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TECNICHE E METODOLOGIE 

Separazione dello stronzio radioattivo dal latte 
mediante resine a scambio ionico 

G IOVANNI PORCELLI (*) 

Laboratori di Chimica biologica 

Riassunto - E' stato sperimentato un nuovo m e todo pe r determi­

na re lo Sr89 e Sr90 nel la tte con l 'u so delle resine Dowex 50 x 8. L' intere se 

fondamental e d i questo tavoro è nella rapida separazione dello st.rotlZio 
radioattivo dagli altri ioni presenti n el la tte mediante ammonio-ci tra to e 
ne lla rapida scomplessazione dello Sr-c itrato ammonico risultante con 

a2 C0 3 e NaOH . 

E' stato inoltre dimostrata l' utilità rli determinare lo ione Sr m edia nte 

fotometr ia a fi amm a per il calcolo de lla resa chimica all a via ponderal e . 

r~ducendo così la rlurata e l 'errore d e ll e ana li si. 

Summary. - A new m elhod for de te rminin g: Sr8
" a nrl Sr"0 in m ilk 

b y means o[ Do w ex 50 x 8 res in s has b e.en Leste d. The most inte restin g 
fea ture of this experiment consi"ts in th e rapid separation , by m eans o[ 
ammon ium citrate, of radioactive strontium from o the r ions present in 

milk , ·anrl in the rapid clecomposition o[ resulting: strontium-ammo nium 

citrate wilh . · a"CO, and l'\aOH . 
It was a l o demonstrated that fl ame photom e try de te r mination 

o[ Sr ions i s mitable for calcula tin g th e chemical yield in compariso n with 
the gravimetrie me th od. conside r ably r educing tes t duratio n as well as e rra r 

possibilities. 

L 'ut!li zzazione clelle resine a scambi o ionico pe r la determinaziont> 

dello Sr8
\l e Sr90 nel latt e ha p ortato un d ecisivo mig li oramento dei me­

todi precedentemente impiega ti. 
MILTON G. M. e GnUMMIT W. E. (') hanno mostra to che la sepa r a­

zione de llo Sr clai calioni d el la u e fi ssa ti su resina pnò essere fatta con 
HCI, con la ttato ammon!co oppure. megli o . con citrato ammonico . il quale 

(*) Borsista dei Laboratori di Chimica biologica. 

27 A nn. I st. Super. Sanità (19GJ ) 1, 335-341. 



forma un comples o con il Ca ed il Mg stabile a pH 4,25 ed a •pH 5,05 cm1 

lo Sr r endendo così. poss ibile l ' elu izione de i soli Ca e Mg, impiegando 
un tampo ne citra to a pH 4,25 e de llo Sr con lampone citrato a pH 5,05. 

U n inco nveniente risco n trato ne ll ' uso de l citrato è il fatt o che esso 

forma con lo Sr un compl esso molt o stabile e che quindi non è agevol e 

~cindere il compie so e o tlen erlo i n Iorma ionica. ] EA. MARIE e MlCHON 

G. (') e luiscon o le colo nne con eitra to amm onico 5% a pH 4,25. In ta L 
m odo si complessa no l e te rre rare, i raù!ocollo illi, il Ca e il M g. Succes­
, ivamente si dfe11ua l ' e luizione con citra to ammonico 5% a pH 5,05 e 

si complessa lo Sr , m entre B a e R a restano sulla resina. 11 compie o Sr-ci­

lr.a to veniva poi rlecompo o; to per acifli ficazione a pH 2-3 e forte di luizione 

(1 :10); la soluzione ottenu ta veniva passata su resina ac ida da ll a quale lo 
r \'eniva infine recupera to per eluizione con IICI. 

~1 ,:3 K 
N a 

l 
l 

l 

102J 

2 3 5 

HCe 0.25 n rl (e 0.5 n 

2 

Ca 

Ce 

2 

Cttrò i O NH, 
pH 4.25 

C• tròlo 
NH, 

pH5,06 

Volume d1 

1 Etuo lo 

Ct r rdto 
NH4 

pH 5,6 

F ig. l .. Eluizione rlclla colonna di resina Dowex 50 x 8 contenente i cationi di due 
litri di laue addizionalo di Cs, Sr , Ce e Ba carriers (dal m etodo di R . ·,·hneid er 
per la determinazione del Cs137 e Sr 89 - Sr 9 0 nel latte). 

ScH E IDER R . (") a-pplicando qu esta tecnica a lla fl e terminazione dello 

Sr s• e Sr 9 0 nel la11e inte ro , ottiene volumi 1101evoli di soluzione che occorre 

nuovament e far passare sull a r esina. P er scindere con questo si te ma il 
complesso Sr -ci tra to son o necessarie circa 24 ore. (Fi g. l). 

Ann. Jst . Super. Sanità (19G;)) l , 335-341. 

P er cere 
è cer calo di 
Sr-ci tra lo. 

ci rca ~a 2CO. 

pr ecipilazion 

Secondo 
Ira to ammon 

lubil e i11 ~o 

Ia lo. La olH 

t< sequestran1 
m e tal l i aka l 
stabili là rl i 1 

tempera tura . 

questi fall ori 

ficati per ag~o 
ebo11izione. 

ione ~H ~ . 1 

~ociazion e do 
co,·a lent i e t 

aumenta in ' 

complesso c l 
tan to anmen 
for te concen 

tla lla lempe 

C'<lrb onalo. 

Questo , 

procedi meni· 

d e te rmina zio 

ammoni co 5 

earbona to è 
di y •o procl 

] imitala 1la 1 

d ello Sr "9 è 
con un as or 

della sola ra 

9o<~o circa . 

~uita solo d 

una copreciJ 

sarebbero o 

t>nergia d e ll t 

r "0 (0,61 M 



a pH 5,05 con 
g, impiegando 
a pH 5,05. 
fatto ch e esso 
non è agevole 
RIE e MICHON 
{ 4,25. Io tal 
i l M g. Succes-

a pH 5,05 e 
•mplesso Sr-ci­
n te diluizione 
òalla quale lo 

Ba 

Volume d1 

1 fluo /o 

Cttrato 
NH4 

pH 5,6 

cationi di due 
di R. Schneider 

naz1one dello 
e ch e occorre 
'to istema il 

(196;;) 1, 335-341. 

337 

Per cercare di ridurre sia il tempo che evitare la forte diluizione si 
è cercato di studiare le miglio ri condizioni per decomporre il complesso 
Sr-citrato. Si è trovato ch e, tratando all 'ebollizione con I aOH l2N e 100 g 
ri rca . azCO~ que to si decompone, ottenendo in pari tempo una completa 
precipitazione dello Sr come ca rbonato. 

Secondo la classificazione di ScHWARZENBACH (') il complesso Sr-ci­
trato ammo nico, dotat o di carica e le ttrica , m olto solubile in acqua e in o­
lubile in so lventi organi ci , è formato da un linga ndo chelato multid en­
tato . La sua natura e la sua stabilità lo rendono un istema del tipo 
l< sequestrante)) ("). P er questo i complessi consentono 1li mantenere questi 
m e talli a lcalino-terro i in pre~enza di ioni capaci d i precipitarli . Ma la 
stabilità di un comp lesso dipende fra l 'altro dal pR della solu zione, dalla 
temperatura , ilalla ·presenza e dalla natura di altri ioni in soluzione. Tutti 
questi fattori nel complesso da noi co nsiderato vengono notevo lment e modi­
ficati p er aggiunta di NaOll e 1 a"CO:., in concen trazione elevata e m ediante 
ebollizione. L 'eccesso degli ioni N.a + a caldo sposta dalla soluzione lo 
ione :\T H 1, che è uno ilei l igandi presenti ne] complesso, e aumen ta la dis­
sociazione dello anione citr:co , diminuend o la capaci tà di formare legami 
rovalenti e coordinali. La quantità dello ione Sr t-+ in soluzione, quindi, 
aumenta in quanto, no n essendo più pre ente lo ione NH!, si di strugge il 
<:omplesso chelato non compen a to da H 'aumento dello ione citrato. P er­
tanto aumentand l) la concentrazione dell o Sr ++ libero in pre enza di una 
for te concentrazione dello ione co.-- favorita dall ' agitazione meccanica e 
dalla tempera tura, si ott :ene la prec i·pi tazion e completa òello Sr come 
(·arbonato. 

Questo sistema di decomposizione del compl esso semplifica molto il 

procedimento sinora usato ed apporta inoltre un immedi ato vantaggio alla 

de terminazione dello Sr8 ~ . 11 tempo richiesto dopo l'elu!zione con citrato 

ammonico 5% a pH 4,25 per eluire, precipi tarP- ed i olare lo Sr com e 

earbonato è di circa 5 ore eò in qu esto periodo di tempo la quantità 

di Y 90 proò otta dalla trasformazione de ll o Sr"" nel carbonato è ta lmente 

limitata da no n interferire nel ~ucce · ivo conte:;gio. Per la de terminazion e 

delJo Sr89 è quindi suffic iente eli porre il campione d i SrC03 nel contatore 

con un assorbitore ch e elimini l 'a ttività dello Sr90
• Si o ttiene così il valo re 

1le1la ola radioattivi tà d l) vu ta allo Sr8
" con un rendimento (sul teorico) del 

90~0 circa. In preceòenza la ile termi nazi one rl ello Sr89 poteva essere ese­

guita solo dopo aver allontanato dallo SrC03 , lo Y"" formatasi, mediante 

una coprecipitazione co n Fe (OH)3 • Infa tti , enza que ta eparazione si 

sarebbero o ttenuti ri ultati m aggj orat! di oltre il 40% per la maggio re 

energia delle radiazioni em esse daii'Y"" (2,24 Mev) rispe tLo a quelle dello 

Sr 90 (0,61 Mev) e dello Sr89 (1 ,46 Mev). 

Ann. / st. Super. Sanitcì (1965) 1, 33j-341. 



