l i ~~c i i i l cn tc iu~ :n tc  ,la ~ ~ v c i i t i i a l i  i i i i i t i i i i t ~ i i i  seniche, 
I >  iht i  n i ic l i~ !  i rrs i~ I t ,a t i  r l i s co rh i i t i  n t t r i i u t i  i l a i  iIi\-i>rsi ?iiil,>ri i i t* l Io $tu- 
cli:~ i l c l l r  ci irvo ili inatti\-azione d i  ha t te i i  i i ir i l iai!te i~;i~l i ; izi i i i ic u l t i nv io -  
I v l t t ,  h i ~ n  riti*iiiitn i ~ppn r t i i no  i w p i r c .  i i r i  iwn t rn l ln  i le l  fattore 
tcnipo s i i  hnt tcr i  i m i i l i n t i  i ,oi i  qrirsto irirnzo. 

2. - CONDIZIONI SPERIMENTALI, 



dei batteri da irradiare. abbianio per la prinia parte di qucste esperienze 
( l0  e 2' gruppo) diaframmctto la sorgente, in modo da eliininarr i raggi 
riflessi latcralnicnte. oppure eliminato il riflettorc~: nclle seguenti (P e 
4 O  gruppo) abbiamo usnt,o tutto il fascio di luce, nia controllando accu- 
ratamente l'unitormità del campo in modo da utilizmrr solo la regione 
dal fascio in cui I'intensitii si manteneva cnstantc. Il recipiente, cilin- 
drico, che conteiieva In sospensionv di germi do sottoporre all'irradia- 
zione copriva del resto una superficie di soli i .5 cm'; la distanza mi- 
ninia alla quale abbiamo irradiat,~ 8 circa 50 cni. 

Kon abbiamo usato luce monocromntica ppr non perderp intensith. 
desiderando chc le esposizioni fossero brevi p ~ r  evitare possibili altera- 
zioni dei preparati nelle esposizioni di inaggiorc durata. D'altra parte 
ahbismo riscontrato che la presenza di radiazioni dello spettro visibik 
non p~oduceva alcun processo di inattivazione (controllo n. 6) nè alcuna 
sensibile riatt,ivazionc dei germi nel breve tempo durante il quale si fa- 
crvano le irradiazioni (controllo n. 6). 

b) Le misure dell'intensità luminosa venivano fatte a niezzo di pili, 
termoelettriche Kipp e Zonen. la cui sensibiliti B ,  secondo i dati della 
CASR, 1.25 x 1CPV per 1 erglsec. cm', in accordo con le tarature da noi 
fatte a mezzo di un dispositivo potenziometrico. 

I1 primo r il secondo gruppo di misure sono stati fatti irradiando i 
batteri eon circa 41.000 ei'g/cm2 per min.; i seguenti con circa 60.000 
erg/cmz per min. 

Nelle misure d'intensitù veniva sempre detratto l'effetto di zero sulla 
pila dovuto alle radiazioni termiche, il qnalr era tuttavia sensibile solo 
alle distanze minori dalla lampada. Misurando l'intensità totale del fa- 
scio luminoso, e non della sola regione ultravioletta, si ammette natu- 
ralmente che lungo tutto il fascio luminoso le due grandezze siano tre 
di loro proporzionali: poich8, soprattutto a cansa della presenza de,l 
riflettore metallico ciò poteva anche non essere vero, abbiamo control- 
lato che i rapporti di intensità della sola regione ultravioletta dello spet- 
tro, isolata a niezzo di un filtro liquido. alle varie distanze, fossero uguali 
a i  medesimi rapporti misurati per il fascio completo. 

C) Le esposizioni venivano fatte a distanze diverse dalla lampada, 
determinate in modo che le rispettive intensità stessero ira loro in rap- 
porti semplici; e poichè la dosr complessiva D somministrata è legata 
all'intensità i e alla durata dell'esposizione dalla relazione: 

i tempi di esposizione stavano anch'essi in rapporti semplici 



Ogni serie. 11i esposizioni, coniprendente ci08 tutte le esposizioni per 
1,utte le durate prest:ibilite, veniva sempre eseguita nel tempo minimo 
possibile, non interrompendosi niai la serie di ,esposizioni se non quando 
qiicsta era coinpleta. 