Per concludere si può d ire ch e s·ullo schema della tecnic.a eli R. 
Schneide r pe r la de terminazione dello Sr89 e Sr"(' ne l latte, sono state 

apportate le seguenti mod ifich e : variazione delle condizioni di decompo ­

sizione del complesso Sr-c itrato con a lca li e d osaggio dello Sr e de l Ca pe r 
fo tometr ia di fiamma più rapid a ed e atta dell 'a nali si pondera te. Quest'ul­

timo do aggio permette .una stand ardizzazione di tutto il procedimen to dato 

che si è me ,o i n evi d enza che le tracce di Ca non influiscono sulla sepa­
razione Sr9"-Y9

'' e sulla de terminazione clell 'a ttività de llo Sr 89
• 

PARTE SPERIME 'TALE 

U n li tro d i la tte intero add izionato di una quantità nota di un sale d i 
Sr inerte (50 mg circa) e di 130-140 cm·~ di r esina Dowex 50 x 8 in forma 
acida (100-200 mesh), viene agitato meccani ca mente per 50' . La r esina sepa­

rata da l latte e lavata con acqua vi ene versata in una colon na a lta l m etr o, 

02,5 cm, e contenente cm 3 de lla stessa r esina in form a aci·da. Con 3 litri 
d i c itrato ammonico al 5% ed a pH 4,25 si eluiscono Ca e Mg, r adiocolloidi 

e terr e rare in 12 ore circa. Con l litro di citra to ammonico a l 5% ed a pH 
5,05 si eluisce lo Sr in 4 ore circa. 

La oluzi one di Sr. con l ' aggiunta di 2(1 cm3 di l\"aOH 12N, è tenuta 
all'ebollizione per 5'. quindj si aggiunge poco per volta 1 a,C0 3 solido 

fino a quando termina lo sviluppo rli gas. Quindi sotto agitazione m ecca nica . 
si continua ad aggiw1gere ::\a"CO,. fino a formazio ne del precipitato. L ' agi ­
tazione della soluzione si cont inua fi no ad e limina re tulla l 'ammoniaca. 
S ucces ivamente m ediante centrifugazio ne o filtrazion e su se tto poroso 

No. 5, i raccoglie lo SrC03 • Qu esto viene -di c iolto cou HN03 6N, precipita to 

nuovamente con ~'iH.,OH 6~ e (NH . )"CO,, e infin e raccolto su un apposito 

filtro tarato di carta disposto su un imbuto di ve tro smontabile . Il disco 
di ca rta con il SrC03 vi ene quindi ess iccato e porta to al conta tore, inter­
ponendo un assorbitore di 100-130 m g/cm 2 onde e liminare l'attivi tà dello 
S r90

• Jl valore della r a rlioattiv it à rl ello Sr~u ca lcola dall'efficienza del 
ront.atore ri petto a K , C0 3 • 

L a presen za di piccole qua ntità res irlue !li ioni calcio non produce auto­
as orbimento tale da influenzare le mi ure. l nfa tt i rl a esperienze compiu te 

con campio ni di K ,C0 3 addiz!onati di CaC03 pe r verificare la variazione 
del rendimento del contatore a basso fondo, i è potuto constatare ch e 
condizioni del m e todo da noi adottato non i notano variazioni ap·prez­

zabili u campim1 i di 100 m g di K.2 CO,, e CaCO., fin o a una percentuale 
calcola ta nel Ca ..-+ di ci rca il 10% . 

Il campione di SrCO, viene quind i di sciolto co n poco H N03 6::\, ad di ­
ziona to di quantità no te rl i Y inattivo e l a cia to a riposo pe r 14 giorni in 
m odo ch e si ~ tabilisca l ' equi l i brio radioa ttivo Sr 90- Y 90 • 

Ann. I st. Supe,.. Sanità (1965) 1, 335-341. 
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La frazione d i Y viene es tratta come Y (OH)3 e prec1p1tata sotto forma 
di ossala to per la misura dello Sr9

", mentre sulla soluzione contenen te lo 
Sr (d iluita ari l litro) si de termina la quantità di Sr (e le tracce di Ca) 
n ecessar ia per il su cce ivo calcolo della r esa chimica. 

La dissoluzione e riprecipitazion e dello SrC03 prm·eniente dalla de­
composizione del complesso S r-citra to è sufficiente per el iminare ogni traccia 
di m etalli a lca lini . E' evid ente che la tecnica proposta può es er e utilizzata 
per dete rminare il so lo Sr 90 nel latte, nelle o~ a, n ei vegetali ecc. con 
l'impiego delle resin e e la su ccessiva eluizione con ).ln complessante quale 
il citrato ammonico . Lo stesso sistema u sato per decomporre il complesso 
Sr-citrato si può applicare anch e nel caso flel comp les~o con il lattato am­
m onico oppure del EDTA. 

P er il cairo lo dello Sr"0 tla ll 'attività dell 'Y"" si è usa ta la formula: 

dove: Cy 

Rsr 

Ry 

E 

f 

2,22 

pC Sr90/litro -
di latte Rss · R ,..- - E · f - 2,22 

è i l numero di c. p. m . ott enuti dal campione eli Y -os ala to 

è il r endimento chimico per lo Sr. 

è i l r endimen to chimico per l ' Y 

è l 'efficienza del contatore per I"Y 90 ossalato 

è il fa ttore di deca d~mento dell ' Y 9
(' 

è il numero di d .p.m. equival enti ad l pC 

RISULTATI 

Si è no tato che, facendo passare nella colonna di re ina 3000 cm 3 di 
citrato .ammonico a pH 4,25 negl i ultimi 50 ml si ha pra ticamente scom­
parsa degl i io ni Ca m entre si comincia a d eluire lo Sr , come si può notare 

dalla Tab ell a l. 

TABELLA l 

Concentrazione d i mg/ 1 di Ca e Sr negli ultimi 50 cms di eluizione dal citra to a pH 4,25. 

Roma 

(RC) Tripodi 

(RC) Sovereto 

Latte 

del 29-10-62 

del 8-11-62 

del 9-10-62 

mg Sr 

10,3 

5,4 

1,2 

mg Ca 

1,2 

0,45 

0,3 

Ann. Jst. Super. SanUà (1965) t , 335-341. 
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Infatti , d opo questa prima eluizione la curva Ca-Sr ripo rta ta 111 fig. 2 

raggiunge quasi sempre il punto di minimo, cioè quando H Ca è sul punto 

di scomparire e lo Sr invece incomincia ad apparire·. E la de terminazione 

c ... 

lO 

Ca 

2 

pH 4,25 

Sr 

L d n d1 [/u af.:J 

3 4 5 

l pH5.051 CITrato-NH, 5% 

Fig. 2. - Processo di e luizione standard per la 
d ete rminazione de llo Sr 89 e r 90 in l litro 
di latte. 

finale dello Sr mediante fot om etr ia a fiamma per il calcolo della resa ch i­

mica, elimina l 'erro re ch e precedentemente i poteva commettere non te­

n endo co nto del Ca presente nel SrC03 determinato per via ponderale 

( Fig. 2). 

.&nn . I sl. Super. Sanità (1965) t , 335-341. 
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TAREI.I..A 2 

Nella tabella 2 sono riportati per alcuni campioni di Latte i valori dello Sr nella 
soluzione di citrato ammonico a pH 5,05 e quelli nel carbonalo dopo la decomp()­
sizione del complesso. 

Latte ~ m~ Sr nPII "eh•ato di ( i tra l o tU~ ~r reCU JlCI'OlO l'O li l(.' 
an1n1on ico a p h 5,05 ·reo, 

Gambarie (RC) 9-10-62 35 33 

Roma 8- 9-62 39 46 

S. P. Avellana (CB) 13- 9-62 37 34 

Cortina 15-10-62 36 35 

L'A. ringrazia il Personale de! Laboratori rli Fi ica addetto alle misure 
di radioa ttiv ità ~- Inoltre l 'A. ringrazia il Sig. ETTORE MAROCCIA del lavo ro 
svolto durante la standardizzazione del metodo. 

2 dicembre 1963. 
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La gas .. cromatografia nella chimica dei cereali 

Nota II. - Variazioni dei lipidi del frumento provocate dal processo 
di panifìcazione e dalla conservazione del pane. 

FRA.l'<CESCO MUNTONI, ENRICO TISCORNIA (* ) e GEROLAMO DE GIULI 

Laboratori di Chimica 

Riassunto. - Vengono descritte le trasfo rmazioni. accertate per via 
gas-cromatografica , ch e subi scono i lipidi dell a farina in seguito al pro­
ces o di panifìcazion e e alla conservazione del pane. Le modifiche princi­
pali consiston o in un aumento percentuale degli ac idi palmitico, sicari­
co e oleico, mentre diminuiscono gli acidi linoleico e linolenico. Le va­
riazioni conseguenti dei rapp orti fra i valori degli acidi g rassi consenti­
ranno di stabili re quale grasso sia stato ad opera to nella confezione di 
pane condito. 

Summary. - The AA tlescribe the ch anges und ergone by flour lipids 
through the baking process and the ageing of bread. The chief modifìcation s 
are a percentual rise of palmitic, stearic and oleic acids. while linoleic and 
linolen ic acids decrease. Ratio variations b e tween the values of the various 
fatty acids enable to detect which type of animal or vegeta] bt was u sed 
in breadmaking. 

Procedendo nel p rog ramma annunciato m occasione dell a presen­
tazione della l Nota (l) a lle rr Giornate italian e della separazione imme­
diata e della cromatografia - 14-.16 giugno 1963 - Mi lano )) , a llo scopo 
d:i stabilire se e quali modifìcazioni fossero subìte dalla parte g rassa 
( estra tto e tereo) della farina a causa dei processi di l ievitazione e cottura 
ed in conseguenza della conservazione , anche lunga, del pane, abbiamo 
effettu ato prove di panificazione con .le farin e adoperate per le prove 
della I Nota. 

L ' importanza della consta tazione di modifich e appo rtate dalla lun­
ga conservazione consiste nel cercare la possibilità di identificare, anche 

(*) Ospite d ei Laboratori di Chimica . 

Ann. 1st. Super. Sanità (1965) 1, 342-348. 
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in sede di analisi di reVISione, che, come è noto, si effe ttua a di stanza 

di m esi dalla fabbricazione d e l pane, i g1·assi adoperati ne lla confezione 
del pane cond ito. 