Appena irradiata, la soipensi~nt. 1-eriim pnrtata in altra stanza dove 
si faceva I'insernenzamento su piastra. 

d) Preparazione d~:ll'cniulsione: il ceppo Escherichin di I< 12 col- 
tivato su Kut r i~n t  . \ p r  Diico distribuito in tubi a becco di clarino, dopo 
24 11 di incub;iaioiir venne eiriulsionato in soluzione fisiologica e Idvatii 
pii1 volte wntrifti:ando e rièmulsionantio sempre in soluiinn~i lisi«lo,qica. 
Tale emulsione. indicata nei protocolli come N \-ecchia n ,  wnne  lasciata 
stabilizzare in :.liiiicciaiu a 4' per circa un mrse e dopo tale periodo usata 
pcr le prove. L'eniulsione t <  vrccliia )n, per quanto avesse l'inconveniente 
di non essere molto serisihili alla radiazione e di diminuire ancora 
di sensibilith col passare del tpinpo, offriva il  vantaggio di avere il ti- 
tolo hen noto e caratteristiche costanti. L'emulsione fresca veniva. iii- 

vece. usata appena raccolta. dopo una vnliitazione nefelometrica gros- 
solana del numero di germi presenti. Tale tcmilsione non veniva lavata 
ma soltanto diluita fino al titolo usato per l'irradiazione. La diluizion~, 
usata tanto per I'rniulsione u vecchia ,) che per In fresca era quella che. 
dopo irradiazione, pote\-a venir seniinata su piastra direttamente i n  
modo da evitare ulteriori diluizioni. L'tmulsione, portata alla tenipe- 
ratura del ghiaccio fondente. veniva irradiata sempre a temperatura 
costante e conservata, sino a1 inomentn del piastramento a temperatura 
costante e al huio. Il piastraiiii!nto veniva eseguito sotto luce verde, per 
evitare la riattivazione. 

e )  Piastramento. Tranne qualche conta del numero di gi:rriii capaci 
<li dare colonia. fatta col mrtodo ilrll'njar-stripes (l'), tutte Ir colonie 
sono state fattr su p ia~ t ra  con tre strati di a p r .  Le piastre venivano 
preparate con un sottile strato di agar sterile ben gelificato. Su tale 
strato si wrsava 112 mi3 ~lelln miiilsione irradiata I ,  del controllo, e si 
emulsionava accuratamente con altro iigar sciolto e portato a 50°. Si 
lasciava gelificare e poi si versava sopra un terzo strato di agar ste- 
rile a SO0. 

Dopo conipleta gelificazione si pnni\\i~no le piastre in t,errnostato r 
si leggeva dopo h di incubazione. 

Oltre' al ceppo Escherichin coli K l2 nhbiamo usato altri ceppi i n  
iquanto il K 12 6 portatorr [ l i  h n t t t ~ i o f n y ~  il che nvri,hhr potuto far in- 

(li) STIRLINR A., STEVEYS M., LAWLEY D, .  ?OIODY munta on ~tr ipes  of agar in 
tubes J. Gen. Mierob.. 1960, 4,  33!1-344. 



f i  1)isti.ihiiaioiii- i w u a l r  iIi41i, wjii~siiiorii. I>i,i. qiiiiiitii I ' i r i t k i t i i  
d~11u larii~indii vrnisw coiitroll:it;i slwssri i I i i i~ : i i i t<~  l'irs:~(liazione, alltc 
scopo di nvitnrc 11% consqiienzc (li iin'r\-i~iitii;i11~ tliiiiinuzinnr o anniento 
drll'int,ensit,R dni'ante 11% prove i, alln .;colio di aiinullari~ l'effetto di ad-  
wrhinirnto dei gcrnii allr  jiercti dcl rrcipieiitr icontrollo n .  2). abbiamo 
distribuito rasualniriiti~ i campioni di ngni siii:.~ila seri(% srcondn le h- 
hd lc  di distrihuziorir rmuale di RSHEH I' YTES ("). Pertanto l r  seri,, 
di esposizioni che rilictrvuno 111 iiic<li~siinii csprrienza venivano esepuiti* 
una dopo l'alt,ra, inn i singoli tempi di irraggiaiiimto c h ~  eraiin stabiliti 
per ogni serio venivano, invcw, ~listrihiiili i:wsitalincnt,r c In semina SII 

piastra veniva fatt:~. serie per scrir. imniedialan~ente dopo I'irradiii- 
zionr. I n  tal  maniera veniva eliiriinatt~ quiilunqnr possibile w r o w  sist'.. 
niatico doviitn ti variazioni di condii-ioni sprriment:ili i id tempo d u r a n k  
il qualr venivano fatte le esposizioni. 

3. - RISULTATI SPERIMENTALI. 

Lr e s p ~ r i ~ n z i !  fattv pci. stahiliiv si. I'c~ff14tii di inattiwaionc della 
radiazione u. v. su E. coli E cnstui i t~~ al viii.ini.r r l r l l ' ~ s p o s ~ ~ i i m ~  si divi- 
dono in quattro gruppi d i r  iliffi~ri~imiiii pri. nlciiiir condiaiiini sprri-  
rn~nta l i .  

1Jn prinio gruplio di  ~wywrienn i. stiito i x y i i t o  usiniln hattci'i 
Iisvati da nnii coltiirii a\-enti: 2 iiivsi di dii  ~ I l i n c i  ieiiiulsionr vec- 
chia \-. 2-11). 1.a sos~~ensiorie ii~riidiiit~i i ~ i ~ i i I ~ ~ i i i ~ \ : i  <:ii,r,;i 1000 pernii/cniJ. 
Li1 quantità prclevuta p r r  l ' irradiiii irin~~ rra  di li u i i \  queyta veiiiv;~ e s p  
sta cntro iina vnschettn cilindririi scopcrtu : i~en t ( .  una basv di  10 cili. 
di dinnietrn: lo sprsiorc di~llii siispi~iisiniii~ siil f~ i i i~ lo  dr.1 wi~il~irrit i .  ei.;i 
prrcii, circii 15 inni. 1.n ~gitii loir.  i111 iii.i;i pro\-\i.ilr\-ii I:III> 10 siisyiensionc 
venisse cc~ntiniiiirnente i.iiiioss;i I evitiii.~ eli<. un;i a l  dri batteri 
aderissc alla parete. Vciiivn tnttnvin usat~i  s r~ i i i~ i i~ i  i l  iiicdcsiiiir~ reci- 
pientr per I'rsposizii~nc, in iiirrdo (1;i diiiiiriniri~ qiiiinti~ ~ i o s s i l d i  I'eveii- 
tiialc perdita di germi iIo\-iitii : 1 1 1 1 s i 1 1  alli. ~iai,i.ti. coiiipcnsniidol:~ 
col numero di peiini clir. i il di;t:iwnrsi n ~ I I ' ~ s ~ ~ o ~ i % i o n ~  SUITPS- 

(12) F I S H E n  R .  A , :  YATE-: F.: Statistira1 tahleg Olirirr 6 Berd: Londra 194:). 



siva. Llata la i l i s t r i h i i z i~~r ie  i~i~wii.;;iiii~~iitr ciisiiale W. "Lf) dellc varie 
i y n s i z i o n i ,  I ' r r i r ~ i i -  i l < i \ i i t i ~  ;i cliirst<i ~ ' l i ~ l t i ~  d i  ;iilesionr ;ille paret i  n o n  
poteva in f l i i i rc  sui r i~s i i l t a t i  ~ l t ~ l l ' i ~ s ~ i i ~ r i e n i n :  ; ihhii i i i io esrgiiito, ;t questo 

il 1:~~111r1>111i n. 2. 
La dose cniiiplcssivn s i~ i i i i i i i i i i s t i~ i t i t  t,ra tI.000 r~ rg /c i i i 2  min. La 

sorgente rrn ~l in f rn i i i i i in ln .  I I c i i i ~ i i  g l i  espi~siaioii' orano W ,  :!O', l " ,  2"'. 
4". La serie con iy l r t :~  (li i~sposixioni  e siicci*ssivc conte venne eseguita 
I:$ volte, corn~)les.;i\-;iiri~~~~tt~ in w i  giorni .  

l ~ ~ s i i n t  i r rn i l i i i tn  \-i,iii\-tr seii i i i intn i r i  tl icei tuhi. F'rr ogni 
vsposizione q i i i i i t l i  s i  f i r iv \ ; i i i i~  IO voritr i, vi. i i i \ i i  presa l a  media di que- 
ste i i m e  dato ~ l r l l ' i ~ s ~ i t ~ r i ~ ~ ~ ~ i a .  I (Iati (l14lc t5 w r i e  così o t te i i i i t i  n o n  
craiio pwìv dir i~t tnniei i t t r  i ~ i ~ i i f i ~n i i t ah i l i .  in quanto di l for ivano per iin 
fattore <li ~~r<~ l i i~ i . i i <> i in l i t k  r l r ~ i i t o  per l a  iiinasiiiia parte a l la  i l i f l icoltA 
d i  t i tn lnre ogni  v o l t ; ~  ~YIII pri~cisiorie In sospensione d i  partenza. Abhianio 
i leteirir i i into qiii.stt~ f i i t tnre d i  ~~ ropo rz i o i i a l i t h  n inezzo delle linee di re- . . 
gressiniie tracciati- p r  IN' [ w n t i  lisi d i  ogni  serie 