In primo luogo abbiamo (jUindi ritenuto necessario osserva re le m o­
difi che subite dall a parte grassa del pane, in modo di poter utili zza re 
successivam ente i dati o ttenu ti in u n confronto con quelli provenient i da 

pani condi ti con i dive rsi g rassi consentiti (olio, s trutto e burro). 
A ta le scopo abbiamo orientato la ricer ca p e r .accerta re innanzitut­

to se modifiche si verificassero e, i n tal caso, se esse mostrasse ro un an­

damento costante con il passare del tempo. Abbiamo limitato a sei m esi 
i l p eriodo d i osservazione, poichè è difficile che un tempo maggiore pos­
sa trascorre re tra un ' analisi di con tro llo e quella di r evisione. 

Abbiamo anche cercato di accertare se l' aggiunta di lievito intro­
ducesse per suo conto m o di fiche nei cromatogrammi perchè, come ili­
remo più avanti, è ri sultato necessa rio stabilire se la comparsa di ta lun i 

picchi ·fosse da a ttribuire a sostanze introdotte con il lievito o dovesse 
ascriversi a trasformazioni subite dal g rasso della farina. 

PARTE SPERIMENTALE 

P e r o ttene r e i campioni sui quali svolgere le nostre ricer che abbia­
mo pani fi ca t o farin e tipo O, da l cara tteris tico c romatogramrna perfetta­

mente confrontabile con quello illustrato ne lla Nota l (') e per le qu a li , 
ne lla Tabella l riportiamo la composizione m edia . 

l Prodotto 

i Farina O 

l ; l l 

!616 Jj; 
l l l 
' l 

Composizione dei lipidi deUa farina. 

Il 
Il 

~ o 
n 
o 

rS 

TABELLA l 

1

11 l n n 
CIO c 00 _, 

Or:S 00 
l 

Il 
~ 

Q 
+ 

Lr tr Lr 119,41 

l l 

0,24 tr 1,09 14,63 60,45 3,18 0,62 3,11 ,0,018 13,42 15,72 

l ' 
L e aggiunte a lla f arina sono consistite ne ll ' l % di sa le e ne l 2% di 

lievi t o. 

G li estratti e te rei sono sta ti analizzati con la tecnica e con l'appa-
recchio indica ti nella ota I , ope rando immediatamente d opo la pani -

Ann. Ist. Super. Sanità (1965) 1, 342-348. 
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ficazione e quindi a inten·alli di un mese. In questa pnma fase abbi amo. 
come si è de tt o. operato sul pane ;,enza aggi unta di g rassi. fn una no ta 

successi\ a. già in fase di esccu z!one . r ife riremo sui ri su lta ti ollenuti con 

i l pane condito . 
Rileviamo a questo punto che è opportuno o ttene re gU estrat t i 

adoperando e te re e tilico anid ro . poi ché con a ltri so l,·enti. ad esempi o 

e te r e di pe tro lio, si h a una es trazio ne più co mp le ta , etl anche all o sco­

po di s tand ard izzare il met od o. 
L e piccole differenze che si notano nella e~ t ensione d e i cromato­

grammi son don1te, come e ra on·io a llend e1·si. a ll"impi ego di colonne 

diverse, non potendosi , nel lasso d i tempo descr i Ilo. adoperare un a ·o la 

colonn a. 

Sin d all'osservazione del -primo cr omatog-ra mm a (Fig. l ) abbi amo 
no ta to la comp arsa di pie-ehi. o un loro aumento. e precisam ent e i n u-

Fig. l. Cromatogramma del l" estra il o etc­
reo del pane confeziona to il 
19-5-63. Eseguito il 20-5-63. 

(l) Acido L aurico; 121 Ae. l\'firi sti eo ; 131 
A c. Pentadcranoieo: 1 ~ l \ r. Palntiti t·o : 
( 51 Ac. Palmitol eico l '?i; (6 ) Al'. E ptade­
cano ico i' ?l; (7) A<·. Stcari,·o ; 181 A<·. Olci ­
co: (91 A t. Lino le ico; (lO\ A t. Linolc-

n it·o: 111 • e. Gadoleiro. 

m eri 5 e 6. a ttribuibili , sebuene non con certezza asso luta . agli ac id i 
palmitole ico ed eptad ecanoico. che ne lla fa rina non e rano allatto pre­

senti o lo e rano in tracce minime. Abbiamo quindi ,-o luto contro llare se 
l a loro presen za fosse da attribu ire a l -l ie,·i to . 

Ann. l $1. .'iiiJ>U. Sanità ( 1965) 1, 342-34~. 
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Cromatog rammi eseguiti su e,; tra tt i e te rei d e l lie ,·ito hanno pe rò 

permesso di esc lude re ques ta poss ibilità e pe rtanto SI deve pensare che 
l a comparsa d ei suddell i acidi g rassi d ebba de rivare dalla decompos i­
zione di quelli naturalmente presen ti nella far ina . 

e llo s tesso primo cromatogramma s i no ta inoltre, dal confronto 
con quelli dell e farin e, la compar,;a, prima d e ll'acido !au rico, di picchi 
di lievissima entitit. deno tanti il ,·e rifìcars i di fenomeni di d ecomposi­

z ione. 

Tali fenomen i, com e i può agevolmente o ser vare dalle Fig. 2 e 3, 
s1 accentuano in mani era no tevole con il r assare del tempo. 

Le a ltre difl'erenzc che si possono ossenare sin dall'inizio cons1· 
s tono in un au mento p e ree n tua le d e ll'acid o o le ico ed i n una d iminuzio­

ne clell'ac!do linole ico, fenomeni (• he vedremo accentuarsi , sino ad assu-

Fig. 2. · Cromatogramma dell ' estrallo etereo 
del pane confezionato il 19-5-63. 

Eseg uito il 20-7-63. 

(l ) Acido Lauri co; (2) A c. Miristico ; (3) Ac. 
Pentadctanoi ro; (.! ) AC'. Palmitico ; (5) A.· . 
Palmitolei<'o ( ?\; ( 61 A <' . Eptaderanoico ( ?) : 

( 7) A e. tearico; ( 8) A t·. Oleico ; (9} A c Li · 
nole ico ; (10J Ac. Linolcn ico; (11) Ar. Cado· 
leit·o . 

n1ere una fi sionomia ca ra tte ris tica. m an mano che andrà aumentando il 

tempo di conse r n tzione. 

Risultano pe rtanto sign ifìcati\ e le Fig. 2 e 3 che mos trano in m a· 
nie ra assai chiara l'evo luzione d e l fenomeno. Infatti è chiarissima l'in ­
Yersione yuantita ti,·a d e lle percentu a li d egli acidi ole ico e linol eico. Al-

A nn . 1st. Su w r. Sa11i tà (1965) 1, 342-348. 
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tro dato significativo è fornito dall ' andamento della percen tuale di acido 
palmitico presente negli estratti. Esso tende ad aumentare progressiva­
mente, come del resto sono progress ive anche le altre trasformazioni m­

dicate. 
La Tabella :? riporta il quadro completo dell 'esperienza. Non ab­

biamo ritenuto opportuno presentare anche i cromatogrammi in quan­
to dopo quell o riprodotto nella Fig. 3 si h a oltanto un accentuarsi de i 
fenom eni, sino a raggiungere una certa stabilità, ma non s1 osservano 

p iù vari azioni determinanti. 
Benchè , come abbiamo detto, non si possa essere assolutamente certi 

sulla identificazione degli acidi grassi che danno origine ai picchi numero 
5 e 6 (Fig. l e 2) e nume ri 4 e 5 (Fig.3), si deve però osservare che essi 

l l F ! . ! r-r 
l l l . 

1 i 

T .~ : : :. 

' .+ _.-

i ; i • 
! 

: 

l · ~ 

f . '· -
A ., 1-

Il- >J • '· -·--:-..,..--. . 
·U: l!\ · )\)~ : 1 - ~ - :) .. . _;___ v - ·-· 

\ .... . = C"' o CD 

Fig. 3. Cromatogramma d ell'estrailo etereo 

del pane confezionato il 19-5-63. 

Eseguito il 20-8-63. 
( l ) Ati do Miri sti co; 12) A c. Pentadecanoico; 
( 3) A c. Palmitico; l 41 A c. Palmitoleico ( ?l ; 
(5) Ac. Eptadecanoico ( ?); ( 6) Ac. Steari co ; 
t 7l A c. O le i co; (Bl A c. Linoleico; (9) A c. 
Linolenico. 

confi gurano un elemento caratte ris tico dello svolgersi dei fenomeni di 
trasform azione che hanno luogo con la lunga conservazione del pane. Si 
nota cioè che le loro percentuali vanno gradualmente aumentando, dato 
ch e possiede indubbiamente una sua importanza, anche se dobbiamo obiet­
tivamente riservarci di definire con maggiore precisione la loro origine. 

Nella Tabella II abbiamo anche riportato i vari rapporti dei quali 
l'u fatto cenno nella Nota l C) p erchè abbiamo osservato innanzitullo 

Ann. 1st . Super. Sanità (1965) f , 342-348, 
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che, se confrontali con quelli de lla farina. esst possono se n -ire a un gi u­
dizio approssim ativo sull'invecchiame nto del campione e pe rchè dalle 
loro variazioni in funzion e de l tempo ci forniscono dati ch e saranno assai 
utili, come possiamo fin d 'ora anticipare, per l ' id entificazione dei g rassi 

aggiunti. 

CO~CLUSIONI 

Da quanto e:;posto risulta che la sostanza gra:>:>a dalla farina subisce 

notevoli trasformazioni nel corso del proce;;so di panificazione, ma, SO· 

prallutto in funzi one del tempo, a partire dal momento della produzione 

del pane . 
Le trasfo rmazioni più caratteristich e pro,-oca no : 

l) la comparsa di picchi precedenti all'aci1lo !aurico, innubbia­

mente causati da fenomeni di decompo;;izione: 

2) l ' aumento in percentuale dell ' acido palmitico . di quello ~t eari ­

co ed oleico ; 

3) la comparsa di due picchi, attribuibili probabilmente all ' acid o 

pahnitolt>ico ed all ' eptadecanoico, in misura sempre crescen te: 

4) la diminuzione pe rcentuale degli acidi linoleico e linolenico : 

5) In conseguenza dell e ' a riazio ni suddette s i hanno notevo li m o­

difiche sui valori nei rapporti indica ti nella Tabella 2. 