Durata della 

irradiazione 



I qriippa rrpmw!izr. - Etiiulsioiii~ yvriiii d i  2-3 mnai di 
rotiwrvatn iii glii:ierinia. Irni4isti , 1000 g?rnii/cui::. 
Uorv 41.0011 er.g/cin? riiiii. - s ~ p r ; ~ ~ ~ i r e ~ e  g<.rmi nn.m$ 

i rrsultati 1~mi~111~ssivi drlli, l 5  niisiirc sono iiassunli i i ~ . l l ~  Tah. I I: 

nel graficri della fig. 1. Iri ordinali, soni, posti i nuiniri di colonie cnn- 
tate. in nicdin, per ciascun tempo di irradiazioiie. e in ascissa i tempi 
corrisl,onderiti. Gli errori sono wliitati dagli scarti dili valori otti~niili 
in ciascuna serie dalla niedia, secondo la forniuln : (orrore standard) 



nunirro di germi inattivati ilalln rniliazionr ilnl t ~ ~ i p o  durante i l  quale 
tale radiazione h stata somriiinisti.iita: piìi precisainente la rrirdesima 
dose si dimostra meno i~fficnce SP snn~ministriitil in tempi hrrvi niizichk 
in tempi rdativainente lunghi. 

Le semine dei germi per i l  coiitp::in ilelle i:ol»nic venivano fatte 
scmprc in  tnhi. La soprnvvivrnm ilri erriiii i l o p  I'irrndiazione r ra  dal 
!M al  :IOyk circa. 

I l  secontlo griippo di wpericnw ilifferisw ilal primo siilo in qiiant<i 
la rninlsione irrnrliata cimttvwvn ii i i  nniiirrii assai basso i l i  gernii/rmz 
o prwisainrr i t~ iIa :i0 n 300 ncrir t i lc i~i~.  Esm veniva prelevata dalla 
strssa emiilGmc che f>ra srrvitn ~ I T  I P  ~ ~ s p r r i ~ ~ ~ i i ~  pri~ct:denti. C che 
;tvevn orinai 4 mesi di cth. 

I risultati ittteniiti sono riassniiti f i n  piw.wt~ialc 111.1 iiornero di co- 
Iitnir contate da batteri irrniliiiti in :IO") iirlla 'l'ah. I I riportati nel 
graiiro della liz. i?. ( h s r n n  dato dclla 'i'ah. II rwnlta dallri I I I P ~ ~ R  (li una 
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30 4 16 
rcmpo in minuti 

F L ~ .  3. 

111 griipym c s p < r i r n z i .  - Eiiiiilsions~ i l i  i uirhi di ( ' t i ,  <oiiriri:it; i  i ~ i  gliineiiaie. 
1rr;tdi;ati ?l~.iliii~. !iiUii. l i l i *  gcwini/cil>:i. I l w c ,  50.11iiii erg/ciii2. 

erg/cm2 rn i i i .  L i n s i n  dv i  ;i\i.iiii i.i.ii ~~i. ir i ; i i  v,whis.;iiiia ic i rcx ;il 
i i I 1 t i , i i i l i i  ili ii.iwilii~zi<wi. s t i i i i ~  4iili r ido t t i  n tre. e p ro lun-  
PH~II t i  l f i  iiiin. i ilrllii i~ i ; j~~~si . r i~>r i i .  i n i n i  diirliitii. L 'emn l -  
s ir~i i r  d i  yriiii iri.iiili;itii c o n t i w ~ ~ n  20, 2.iWIO. 20.01N) ;~mii i /cri i? Coniv 
si wdr  dalla l'nll. 111. cl ic r i i i ~s i i i i i t ,  i i ln t i  i lwv i i i i i ~ i i t i i l i .  (. dnl grafico cor- 
r i? ]~ondimtv (fig. :Li, ui in  i i i i l i i  i ic l l '~~ i l icac i ; i  tlrll;i itidiazionc. dal  
t r i i i po  si puì, r i t r n r w  p r < w i l i i  sc\\$\  IN,^ l,, i ~ n i n l s i i ~ ~ ~ i  p i i  r i r r hc  d i  pernii. 
in conrortlanzn cori i i t  ~ i t t< , i i i i t n  p r ~ ~ r r i l r n t i ~ i ~ i ~ i i t ~ ~ .  (;li error i  sono 
a s s i  fort i ,  mn non abhin11111 sitvi iuto n p l ~ n v t u i i ~ ~  wg i i i t n r~ -  I1rspnrie,nzii 
in questv condizioni ~ i i i i l i c i i n t l i i  ~ w f r r i l ~ i l r ~  la~i~ i~ i r i .  con cniulsioni di 
perni i  d i  24 h ,  rliv s i~ r i< i  n o f i i i i n i t i i ~ n t ~ ~  11iìi scr is i l i l i  tigli v l lc t t i  d r l l e  rn-  
diazioni. 



11. colonie 

4 i3 
tempo in minuti 

FIG. 4. 

I Y  v a p p o  txpcrzcnzs. - Emulsione di 24 ore di ( , t i .  Irradiati 400.000 germi/crni. 
Dose ~0.000 erp/cmi min. - Soprnrrireiiea germi ilrll'orilino <le11'1/100. 
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piente, qursla perdita scompare iTab. VI-b), probahilmeiite perclib il 
numero di germi che si <listacca h l l a  parete per l'agitazione del li- 
<!iiido c o n i p w ~ ~  i l  numero di grrini che \ i  aderisce. 

:I) .4ssorbinirnto 1Ic.i ruy!li 1111rai:ioldli nella sospensione dei germi. 
- Per garantirci che effetti di :~ssorl>imento o diffusione di raggi ul- 
trir~ inlett,i nella sospenaiono di germi non potessero alterare i rrnultati 
ilell~t csperirnze, :ibbiaino mepiiito due tipi di controlli: i l  primo, di car:it- 
tere lisico, è consistito nrl I i~ lngr~ i fa r~  lo spcltro i*incsso dalla nostra 
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4c si t i cn r  conio r t ic  iii n : s i  t t i  li. iii-i.;Ii.i, ~ ~ s l w i ~ i i m i i ~  ahl i i ; i~ i i<i  
i r radiato (i cm3 di s o s l ~ i ~ i i s i o i i ~ ~  i qii:ili, ni.cl i  sti%i i w i p i c n t i  i isnt i  pi3r 
Ic ~ n r f ~ v e  d i  riii s n p .  cost i t i i i \nn~o IIIIII sti.;ilii ili ~ i i i i i l s i ~ ~ i i e  ili spi:ssoi's. 
i n f r i i o rc  n l cni. i- r l i i n rn  r l i i ,  nrssi in r f i d l o  d i  n s ~ ~ i r l ~ i i i i r i i t o  d r l l n  r:i- 
diazioni, piiii i n  a l r i i i i  iiir1110 ;I\VI.I, i i i f l u i t ~ ~  sil i  i ~ w l t a t i  (li qnvsI,* espr- 
rienn.. 

4) Disfrihu:irinr .stniisi ici~ dr!lli r r rov i  d i  e i s ~ ~ r ~ ~ a z i o n c .  - -  Pw aver,. 

unli \-ali i t i~ziont* dr11;i ~ t t ~ i ~ l i l ~ i l i t i  i t i  s ~ r r i n ~ n t a l i ,  nh l i i~ i i i i n ,  p r i  
t i i l t i .  li, s w i r  d i  i i i i s i i r i~ .  rnn t ro l l : i t~ i  dii. In d i ~ t r i l i u i i n i i i ~  dei va lor i   ossi^ 

vat i  ( numr io  d i  colori ir pc r  pi;isti,;i prr ogni serie d i  10 p iast r r  semi- 
nati* dopo (~ynni i r rad iminnr)  rorrispontlrsse allo dislr ihnzionr statistic:~ 
r i rh i rs ta  rlallri srr i i )  d i  Poissnii. 1-rri i icandn che pw ogni successionr d i  
dat i  o t t rn i i l i  dnllv I0 ~ ~ i : i s i i r  In  1-aiinnm r is i i l tasw circa ugnalr  al ln mr- 
i . \ h i i : n i  t u t - i  i i t i l i i n i t o  n n d i r  11, sci.ii. chi, ~ i i ' iw i i tnvano  una 
v:~ i i i i iun t r r  n qnnt l rn  v n l l t ~  In ~ii(di:i, 11nti1 In d i i l i u i l t ~ i  d i  ntlrriei-e distr i -  
huzioii i  n i ig l ior i  t, dnto il fnt lo rhr l ' w r ~ ~ r r  di i i i is i i ia r r a  val i i t i i tn at-  
t r aw rsn  g l i  scarti i l r l l n  i i i r i l in  ol t i rni i t ;~ I r i t ~ s r ~ i ~ : ~  sc i i r  dalle n i r d i r  
complessive. 