Con ques ta seconda nola riten iamo concluso il Ja,-oro pre paratorio 
per quello che abbiamo semp re consideralo l' obiettivo principale del no­
stro lavoro: pervenire a l riconoscimento dei grassi adoperati nella con· 

fezione del pan e condito, an che a notevole distan za di tempo. 

7 genn aio 196~ . 
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Metodo rapido per la fermentazione degli zuccheri 
da parte dei Corinebatteri 

S ILV.-'o.:'iA ALBERTI, VITTORIO ORTALI e BARTOLO T U RLA (*) 

Laboratori di Jficrobiologia 

R iassunto . - Viene descritta una nu oYa t ecnica per evidenziare le 
capacità fermentatiYe dei Corinebatteri che p iù interessano la patologia 
umana. 

Tale tecnica, ch e comporta l ' uso di un t erreno solido privo di carboidrati 
fermentabili e quello di dischi di carta bibula imbevuti della soluzione del 
carb oidrato da saggiare, v iene eseguita preparando un agar-germi in piastra 
di P etri. Essa presenta , oltr e a una notevole praticità di esecuzione, sicurezza 
e praticità di lettur a rispetto a m olti dei metodi proposti finora. 

S u mmary. - A new technique is described which sho,~ s t h e ferm enta­
tion capacities of the Corynebacteria that more closely con cern human pa­
thology. 

This techniqu e is based on the use of a solid medium including no fer­
m entable carbohydrates ancl of disks of absorbent paper soaked in the solu­
tion of the carbohydrate to be t est ecl ; i t invoh·es the preparation of an agar­
bact eria mixture on a P etri dish. In addition t o its highly practical execution, 
this t echnique offers sure ancl easy r eadings as compared with manv of the 
m ethocls hitherto suggcst ed. 

Da temp o è nota !" imp ortanza delle prO\·e di fe rmentazione degli 
zucche ri pe r la c lassifi cazione de i Corinehatteri. 

[ terreni tradizionali impiega ti a qu esto scopo sono il terreno di Hiss 
e il brodo con infuso di ce n ·e llo e cuo re (brain heart infusion) . In ques ti 
te rreni la c resci ta s pesso an·iene in superficie. a pellicola. di modo che 
gli enzimi del la glicolisi si trova no nell e peggiori condizioni per espri ­
mersi ; non è possibile, pert anto . otte nere ris poste sicn re e costant i . 

P e r o n · i a re a questi incom·eni en t i a lcuni autori (') suggerì ro no l ' uso 
di un terreno so lido seminat 'J per in fissio ne. L ' impiego d i CJUesto terreno 
permetteva rli Yalu tar e la rego lare r r escita tl e l germe lungo il ra nale di 

~ *) Borsista dei Laboratori di Microbiologia . 

. An1l. 1st. S u}Jer. Sallità (1965) 1, 349-352. 
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innesto e consentiva, inoltre, per le condizioni di semianaerobios i ch e s1 
stabilivano, di ottenere risultati cos tanti e uniformi per tutti i ceppi d i 
Corinebatteri . Tale tecnica , però, presenta l'inconveniente di dover pro­
trarre l'osservazion e per 5 giorni prima di poter dare una risposta defi­
nitiva. 

Al fine di ottenere rispos te quanto più possibile rapide, abbiam o 
sp erimentato pe r i Corinebatteri una m etodica già studiata per altri ger ­
mi da SoTO (2), LucE (3), SANOERS (4

) e VILLA ("). Tale tecnica mette in 
evidenza la ,fermentazione dei carboidrati in piastra mediante :!"uso di 
dischi di carta bibula imbevuti rlella soluzione del carboirlrato da saggia­
re : i dischi vengono disposti sulla sup erficie delragar. Il te rreno impie­
gato, che deriva da un terreno a base di cistina , idrolisato pancreatico di 
caseina e agar (CTA medium-BBL) è, naturalmente, privo di carboidrati 
fermentabili e contiene rosso fenolo quale indicatore. Tale terreno non 
consente, tuttavia la crescita de i Corinebatteri per le particolari esigenze 
me tabo·liche proprie di questi germi: per soddisfare il loro fabbi sogno 
proteico e o.ttene re, quindi, una crescita regolare, è stato necessario in­
tegrare la formula. L ' aggiunta di sie ro di cavallo si è dimostrata la più 
idonea allo scopo e la più pratica. La p ercentuale di siero più d sponden­
te è stata quella de Il 'l% . Si è preferito diluire il siero l: lO per otte nere 
un a migliore r ipartizione di esso nel terreno e una agevole pre parazione 
de ll 'agar-germi facilitando la le ttura de i risultati. 

TECNICA 

I tamponi prelevati dalla gola e dal naso vengono strisciati su ter­
reno di MuLLER ( 6

): le colonje sospette di Corynebacterium diphtheriae 
vengono coltiva te in bra in lze art infusion in termostato a 37°C in agi la­
tore p er 4 h circa. 

Si prepara un agar-germi, in piastra, con cm3 0,2 de lla coltura in 
brodo, cm3 2 di siero di cavallo diltùto 1:10 e cm 3 18-20 del seguente 
terreno: 

Cis ti n a 
idrolisato pancreatico 

di caseina (trypticase 

g 

BBL) >> 

agar >> 

sodio cloruro >> 

sodio solfìt o >> 

rosso fenol o >> 

H 20 dis tilla ta cm3 

0,5 

20,0 
20,0 
5,0 
0,5 
0,017 
1000 

Portare a p H 7.3 Sterilizzare a ll5°C pe r 15' 

.1nn. ! st. Super. Sanitd (19G:;) t , 349-352. 
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:fenolo , di un 
ferm en lazio ne 

I ceppi di 
s io, galattosio, 
carosio, trealos 

N fini del 
saccarosio, la tt 
distinguere il < 
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Il terr eno rle5cr itto differisce dal CTA med ium per la di"ersa per­
centua le di agar. 

Sulla superfi cie di coltura s1 dispongono i di schetti (*) di cart a b i­
bula, imbevuti con le soluzioni dei differ enti ca rboidrati. 

La pias tra s1 pone in termostato a 37°C. La reazione si legge a par­
tire dalla 6a-8" h d i incubazione ed è definiti,·a aìla 24• h . La compat·sa 
sulla sup erfici e del ten eno, normalmente rosso per la presenza di rosso 
fenolo, di un alone giallo attorno ad un di chetto, indica l 'avvenuta 
ferm entazione del carboidrato corri spondente, con produz ione di acido. 

I ceppi dj Corynebacterium diphtheriae fermentano g lucosio , malto­
sio, galattosio, amido, destrina: non fermentano mannitolo. lattosio, sac· 
carosio , trealosio e raffinosio. 

Ai fini della identificazione, la fermentazi one di 4 zuccheri (glucosio, 
saccarosio, lattosio, maltosio) è. a nostro an·iso, più che sufficiente p er 
distingu ere il difterico dai non difterici. Nella Tabella l sono riportati 
risulta ti ottenuti sm ceppi di Corynebacterium della nostra collezione. 

TABELLA l 

Gluc. Saco. Latt. Ma.lt. 

Coryn., diphtheriae l 
T + 

)) pseudodiplrtheriticum -
)) xerose l 

T + + 
)) mycetoides . + 
» haemolyticum + + + + 
)) py ogenes + + + 
» renale. + ± 

co CLU IO ' I 

Il m e todo descritto offre i seguenti vantaggi: 

l) rapidità di esecuzione: riduce. infatti , a poche o re il temp o n­
chie!lto per saggiare la ferm entazio ne dei carboidrati ; 

{*) l discheu i di carta ( n. 2247 Schl eich er & Sch iill) vengon o preparati , previa 
steril izzazione, immergendoli per 24 h in una soluzione al 30 % del carboidrato da 
saggi are. Si usano asciuui e si conservano a 4°C ind efìnitivamente. (Si trovano in 
commercio già pronti per l'uso = Taxos, BBL=) . 

28 Ann. I st. Super. Sanità (1965) 1, 849-352. 
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2) possibilità di saggiare gli zucch eri necessan p er l 'identificazio­

n e m una sola prova; 

3) possibilità di conservazione a 4°C degli ingredienti necessari 

(terreno e dischi) per un tempo sufficientemen te lungo; 

4) uniformità di risultati: mantenend o costante i l rapporto 1111-

crorganismi carboidrati e consentendo ai germi, in cond izioni di se­
m ianaerobiosi, di esprimere le loro prop rie tà metaboliche nel migliore 

dei modi . 

Riteniamo, quindi, ch e q uesta tecnica, p er la sua praticità, possa 
essere di valido aiuto ai Laboratori , e possa contribuire, per ·l ' nniformi­

tà di risposta ad una più rapida e sicura diagnosi. 

20 gennaio 1964. 
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Determ inazione spettrofotometrica 
della demetilclorotetraciclina 

G u::sEPPE I ELA e GrovANN l P AGNOZZI 

Laboratori di Chimica 

Riassunto. - Si Jescrive un metodo per la determinazione della DMCT 
in presenza di altr e tctracicline, fondato sulla r e<lzione cromatica con HCl 
12 N a 100o C. 

N ell 'analisi delle preparazioni farml:tceutiche contenen ti zuccheri la se· 
parazione della DMCT dagli altri costituenti si esegue per cromatografia 
di adsorbimento su silicato di alluminio . 

Summary. - A mcthod is reportcd for th e estimation of the DMCT 
m prcsence of tetracyclines, based upon a colour r eaction with HCl 
12 N at 100° C. ' 

The analysis of pharmaceutical preparations containing sugars is based 
on chromatographic scparation of DMCT from interfering substance by 
adsorption on aluminium silicate. 