.\hbinnio rsclurn Ir sri.iv di piasti,i. c l i r  ~ ~ i t ~ s r r i t n v s n o  nieno di 10 co- 
11mi1. IIIY 11iaslrn nvr i i i l i i  i~ iscni i t i~nto. i i i i ~ i l i i i n t ~ ~  In i l is t i i l~ i iz ione di P . k  
son, chc con li. nirilir hassr ~ i n f c r i o r i  n 4 rnloi i i i -  prr' piastra) il n n m r r o  
di piastrr  con prichr r i ~ l o i i i r  era snpcrinrc in inaniwn s i~ i i i f i ca t i \ -a  a1 
nunivrn previsto. Prr t r i i i t< i  nlibiairio p w i  cnmc ni;ir~iiir d i  s i rnrez i ;~  
la  mrd in  10. 



letti è praticanier~te prodotto SOIO ilalli: satliozioni di Iiiri:.lii:zza d'onda 
inferiori a 3000 A Pcr g~rant i rc i  che possibili cilrtti spuri dovuti alle 
modalith dell'csperienza (p. es. alla prrnianr~riza della sospensione di 
batteri in nnn iitiiinsicra ricrn di ozono. rippiire oll'rsposizione dei bat- 
teri :illa railiazionr- termica emessa iincli'essii. e inevitnbiliiiente, dnlln 
sorgente Iuniinosa) potessero influire sni rrsultiiti nttrniiti, abbiamo 
provato ad irradiare la sosprn~innt- di I)atl.t:ri (fresca) nelle solite con- 

ilizioiii, filtrando perì> la luce attraverso una Iaslra di vctro cbe sape- 
vamo, dai dati spettroscopici, capace di assorbire tutto l'ultravioletto 
mtremo fino n 29% A. I dati della Tabella TI11 così ottenuti non mo- 
strano apprezzabile effetto di inattivazione in queste cnndizioni: se si 
tiene conto che, quaudo si irradia con tutta la luce ilella lampada, l'ef- 
fetto di inattivazione è tale che la percentuale di batteri che B capace, 
dopo l'irradiazione. di dare ancora colonie. B solo de11'1,'l00, si pos- 
sono considerare questi dati sufficienti a dimostrare che gli effetti di 
inattivazione, in base a i  quali sono stati ottenuti i dati finora esposti, 
cono escliisivaiii~iitc dovuti all'azione di radiazioni di lungliezaa d'onda 
inferiore R 29'25 A. 

6) Controllo dclla capacil i  di riirt1ica;ione della la>npada usata. - 
Sapendo che In Iniiil)nda usrta dava, oltre d l ' u .  v, .  un'intensitù non 
trascurabile di luce dello sprttro visibile, alla qnale nntoriamente i: 
dovuto iin effetto di riattivazione di batteri inattivati con Ince u. v , .  
abbinmo voluto anche controllare se la lampada desse riatt,ivazione della 
popolazione bntterica ilurante l'irradiazione stessa. Una popo!naionrt 
hatterica giù inattivats con una dose unica, wnne  esposta alla Ianipadn 
a i  tempi nsati altrimenti per I'innttivozioni*. Le varie eniulsioni eranir 
protette dall'u. v. più spinto mediante la lastra di vetro di cui al con- 
trollo precedente. Coirit: mostra In Tnb. IX. durante le irradiazioni non 



rioli~:i iivtxisi nlruii eIIrttii di r i i i t l i \ i i~i i i~i t~ (181 p i i i t i :  della laiiipadu usata 
corri(, sorpmtr  di r~igpi  u .  v. Lii ~iol~iiliizi~mr- iiiiidiiit;~ pote\-a riceversii 
rssere riattivatii dalla Iuir rniessii da ii i i :~ liiiiipatlii n tilanii~nto da YOO \T 

TABELLA IX 

Hintlivazioile dwiiln alla 1a~iiw:l;i i ~ s i t : i  corrir sorferite di raggi ti.! 

con un'0i.a di esposizione, ti.ricnd<i l ' r i i i~ilsi~iii i~ iii gliinciin fondente. 
1 dati rolativi a qurstn pro\-:i sono iilwitati  r i ~ ~ l l ; ~  l 'al~. X. Da qiiestii 
sembra doversi rit,eiierc che cinulsiimi inatti\-atc roii nnn ugualr dosr 
nia 11 trnipi differenti. i v n s r i w n i ~ ,  i i i i i i  \~nltii ri:itti\-ati*, 11. differenze chi, 
abbiamo visto per I'inatti\-aziorit in fiiniioiii, dr-l frittni~, t i w p .  

Se una stessa ilose di r a g ~ i  ultra\-inletli i. ilivei~sanienlc eflicace nel 
prodnrw l'inattivazione di hattrri qii:indo vrnpa snniministratn in in- 
tervalli di tempo di I i i n~ I i~zza  di\-wsn. riìi siqnilicn clic, anche sv i raggi 
ultravioletti, comr è statn nffwnialri da tlkersi .I.$.. sono c a p r i  di pro- 



durre mutazioni Itttali, ngendo direttamente sul nene, non & tuttavia 
solo a questo fenomeno che si deve ascrivwr I'effctto di inattivazione 
sui batteri. 1.8 dipeiiilrnzn di questo r,ffet,t.o dal tempo durante il quale 
avviene l'irradiazione prova infat,ti che I'inat,tivuzione B prodotta anche 
niediante processi che non ilipmdono da azione dirctta d ~ l l e  radiazioni 
sul patrimonio genico della <dliila.  

Questn cnnclusionr. del resto, non i: in disaccordo con le nostre 
copizioni  sui processi che possono essere prnvnrati da queste radiazioni 
in elementi biologici. Infatti tali elementi, dal punto di vista fisico- 
chimico devono essere'considernti come nn insieme di molecole, buona 
~ w l e  delle qiiali composte di un numero molto grande di atomi, sog- 
~ c l t e  a continue tiasforniazioni n cause di molte renzioni chimiche che 
avvengono tra  di loro. Non si conosce n& la  natura di queste reazioni n& 
il loro numero: si può dire soltanto che la presenza di alcuni elementi 
o d i  ceitc condizioni nmbirntali & necessaria allo svnlzersi dei processi 
chimici ~ssenziali  alla i-ita della cellula. Si ritirne poi che la massima 
[:arte di questi processi si svolga in prrseuza d'acqua. dato che questo 
r l m e n t o  costituisce circa 1'80% della massa cellulare. 

L'arrivo di fotoni di qualche volt di energia ne.lIa compagine mole- 
colare che costituisce la cellula non puh avere altra azione che quella d i  
rnnipere dei legami chiniiri r favorire la creazione d i  altri, alterando 
rosi Incalment,e I'andanwnto di reazioni chimiche che si andrebbero al- 
triiiienti naturalmente svolgendo. Ci capisce che quanto più numerosi 
sono i fotoni che arrivano sulla cellnla, tnnto pii1 numerosi saranno i 
radicali che si libcrnno e tanto pii1 varie le nuove reazioni che avranno 
protnhilitA di compiersi. Noi sappiamo che nrlla celluln vi sono deter- 
minate sostanze come gli enzimi. gli acidi nucleici, le lipoproteine, i poli- 
mccarirli ecc., In cui presenza $ essen~iale per la vita della cellula stessa; 
non sappiamo perì> quali rrnzit)ni chimiche interessino qnrsti composti 
n pnrt,ino alla loro priduxione: non possinnio quinili farr alcuna ipo- 
tesi neppure sulla possibile azione dt4la railinaiiw~ ultrn\-iolvttn imme 
ilpente p~rt i i rhatnrr  di tali reazioni. 

\Inlti speiinientntnii ;da '' n '') hanno provato rhe, n mezzo drlle 
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radiazioiii ioriiiaanti 1, ultra\iolette, si possono rornprrr anelli di con-  
posti organici. innttivarr eniinii 1- decomporir l'acqua con formazionv 
di radicali liberi chi. possono agire come forti ossidanti o riducenti; dato 
il ~ r a n d c  nuiii~ro di molrcolc d'acqua prrscnti ii~llii crllula e In prii- 
babilit,ìi che la niassiin:i parte delle rraziorii cliiinirliv si svolgano in pri-  
spma di acqua,è da ritenere che I'azioriv drllv radinainni sull'acqua 'siil 

tra le piìi importanti di qiirlli chc si possono ~ir~iiliirii~ nrlla conipagiiii~ 
cellulare. 

La deconiposizione dell'acqua prr azione dei raggi ultravioletti pui) 
aversi nialprado che 1'H20 nou presenti prat,icaniiwtr assorbimento in 
qucsta regionci dello spettro: le uniche due righe di assorbiniento per 
). = 1760 A e ), - 1360 A sono deboli e appartengono all'ultravio- 
letto piìi spinto. Il forte assorbimento che si ha tuttavia tra 1800 e 
'HHI A P dovuto alla presenza degli ioni Okl (l8) e a questo si deve la. 
formazione di altri radicali liberi. Per quanto riguarda le alterazioni 
che possorio subire molecole di vario tipo in soluzioni acquose, le ri- 
cerche fotochiniiche non hanno dato alcun resultato definitivo. E' in- 
fatti estremamente difficile stabilire, anche per molecole assai semplici. 
quali legami chimici abbiano maggior probabilith di essere rotti e quali 
reazioni si possano a \ w e  tra i radicali liberi così formati e quelli esi- 
stenti per deconiposiziono dell'acqua (", ", " O ) .  E'  inoltre da ritenere: 
che nella scissione di legami chimici dovuta alle radiazioni si produ- 
caiio, per la susseguente formazione di nuovi composti, anchc radicali 
che reagiscono utilmentr per il prolungarsi della vita della cellula (") e 
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che l'effetto di inattimzione non sia che il resnltato della somma di 
molti effetti, utili e nocivi, tra i quali prevnlpmo questi ultimi. Il nnt,(i 
fenomeno del recovering (J', ", ', ") conforta questa ipot,esi. 