La 6-demet il-7 -cloro t etraciclina (DMCT) è un antibiotico appartenente 
al gruppo delle tet racicl ine, prodotto p er fermentazione da un ceppo mutante 
di Streptomyces aureofaciens ed introdotto in terapia nel 1957. 

La formula di struttura è la seguente: (1) 

La DMCT ha la stessa st ruttura fondam entale delle altre tetracicline 
(t etraciclina, ossitetraciclina, clorotetraciclina) e come quest e (2) si identi-

. Jnn. 1st. Supe>·. Sanittì (l !JG5) 1, 3;;3-357-
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fica per via spettrofotometrica a seguito di riscaldamento in a mbiente acido 
in opportune condizioni di concentrazione e di riscaldamento. Il metodo pro­
posto dalla FDA (3) è fondato sulla misura della colorazione gialla che si 
sviluppa riscaldando l 'antibiotico in autoclave con H Cl 6 N per 16 minuti ; 

Fig. l. -Curva di colore della DMCT trattata con H CI 12 N. 

la curva di assorbimento della soluzione presenta un massimo di estinzione 
a 430 m f.l.. 

In quest a breve nota si descrive un procedimento fondato sullo stesso 
principio, soltanto con una t ecnica più semplice suggerita dalle necessità 
di dovere effettuare numerosi controlli e dimostratasi valida anche quando 
la DMCT è associata ad altre t etracicline. 

È st ato sperimentalmente osservato che se si riscalda una soluzione di 
DMCT a 100o C p er 5 minuti in presenza di HC112 N, si sviluppa una colo-

Ann. Ist. Sttper. Sanità (1965) 1, 353- 357. 
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razione gialla con massimo di estinzione a 435 my. (fi g. l) . È stata studiata 
anche la variazione della intensità del colore in funzione del t empo di riscal­
damento c della con centrazione dell' acido cloridrico (fig. 2) ; si è così con­
statato che il riscaldamento con HCl 2 N non promuove alcuna formazione 
di colore a differenza di quanto a ccade con la tctraciclina e con la clorote­
traciclina che sia con HCl 2 N ch e con HCl 12 N danno la m edesima colo­
razione ; il riscaldamento con H Cl 6 - determina ugualmente lo sviluppo di 
colore giallo, ma i coefficienti di estinzione specifici hanno valori più bassi. 

o'f 

1 o o 

l 
7 5 l 

l 
l 

5 o l 

2 5 

o 

l 
l 

l 

l 

HCt 12 N 

• • : 

5 1 o 15 

minuti 

F ig. 2. - Inte nsità del colore in funzione del tempo di riscaldamento. 

La ossitetraciclina dà con HCl 2 N e 12 N una colo1·azione ch e scompare rapi­
damente nel cor o del riscaldamento . 

La validità della legge di B eer è rispettata per un inter vallo di con cen­
trazione di DMCT compreso fra lO e 60 ·r per ml. 

Sulla base di quest e constatazioni sperim entali si è elab orato il seguente 
procedimento: 

25-50 mg del prodotto vengono disciolti in HCI 2 e si portano a 50 
ml. In due palloncini tarati da 50 m l si portano 2 ml deUa soluzion e; si ag­
giu n gono in un palloncino 5 ml di H CI 12 N, n ell'altro (prova in bianco) 
5 m l di HCI 2 N. Si riscaldano i palloncini in bagno-maria bollente per 5 
minuti primi ; si raffreddano con acqua corrente, si aggiungono alla prova 
in bianco 5 m l di HCI 12 _ e si porta a volume con acqua. 

.-!1111. Isl. Slll'fr . • sanilt< (196.;) 1, 3:;3-3a7. 
ì (1965) 1, 353-357. 

----~------------



356 

Si determina la differenza di assorbimento delle due soluzioni in celle 

da l cm a 435 mfJ.; l 'intensità della colorazione è stabile. 
La concentrazione incognita si calcola costruendo prcventivamente una 

curva di taratura con soluzioni di DMCT a con centrazione n ota e trattate 
come avanti descritto. 

DETERMINAZIONE DE LLA DMCT 
I PRESENZA DI ECCIPIE TI ZUCCHERINI 

Il m etodo descritto è stato applicato a preparazioni farmaceutiche co­
stituite da compresse e capsule che non contenevano eccipien t i zuccherini. 

N elle preparazioni sciroppo se e n elle capsule o compr esse contenenti 
lattosio o amido, occorre separare l'antibiotico da questi eccipienti, che, 
come è noto, imbruniscono p er r iscaldamento con H Cl eon e. Si è constatato 
ch e la separazione si può effettuare per cromatogr afia su colonna di silica to 
di alluminio: l' antibiotico in soluzione neutra è fortemente adsorbito , m en­
tre gli zuccheri vengono facilmente eliminati con acqua. 

La colonna di silicato di alluminio si prepara p ortando g l d i allu­
minio silicato su filtro a setto poroso del diametro interno di 15 mm. Si 
lava quindi la colonna con acqua ottenendo uno strato uniforme dello sp es­
sore di mm 15. P er la det erminazione della DMCT si proced e n el modo 
seguente: 

Si p esa una quantità di prodotto pari a circa 100 mg di DMCT, si 
aggiun gono 20 ml di CH3COOH 2 N p er solubilizzarc l' antibio tico, si neu­
tralizza con NaOH l N fino a pH 4- 4.,5 e si porta a volume di 100 ml con 
acqua. Sullo strato di silicato di alluminio precedentem ente descritto si por­
tano 2 ml della soluzione, si aspira sotto vuoto e si lava, sempre sotto aspi­
razion e, quattro o cinque volt e con l ml di acqua fino ad allontanamento 
d ell'eccipiente. Si porta quantitativamente il silicato di alluminio, su cui si 
è adsorbita la DMCT, in beuta da 150 ml, si aggiungono 5 ml d i HCl 12 N 
e si riscalda a bagno-mari a per 5 minuti a lOOo. Si. filtra quantitativamente 
su fi ltro a setto poroso per separare il silicato di alluminio, si lava il filtro 
con 5 ml di HCl 2 N raccogliendo i filtrati in palloncino tarato da 50 m l e 
si porta a volume con acqua. 

La lettura dell'estinzione si esegue a 4.35 mf.l. rispetto alla prova in 
bianco preparata com e segue : 2 ml della st essa soluzione di DMCT sono 
fa tti passare su s trato di alluminio silicato, si lava con acqua e si porta 
in beuta il silicato come avanti descritto. Il trattamento a caldo si esegue 
con H Cl 2 N . 

Il r ecupero dell 'antibiotico dalla colonna cromatografica corrisponde a l 
92 % del teorico. È pertanto n ecessario dividere il risultato della determi-

.-ln11. 1st. Stt!Jer. Sunittì (196J) 1, 3j3- 3ji'. 
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nazione per 0,92 per compensare le perdite doV1tte alla purifìcazione su co­
lonna di alluminio silicato . 

Si ringrazia il prof. F . COTTA- RAMUSINO per l'interesse con cui h a 
seguito il lavoro. 

13 febbraio 1964. 
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Le sofisticazioni delle paste alimentari, per aggiunta 
di proteine animali, rivelate dalla sieroprecipitazione 

VITTORIO )'IAZZARACCHIO, LEOKID.~o. RA VAIOLI e ERNESTO GIOVENALI 

Laboratori d i Veterinaria 

Riassunto. - Vien e dimostrato dagli AA. com e sia possibile, per m ezzo 
della sieroprecipitazione, dimostrare n elle paste alimentari l 'u so di « leganti l) 

costituiti da proteine animali. 
Tali «leganti ll, usati p er impedire lo spezzettamento delle paste lunghe, 

permettono di usare grani t eneri, di minor valore commerciale, al posto di 
grani duri. 

Summary. - The Authors h a ve shown that it is possible by m ean s of 
seroprecipitation to dem onstrate the u se of « binding substances n consisting 
of animai proteins in alimentary pasta. 

These << binding substances >> which are u sed to preven t breaking of 
long pasta permil the u se of soft grain, of less commerciai v alue, in piace 
of hard grain. 

Tra le so fis ticazioni degli alimenti, che in questi ultimi tempi hanno 
coinvolto e m esso sotto accusa i più vari ed impensati prodotti, sono com ­
parse anche quelle a carico delle paste alimentari. 

Esistono infatti in commercio varie qualità di farina tutte però ricondu­
cibili a due tipi di grano: uno t enero ed uno duro. 

n grano tenero, ridotto in finissima farina viene impiegato per fare il 
pan e ; quello duro, macinato in piccoli granuli costituisce la cosidetta semola 
che si u sa p er fare la past a. Fra i due tipi di grano esistono notevoli differ enze 
di carattere m er ceologico nettamen te a favore del grano duro ch e costa circa 
un t erzo in più rispetto a quello t enero. 

Le past e alimentari devono essere fatte con semola, cioè con macinato 
di grano duro ad evitare che si spezzino, si spappolino o diventino ~ollose 
durante la cottura . In particolari casi le past e alimentari possono esser e fatte 
con grani t en eri, ad esempio la pas t a fatta in casa, ma in queste evenienze 
vien e u sato l 'uovo com e << legan te >> cioè come elem ento ch e tenga insieme la 
p asta evitandone lo spezzettamento. Le paste non all'uovo, specie se di for-

. l t<n . ! st. Supn. Srwit{i ( I U6 j ) 1, ~58-362. 
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mato lungo, come « spaghetti n, cc zitoni », cc tagliatelle », cc bucatini », cc sfo­
glia » ecc., non dovrebbero essere confezionate ch e con semola. L'uso frau­
dolento di farina di grano t enero necessita di un cc legant e 11 ch e impedisca 

alla pasta di spezzettarsi. 
Sul prodotto finito le possibilità di rilevare le mescolanze dei due tipi 

di farina distinguendo la semola dalla farina di grano t en ero è limitata da 
m etodi indaginosi che richiedono attrezzature complesse, com e vien e indi­
cato dalla necessità di indagini sp ettrofotometrich e n ell'infrarosso (1) . 

La più pratica possibilità di svelare la frode con sist e nell'identificare 
la sostanza cc l egante >>. Tra quest e vanno prese in considerazione l 'uovo 
(albume c tuorlo) ed il plasma o il siero animale. 

La tecnica di lav orazione delle paste alimentari non comporta un riscal­
damento tale da denaturare le proteine ed è quindi possibile cercare di rive­
lare tali proteine aggiunte come cc leganti >> p er m ezzo della sieroprecipita ­
zione con sieri immuni specifici. Dato però che la frode basata sull' impiego 
dell 'uovo è da ritenersi poco probabile in relazione al costo del prodotto 
la cui aggiunta anzi fa acquistare alla pasta un valore commerciale maggior e, 
abbiamo diretto la nostra indagine soprattutto alla ricerca delle proteine 
animali di origine bovina, eqtùna, ovina e suina eventualmente usate come 
cc leganti ». 

;'11ATERIALI E METODI 

S ieri prectpLtanti monospecifici. 

I sieri sono ottenuti dal coniglio maschio giovan e del peso di 2-3 K g 
secondo la tecnica descritta da MAZZARACCHIO e RAVAIOLI (2). I sieri sono 
su ccessivam ente saturati verso le precipitinc di gruppo ed extra-gruppo 
fino ad otten ere sieri precipitanti immuni monospecifìci, seguendo la t ecnica 
indicata da MAZZARACCHIO (3). 

Preparazione dell'antigene dalle paste alimentari. 

Circa 30-40 g di pasta vengono pestati finemente in mortaio, addizionati 
a 60-80 ml di soluzione fisiologica, posti in agitatore per due ore a t empe­
ratura ambiente (20-24°C) e a riposo in ghiacciaia a 4°C p er 22 ore. Si cen ­
trifuga quindi p er 30 ' a 4000 g e si filtra il supcrnatante p er Seitz fino ad 
ottenere una soluzione madre perfetta m ente limpida. Tale soluzione m adre 
andrà su ccessivam ente diluita l: 2 o l : 4 in m a niera ch e i sieri precipitanti 
possano stratifìcarsi sotto di essa. 

La reazione di siero-precipitazione. 

Viene eseguita con il metodo dell ' anello zo nale, stratifìca ndo il siero 
immune sotto l'antigene . P er una più esatta e dettagliata metodologia si 
rimanda al lav oro di MAZZARACCHIO e RAVAIOLI ( 2). 

--lnn. 1st. S 117Jer. Sanittì (l9G.; ) 1, 358-3a2. 
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22 

23 

24 

AXTIGENE 

Tipo d i pasta 

Pasta corta : 

riga toni 

canolicchi 

glutinata 

glutinata al plasmon 

glutinata a ll ' uovo 

canolicchi r igo ti 

penne. 

avetnaria 

bombolotti tigati 

bombolotti curvi . 

penne. 

punte d'ago . 

peperini. 

bombolotti ricurvi 

bombolotti ricurvi 

glutinata 

Pasta lu11ga : 

spnghetti 

spaghetti 

spaghetti 

spaghetti 

spaghetti 

spaghetti 

spaghetti 

spaghetti 

+ 

TABELLA l. 

------------,--· --, 
AN TI C ORPO 

P roteina l 
'l'otalc g 0

/ 0 

;o:- l 

+ 
0.78 

1.90 

1.59 

l. 20 

0.95 

0.98 

1.00 

1.45 

1.45 

1.40 

0.98 

Ann. ! st. Super. Sanità (l9G.)) 1, 3:i8-362. 
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Segue : T AB.ELLA l. 

l 
AK'L'Il'ORPO 

C:.-l.l\1- AKT I U Jè N E l 
PIO XE - ~iero precipitante unti-

P r-oteino. 

N - --- ---- .~ -- T nt alo g •t. 
Tipo di pasta 

Equi no! Dovi no! Ovino l Sui nn l Pollo 

l ' l l 
l l 

l Segue: Pasta lungn : 

25 spaghetti - l - - - - -

26 spaghetti - - - - - -
27 zitoni . + + - - - -

28 spaghetti + + - - - - ' 
29 spaghetti fini - - l - - - 1.41 

30 spaghetti - - - - - 1.50 

31 spaghetti - l - - - - l. 20 

32 spaghetti - - - - - 1.15 

33 spaghrtti - - - - - 1.00 

34 spaghetti - - - - - 1.30 

35 spaghetti - l - - - - 1.48 

36 bucatini. - l - - - - l. 20 
i l 37 spa~betti -

l 
-

l 
- - - 0.85 

38 bucatini. - - - - - l. 30 l 
l l 

39 spaghetti - - - - - 0.95 

40 spaghetti - l - - - - 0.98 l 
41 sfogli a p et· lasagne a ll'uovo - - - -- + 1.30 

42 spaghetti - - - - - 1. 10 

43 tagliatelle all'uovo - - l - - + l. 30 

44 spaghetti -
l 

- - - - l. o o 
45 zitoni . - - - - - 0.98 

46 ?.itoni . - - - - - 0.98 

47 lingue di passero - - - - - 0.90 

48 spaghet ti fini - - - - - 1.10 

1 

49 spaghetti + + - - - l. lO l 
50 bucatin i . - - l - - - l. 26 

l l l l 
Ami. l st. SujH'r. f:>a11iltì (1965) 1, 35 -362-
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La proteina totale è stata titolata, sulla soluzione madre dopo filtra­
zione su Seitz, con il biureto e lettura al colorimetro con lunghezza 
d 'onda di 540 mfl. . 

RISULTATI E CO SIDERAZIO -I 

Con la m etodica sopra riportata sono state analizzate 50 p ast e alimen­
tari gentilmente forniteci dal Prof. MuNTONI di questo I stituto che senti­
tamente ringraziam o. 

Le past e, ad esclusione di quattro preparate dall'Istituto N azionale 
della Nutrizione - Roma, con pura semola ed acqua e che ci sono ser vite 
come controlli del metodo, provenivano tutte dal commercio ed erano 
giunte in Istituto per analisi di r evisione. 

La maggioranza delle past e esaminate erano lunghe (34 su 50) poichè 
era logico sospettare sopratutto di t ali paste. 

I nostri sospetti hanno avuto conferma dai risultati come in sintesi 
viene riportato n ella tabella l. 

Da essa si rileva che: 

l) il IO % delle paste esaminat e è risultata addizionata ad un << le­
gante >> costituito da una proteina animale ; 

2) nessuna delle past e corte è risultata sofisticata; 

3) le paste all'uovo reagiscono p erfettamente con il stero 1mmune 

antipolio; 

4) v iene quindi confermata la possibilità di sofìsticazioni nei riguardi 
delle paste alimentari lungh e, costituite dall'aggiunta di sostan ze protei che 
animali usate come « leganti »; 

5) il m etodo cla noi propos to si è quindi rivelato di sicura c pratica 
applicazione per svelare l'uso a scopo fraudolento di farine di grano t enero 
al posto di farine di grano duro e p ermette anche di identificare la sp ecie 
zoologica delle proteine animali, u sate come '' leganti », anche in piccoli 
quantitativ i. 

5 marzo 1964 
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Ricerche sull'olio di Jessenia polycarpa (*) 

Lu iGI BO IFORTI e MARIA L. SALVI (** ) 

Laboratori di Chimica 

Riassunto. - È stata effettuata l 'analisi gas-cromatografica dell' olio 
della palma ]essenia polycarpa Mart. e la det erminazione degli altri indici. 

La composizione di quest o olio è qualitativamente eguale a quella del­
l ' olio di oliva, e quantitativamente leggermente diversa, per le percentuali 
di acido linoleico molto basse nell'olio di sejé. 

È stato inoltre effettuato lo spettro di RMN su campioni dell'olio ; 
m ezzo questo ch e può risultare molto efficace per la caratterizzazione degli oli. 

Summary. - Gas chromatographic analysis of oil derived from ]essenia 
polycarpa Mart. palm has been effected and other indexes determined. 

From a qualitative point of view said oil is the same as olive-oil, but 
from a quantitative point of view it is slightly different, on account of a very 
low percentage of linoleic acid in sejé oil. 

Furthermore the RMN spectrum h as been performed on oil samples. 
This method may prove very effective for the determination of oil charac­
t eristics. 

Nel bacino dell'alta Amazonia e in quello dell'Orinoco, nelle regioni 
corrispondenti alla Colombia, Venezuela e Brasile, vegeta spontaneamente 
una palma nota con il nome locale di Sejé, o Milpeso, che corrisponde alla 
]essenia pataua Mart. o alla ] essenia polycarpa, già nota come Oenocarpus 
pataua Mart. (1) . 

Dai frutti di questa palma si ricava un olio, conosciuto come olio di 
pataua od olio di sejé, già impiegato n ell'alimentazione in talune zone della 
Amazonia e della Colombia. 

Malgrado il vastissimo habitat della ]essenia, non vi è oggi che una pro­
duzione piuttosto modest a dell' olio, limitata al Brasile, probabilmente per 

(*) Questo lavoro è apparso in Ann. Chirn., 53, 1399 (1963). 
( .. ) I st ituto di Chimica della F acoltà di Medicina dell'Università f:~ttolica del S. Cuore 

- Gruppo d: ricerca del CNR. - Ospite dei Laboratori di Chimica biologica dell'Istituto 
Superiore di Sanità . 

Ann. ! st. Su per. Sanit<l (1965) 1, 363-368. 



364 

le difficoltà di raccolta del frutto, data la grande dispersione delle palme di 
questa specie. Inoltre non esistono fìnora le culture industriali di tali palme. 

I primi studi sull' olio di sejé sono stati effettuati nell95l, da G. PEREIRA 
P rNTO (2) in Brasile, il quale n e h a st abilito, la segu ente composizione : acido 
palmitico (7 , l %), acido stearico (8,8 % ), acido linoleico (5,2 %), acido oleico 
(72,9 %), glicerin a (4,9 %), insaponifìcabile (1,3 %). 

Potendo attualmente dispor re di alcuni campioni di olio di sejé, prove­
niente dalla zon a di Puerto Ayacu cho, nella zona Amazonica del Venezuela, 
dato l'interesse ch e vi è per i paesi sud americani di disporre di oli comme­
stibili , siamo stati indotti ad eseguire una serie di ricerche su quest'olio con 
l 'analisi gas-cromatografica al fine di avere nuovi elementi per giudicare la 
composizion e che potrà dare indicazioni sulla sua commestibilità. 