1Inica ipntesi che si puir fnre in hwe alle conoscenze che si hanno 
finora sull'argoniento, in reli~zione :il rcsultato da noi ottenuto, cioè la 
ilipendenza ilell'effetto di innttivnzionr dei batteri dall'intensith della 
railinzinne ngente, che le indinaioni iilt,raviolette provochino nell'am- 
hito ~:ellnlnre ilclk rrnaioni fotochimiclie di.1 tipo a catena: cnratteri- 
stica di qwste i'enziniri i?, inintti t39: che il rendimento quantico varia 
con I'intrnsith della luce, e nornialm~nte decresce al crwcere dell'inten- 
sitii. i l  che corrisponde a quanto si deiluce dal grafico della fig. 4 per 
I'inntti\niinnc: di E. coli; che inoltre il rrntliniento quantico varia con 
la concrntrnzione delle sostnnze rengrnti. i l  che B compatibile col fatto 
ila noi osservnto che. se il iiuiiiero di cleinrnti irradiato B assai hasso 
i( IOo/cm3), l'effetto di inattivazione si abbassa sensibilmente; chr 
infine la presenza i impuri& influisce no!evolmente sulla lunghezza 
drlla catena; P noto infatti, nel caso di batteri. che traccie di determinate 
sostanze (coniposti contenenti grnppi snlfidrilici. alcoli e glicoli, idro- 
solfito di sodio, prodotti intermediari del metabolismo e prodotti me- 
Inholici) (") nyisciino quali agent,i protettivi nei riguardi dell'azione 
delle radiazioni sui hatteri. 11 latto che colture giovani siano più sen- 
sibili delle vccchit. pu0 rientrare in questo ultimo ordine di fenomeni, 
in relazione alla presenza, nelle vecchie colture, di un numero rilevante 
di batteri morti i quali evidentemente costituiscono una distribuzione 
di materia organica, nella sospensione di batteri irradiati, nella quale 
è probabile nhbiano sede reazioni in compctizione con quelle che si pro- 
ihicono nei hatteri viventi per nttivnzione di rnol~cole da parte di raggi 
iilt,raviolet.ti. 

L'ipoksi che radicali lihcri, rnriic si ottengono per azione delle ra- 
diazioni, possano dar Inogo a rrnzioni n catena, è stata avanzata recen- 
I~~niniit~e anche (la W. Ji. ~ I . E  ('O) a conclusione di considerazioni sui 
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resultati quantit,ntivi da lui ottenuti in dur. ordini di fenomeni origi- 
nati dall'azioni~ di ragpi X: su solnzioni, e precisamente: l'azione prot,et- 
tiva di detrrniinnie sostanzr nel processo di inabtivazinne di cnzinii (I 

parte di enzimi r In denininazionc delln plicina. lin esenipio di nnn 
reezionv a catena iniziata dai radicali Ofl e H pr?i già stato dato dti 
F. S. 1)aiw.i.o~ (:") nel caso della poliinerizaazion~~ dell'arrilonitril~: i, df.1 
iiirtilnerilonit~rili~. 

Il fatiii clic gli A h .  chr linnno priinn di noi tentnlo di mettcrv i i i  

rilievo una dipendcnan dcll'effett,~ di inattivazione dal tempo di irrh- 
diazionc non abbinric trovato il resulinto di1 noi ottenuto, puli Iacil- 
inentr asciivcrsi a1 iiindo col qiinlr sonri st,atr fattr Ic esperienze: nni 
infatti abbia1110 non solo dctwininat,o rapport,i di numero di sopravvi- 
venti quando tratbati rigornsamentc nrlle stessc condizioni, ma anclii. 
usato benipi di irragpinni~nto pariirolnrnii~ntc 1)rievi. Allungando i tenqii 
di esposiaionr~. 11% nostre strssr rspfiri(>n%~. di lnn~trano (ilg. I )  che I ' t s f -  

frtto va scnnil~nrcndo. 
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