Su un campione medio dell'olio è stata eseguita la normale analisi dalla 
quale sono stati dedotti gli indici riportati n ella tabella l. 

Acidità totale espressa in acido oleico per cento grammi 

Grado rifrattometrico (Zeiss) a 250C 

Indice di r ifrazione a 25°C . . 

Grado termosolforico (Tortelli) 

N umero di iodio (metodo H anus) 

Numero di saponificazione 

Numero degli esteri 

R eazione di Blarez 

Saggio di Bellier 

TABELLA l 

g 1 ,4 

62°, l 

l ,4430 

76,0 

194,0 

192,6 

Negativa 

Negativo 

Sullo stesso campione è stata effet tuata la transesterificazion e con me­
tanolo secondo S. ANSELMI ; L. BoNIFORTI e R. MoNACELLI (3) , e gli est eri 
metilici degli acidi grassi sottoposti a cromatografia in fase vapore. 

Nella t abella 2 sono riportati i dati trovati, in confronto con quelli di 
un olio di oliva e della triolein a . 

Dall'esame dei dati riportati n ella t abella l , si rileva che gli indici trovati 
sono molto simili a quelli che si riscontrano nell'analisi di un olio di oliva. 

Dal confronto dei dati riportati n ella tabella 2 si nota che la compo­
sizion e qualitativa dell' olio è sostanzialment e eguale a quella dell' olio di oliva. 
Dal punto di vista quantitativo, la percentuale di acido oleico, dell'81,8 %, 
rientra n ei limiti dell'olio di oliva , mentre è inferiore la percentuale di acido 
linoleico, che scende al 1,9 % rispetto al 4-12 % d ell' olio di oliva. Minori 
differenze si hanno n el contenuto di acido palmitoleico, stearico e linoleico. 

Ann. l st. Snper. Sanilrì ( l!Jiì.;) 1. 363-368. 
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TABELLA 2 

Composizione in acidi grassi (determinata per via gascromatografica) 

l Olio <li somi Olio d i oliva Tl'iOioina 
l d i s~ic c•) c·> (K ahlbaum) (•) 

l 
l Acido palmitico 12,7 % 11 ,2 % 4 , 5 0fo 

l Acido p almitoleico O' 8 o/o l,SOfo 0,4% 

l Acido stearico 2, 6 o/o 2,0 "/o 1 ,8 0fo 

l 
Acido oleico 81, 8 % 76, 0 "/o 88 ,4·"/o 

Acido linoleico l , 9 °/0 8, 5 % 4,8 0fo 

l Acido linolenico O ,4 o/o O' 5 O/o tracce 

l l Acido ar a chi co tracce 0 ,3 0fo tracce 

(*) Campioni sui q uali è stato eseguito lo spett r o di risonanza magnetica nucleare. 

Questo conferma il basso valore d el numero di iodio dell'olio di sejé, 
e sta a dimostrare che esso contiene una quantità minore di acidi a due o 
tre doppi legami rispetto all' olio di oliva . 

A quest o punto abbiamo desiderato, per meglio caratterizzare l'olio in 
esam e, eseguire lo spettro di RMN sull 'olio stesso e confrontarlo con gli spet­
tri di campioni di trioleina e di olio di oliva, in b ase a quanto propost o da 
L. F. ]OHNSO N e ]. N. SaooLERY (4). 

È interessante a questo proposito poter s tabilire se tale m etodo consenta 
fornire elementi per lo studio di trigliceridi, dato che la letteratura su questo 
argomento è ancora agli inizi. 

Effettuando lo spettro RMN in t etra cloruro di carbonio si osserva ch e 
si ha nei tre casi una sostanziale similitudine (fig. 3). In particolare : 

Il tripletto a a = 5,30 ppm, circa, va a ttribuito ai protoni olefinici 
(del doppio legame dell ' acido oleico) , com e pure al gruppo CH del gruppo 
CROCO del gliceride. 

Il tripletto a a = 4,20 ppm va attribuito ai protoni CH2 del gruppo 
CH20CO. 

I due doppietti a a = 2,0, circa, si possono attribuire rispettivamente 
ai gruppi CH2 in rt. al carbonile e ai CH2 con doppio legame, cioè -CH2-C= . 

Il massimo a a = 1,4 ppm v a attribuito ai gruppi CH2 della catena 
alifatica e quello a 0,9 ppm, ai 3 gruppi metilici t erminali. 

Non si osserva, nello spettro dell' oleina, la presen za di gruppi 
= CH-CH2-C= attribuibili ad acido linoleico o linolenico, come Sl n­
scontrano nell' olio di lino e in minore misura n ell' olio girasole (4

). 

Ann. l st. Super . Sanità (1965) 1, 363-3(18 
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La st essa assenza si nota n ell' olio di sejé, mentre n ell'olio di oliva si ha 
una leggerissima incurvatura, in corrispondenza di lì = 3,3 ppm, corrispon­
dente ad un più elevato contenuto di tali acidi con due doppi legami. 

C'è da t enere presente, come abbiamo osservato in ricerche in corso, 
"che con la RMN, in queste condizioni, è possibile con sufficiente approssi­
mazione stabilire la presenza di alcuni gruppi, in particolare ossidrili, n egli 
oli, solo quando questi superino il lO % degli altri gruppi presenti. P ertanto 
tali differenze potrebbero essere messe in evidenza meglio con altre t ecniche. 
Infatti, nell'intento di studiare gliceridi misti, con la spettrografia di RMN, 
abbiamo pututo osservare ch e l'aggiunta ai trigliceridi, di piccole percentuali 
di un monogliceride o di un digliceride, non si riesce a mettere in evidenza, 
mentre ciò è possibile quando le percentuali sono più alte, come è stato messo 
in evidenza da D. CHAPMAN ( 5). 

PARTE SPERIMENTALE 

L'olio, ottenuto dai semi di sejé, si presenta di fluidità n ormale, di colore 
. giallo chiaro e di sapore non sgradevole. 

" 
Fig. l. - Cromatografia in fase di vapore 

degli est eri metilici degli acidi 
grassi dell'olio di sej é: l) ac. pal­
mitico ; 2) ac. palmitoleico; 3) ac . 
stearico ; 4) ac. oleico; 5) ac . li­
noleico; 6) ac. linolenico. 

so 

60 

50 

40 

20 

•o 

250 260 270 200 290 300 310 A mJI 

Fig. 2. - Curva di assorbimento dell'olio 
di sejé nel U. V.: eone. 0,5 % 
in isoottano. 

Gli indici analitici , riscontrati ne1 campiom m nostro p ossesso, sono 
riuniti nella tabella l , e come si vede sono del tutto analoghi a quelli medi 
presentati dall' olio di oliva. 

A nn. l st. Supe,-. Sani tà (1965 ) 1, 363-368. 
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Abbiamo quindi esaminato la miscela degli acidi grassi , sottoponendo 
a cromat ogra fia in fase di vapore gli est eri m etilici degli acidi grassi ottenuti 
dall' olio di sejé m ediante intcresterificazione con alcool m etili co. A qu esto 
scopo si è proceduto com e segue (8) : 

21l 

Olio di SeJé 

Tr ioleina 

Olio di oliva 

6 5 o 
PPM (~) 

Fig. 3 . - Spettri di Rl\IX dell'olio di seje, dell ' olio di oliva e della tri oleina. 

Ann. 1st. Su))er. Sanità (1965) 1, 363-368. 
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Grammi 2 di olio, posti in un palloncino da 50 cm3 e addizionati di 
35 cm3 di alcool metilico anidro e di 3,5 cm3 di soluzione all'l % di metilato 
sodico in alcool metilico, sono stati fatti bollire a ricadere per 3 ore, con r efri­
gerante munito all'estremità di un tubicino a calce sodata. 

La soluzione metanolica è stata quindi trasferita in imbuto separatore 
da 150 cm3, addizionata di 100 cm3 di acqua e la soluzione idroalcoolica 
torbida è stata successivamente estratta per due volte con 50 cm3

, p er volta, 
di etere etilico. Gli estratti et erei riuniti sono stati lavati per due v olte con 
20 cm3 di acqua, essiccati poi per aggiunta di qualche grammo di solfato di 
sodio anidro ed infine trasferiti in un palloncino da 150 cm3

• L 'etere è stato 
quindi allontanato per distillazione, attenendosi un residuo costituito dagli 
esteri metilici degli acidi grassi. 

Questi sono stati sottoposti a cromatografia in fase di vapore, usando un 
apparecchio P crkin E lmer 116 E. 

Le condizioni gascromatografìche erano le seguenti: colonna in acciaio 
inox, diam. mm 4/6, hmgh. m 3, riempita con Cromosorb W silanizzato, imbi­
bito col 20 % di poliestere dell' acido succinico con glicole etilenico, pr eparato 
secondo Craig (3). 

T emp. della colonna 210oC. 
Gas di trasporto: elio , 7 ljh. 
Il cromatogramma ottenuto è riportato in fig. l e n ella tabella 2 sono 

riportate le percentuali degli acidi grassi ricavate dal cromatogramma. 
L 'analogia con la composizione dell'olio di oliva risulta in maniera evidente 
dal confronto con la colonna 2 della tabella in cui sono stati riportati i valori 
medi delle percentuali degli acidi grassi presenti nell' olio di oliva. 

In fig . 2 viene riportata la curva d ell' ass . in U.V., ottenuta con spettro­
fotometro Beckmann DK l a doppio raggio. 

Gli spettri di RMN sono stati eseguiti con apparecchio Varian A 60, 
sul campione disciolto in tetracloruro di carbonio. 
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Preparazione di glucosio-6-fosfato uniformemente marcato 
con 14C (*) 

P E PP !ì\"0 BETTO e LUIGI LO:XGI~OTTI 

Centro lntema;ionale di Cl1imica [Vficrobiologica. 

Riassunto. - È descritto un m etodo di preparazione enzimatica di 
glucosio-6-fosfato uniformemente marcato con 14C. 

N ell'incubazione del 14 C-glucosio con esochinasi da lievito, oltre al 14C­
· glucosio-6-fosfato si formano anche altri p rodotti radioattivi tra i quali, 
in maggior quantità, il 14C-fruttosio-6-fosfato . 

Il 14C-glucosio-6-fosfato ed eventualmente il 14C-fruttosio-6-fosfato 
così formati, v engono purificati m ediante cromatografie su colonne di resina 
a scambio ionico. 

Summary. - A method of cnzymatic preparation of uniformly 
14C-labeled glucose-6-phosphate is described. 

By incubation of 14C-glucose with yeast hexokinase, radioa ctive 
compounds in addition tn 14 C-glucose-6-phosphate were produced, among 
which 14C-fructose-6-phosphate was present in the largest quantity . 

The 14C-glucose-6-phosphate and 14C-fructose-6-phosphate were purified 
by means of chromatography on ion exchange r esin columns. 

Proseguendo gli studi sul metabolism o intermedio dei carboidrati, 
abbiamo dovuto preparare una certa quantità di glucosio-6-fosfato (* *) uni­
formemente marcato con 14C. 

Il 14C-glucosio-6-fosfato era finora preparato in questo laboratorio se­
condo L. LONGINOTTI e F. PocCHIARI (1). Con questo m etodo la purificazione 
del prodotto era ottenuta m ediante successive cromatografie su carta; ciò 
n ecessariamente limitava il m etodo, alla preparazione di piccole quantità 
di prodotto. 

(*) Questo lavoro è apparso in Gaz;. Chim. !tal., 93, 1191 (1963). 

(**) In seguito verrann o usate le seguenti abbreviazioni: G-6-P = Glucosio-6-fosfato; 
F -6-P = Fruttosio-6-fosfa to; ATP = Adenosintrifosfato; ADP = Aden osindifosfato. 

A nu . 1st. S i<JJP.r .. ';an il'ì (!965) 1, 369-373. 
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Abbiamo quindi m esso a punto un m etodo di preparazione n el quale 
l 'isolamento del G-6-P è ottenuto mediant e cromatografie su colonna a scam­
bio ionico. Come si vedrà in seguito, nella miscela incubata si formano , a 
causa dei già notati enzimi contenuti come impurezze n ell'esochinasi da lie­
vito (1), insiem e al G-6-P anch e altri prodotti m arcati fra i quali in maggior 
quantità il F-6-P ; quest ' ultimo prodotto è stato an ch e esso isolato in forma 
pura e raccolto allo stato secco. 

PARTE SPERDIENTALE 

Prodotti e metodi analitici . 

D-glucosio uniformemente m ar cat o 14C è sta to fornito da « T hc Radio­
chemical Centre » di .Al\mRSHAM, con un'attività specifica di circa 20 11-C/mg. 

Esochinat:i da lievito (tipo Il) è stata fornita dalla Ditta Sigma . 

Resina a scambio ionico. - È stata u sat a la r esina anionica forte DowEx 
l-X8, CI- , 200/400 m csh . Prima dell'uso la r esina è stata posta in acqua e 
riscaldata p er 5 minuti a l00°C; dopo questo trattamento, dalla resina sono 
state eliminate le particelle più fini m ediante successive decantazioni. La 
resina è stata posta in colonna e trattata prim a con NaOH 2 N e poi con 
HCl 2 N; dopo ogni trattamento la r esina è st ata lavata con H 20 fino alla 
neutralità. 

Quando la r esina è stata u sat a in forma di formiato , n ella colonna di 
r esina, dopo i t rattam enti sudd etti, è stata fatta passare una soluzione di 
formiato eli sodio 2 M fino a scomparsa d i CL- n el p ercolato ; l ' eccesso di for­
miato è stato poi eliminato m ediante r ipetu t i lavaggi con H 20. 

M etodi analitici . - L a determ ina zione d el glucosio è st ata eseguita 
m ediante il metodo colorimetrico elell' antron e (2) . 

Il G-6-P è stato determinato en zimaticamente con glncosio-6-fosfato­
-deidrogenasi (3) ecl il F-6-P, sempre enzimaticamente, con una miscela di 
glucosio-6-fosfato-deidrogenasi e di fosfo- esoso-isom erasi (~) . 

L'acido formico è st ato d et erminato m ediante riduzione a formaldeide 
e r eazione con acido cromotropico (6) 

L ' acido borico è stato determinato titolandolo come complesso man­
nitolo-acido borico (6

). 

Misure della radioattività. - Tutte le misure radioattive sono state 
eseguite su scodellino m ediante un contatore Geiger a fines tra eli mica. Gli 
eluat i sono stati r accolti in frazioni di circa mll5 su un collettore autom atico 
di frazioni ed è. stata misura ta la radioattività eli un'aliquota di ciascuna 
frazione dopo ev aporazione della s tessa su scodellino sotto una lampada 
a raggi infra-rossi. 

. l un. l sl . .Super. !:;anilà ( l96j) 1, 369-373, 
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Controllo della purezza delle sostanze medicmte cromatografia su carta. -
Sia il G-6-P ch e il F -6-P ott enuti , sono stati cromatografati su carta What­
m an l accanto ai prodotti p uri , usando le seguenti due miscele di solventi : 
alcool butilico terziario: acido picrico: H 20 (80: 4: 20) e alcool iso-propilico : 
ammoniaca (d 0,900) : H 20 (45: 35: 15) ('). 

Gli Rf dell e sostanze sono stati identici a quelli delle sostanze pure ed 
inoltre sia il G-6-P che il F-6-P hanno dato una singola macchia radioattiva. 

PREPARA ZIO N E 

Sono stati incubati per 2 ore a 37oC mi 31 di una soluzione a pH 8,2 
conten ente mg 25,2 di glucosio uniformem ente marcato 14 C (0,5 m C), m g 
125 di ATP sale sodico, circa m g 2 di esochinasi e MgCl 2 ad una concentra­
zione finale 0,01 M. 

Dopo incubazione la soluzione è portata a ml 250 con H 20 e quindi 
è fatta passare in una colonna di circa ml 20 (0 : cm 1,3 ; h : cm 15) di DOWEX 
l-X8, CI- , 200/400 m esh alla velocità di ml 0,5/min. Dopo l'adsorbimento 
la r esina è lavata con circa mi 20 di H 20. 
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Fig. l. - Cromat ografia su Dowex 1-XS, Cl-, 200/400 mesh, delle sostanze radioattiv e 
present i dopo incubazione con esochinasi e HC-glucosio. E luent e a: NH, OH 
0,001 M ; eluente b: NH 4Cl 0 ,025 M + K 2B,07 0,01 M; eluente c: H, CI 
0,035 M + K 2B,07 0,001 M + NH, OH 0,0025 M ; eluente d: NH

4
Cl 0,04 M 

+ K 2B,07 0,00001 M + NH 40H 0,0025 M; eluente e : H Cl N. 
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L'eluizione della resina è effettuata a temperatura ambiente, ad una 
velocit à di ml 1-2/ min. , con i tamponi (a), (b), (c), (d) già descritti (8); 

dopo il tampone (d) però, nella colonna sono fatti passare circa ml. 100 
di HCl N al fine di eliminare ogni impurezza formata si e non eluita con 
l'elucnte (b) . 

La separazione cromatografica comple ta delle sostan ze radioattive 
presenti dopo incubazione è mostrata in fig. l ; come si vede oltre al picco 
del G-6-P ed a quello del glucosio che non ha reagito, sono presenti altri 
picchi - tra i quali il maggiore è quello del F -6-P - dovuti ad impurezze 
ch e si son o formate durante l' incubazione. 

Le frazioni radioattive costituenti il picco del G-6-P, ed eventualmente 
se lo si d esidera anche quelle del picco del F-6-P (notandosi in quest 'ultimo 
caso che i successivi trattamenti sono identici sia per il G-6-P che per il 
F -6-P) , vengono riunite, la soluzione è diluita l :1 con H 20 ed, al fine di eli­
minare il tampone, fatta passare in una colonna di circa ml 55 (\Sl : cm 1,7; 
h: cm 25) di DowEx l-X8, HCOO- , 200/400 m esh ad una velocità di ml 
0,5-1/min. Dopo aver lavato la r esina con circa mllOO di HCOOH 0,0001 N, 
che elimina le ultime t racce di H 3B0 3 non passate nel percolato, il G-6-P 
viene eluito con circa 12 di HCOOH 0,7 N ad una velocità di circa ml l /min. 

Dopo aver individuato il picco radioattivo, le frazioni che lo costitui­
scono vengono riunite e concentrate sotto vuot o fino a piccolo volume ad 
una temper atura di 300-35°C, mediante un evaporatore rotante. 

Al fine di eliminare la maggior parte dell'HCOOH, il concentrato viene 
ripreso con ml 50 di H 20 e di nuovo concentrato per tre volte; alla fine si 
porta a secco in essiccatore sotto vuoto su P 20 , e KOH ed il residuo è estratto 
p er 3 volte, ciascuna volta con ml 20 di et ere etilico ; in questa maniera anche 

Glucosio 

Impurezze 

G-6-P 

F-6-P 

Distribuzione della r adioattività n elle varie frazioni 

(I r isultati sono espressi in c. p. m. X 10-3) 

Prima 

l l 
Frazioni della I colonna 

l 
II colonna 

incubazione l 

l l 
l 4200 296 

650 104 

2.680 2.480 

470 440 

4200 4.096 

TABELLA l 

Finale 

2.405 

425 
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le ultime tracce di HCOOH eventualmente rimaste, vengono eliminate. L'etere 
è infine eliminato per evaporazione alla pompa. Il G-6-P ed eventualmente 
il F -6-P così ottenuti , risultano esenti da HCOOH, e cromatograficamente 
puri. 

Come si vede nella tabella, la resa finale in glucosio trasformato è del 
57 % per il G-6-P e del 10 % p er il F -6-P. Dalla tabella si vede inoltre che 
le maggiori perdite sono dovute a prodotti radioattivi che si formano nella 
incubazione a causa di impurezze enzimatiche - principalmente fosfo-esoso­
isomcrasi - presenti nell'esochinasi da lievito (9). 
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