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INTRODUZION:t: 

)) 4111~ 

» .Hl 

)) 41:": 

ScmLra opportuno premettere, al resoconto sommario dell'attività 

tecnico-scientifica svolta dall'Istituto superiore di sanità (ISS) per affrontan· 

i problemi connessi con la produzione industriale di biomasse da Jit'viti col· 
tivati su n-alcani, alcune brevi notazioni semantich•·· 

Sebbene infatti l'esprcssinn1: bioproteinf' sia ormai di uso larga meni,. 
diffuso f' non semhri pm;sihill:' al momento bandirla, nnn vi è duLhin clw essa 

sia priva di significato almeno nel contesto in cui di norma viene u~<ala: 

nessuno infatti, non altrimenti informato, potreblw immaginare che con tal•' 
termine si vogliano indicare particolari biomasst> da de~<tinarsi all'alimt>nt<~

zione zontecnica. Ed inesatta è ancht" la stessa espressiont· ingl••se sin~/,, c~>lf 

protein (SCP), poich~ suggrstiva dell'erronea informaziom· secondo cm 
tratterebht~si di proteinf' di organismi unicellulari mentrt• è. comt· noto. la 

intera cellula microbica e non la sua sola frazione proteica ad t"SSI"f<' dt•stinal a 
all'alimentazione animale. Sembra dunque cht• l'espressione biomasse per l'ali

mf'nf'Jzio111' animal.f sia quella che possa tl••seriverl' in mudu più corretto ,. 

comprcnsihilt• la n~ale natura t' la pn•...-ista destinazione di qut"stt· IItH" •· 

funti proteicht· di carat1!:'rt' non convenzionai•·. 

Lo studio dd problemi igienico-sanitari connessi con la produziun1· 

r l'impiego in alimentazione animai!:' dei lieviti coltivati su n-alcani risali-. 

per quantn eoncernt' l'ISS, al l.) ottolm· 1970, quando la Direzione generai•· 

per l'igient· d•·gli alimenti t" la nutrizione dd Ministero della sanità inoltra' H 

all'Istituto una prima specifica richiesta di informazioni tecnico-scit·ntificht·. 

A quel tempo, sia l'Amministrazione sanitaria che il mondo accadt"mi('t> ,. 

seit·ntifico aveYano scarse conu~eenze di quanto era stato Sjlerimentatn t1 

li,-ello industriali·, Jlre,alentem('nt~· iu altri pa~·~i. su tali fonti protridH" 

nun COJJn•nzinnali, principalmentr a causa llf"l caratter1• di Sef!:r('tezza con cui. 
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per ragioni brevettuali, le industrie interessate avevano trattato i risultati 
<Jttenuti. Tali carenze conoscitive erano ulteriormente aggravate dalla novità 
,ti tali prodotti e delle relative tecnologie, per cui non erano disponibili, 
né nel nostro paese né in altri. adei'lati termini di confronto che potessero 
t•ssere utilizzati dall'Amministrazione sanitaria per la pronta elaborazione di 
un modello di intervento. Inoltre, l'industria si era principalmente dedicata 
allo sviluppo delle tecnologie produttive ed all'acquisizione di dati relativi 
all'efficacia dei nuovi prodotti' in alimentazione animale piuttosto che allo 
~tudio degli aspetti di rilevanza igienico-sanitaria. 

A distanza di quasi nove anni dall'inizio della vicenda, è oggi possibile 
tiare una puntuale indicazione dei più rilevanti aspetti, sotto il profilo igienico
;;anitario, connessi alla problematica in questione: 

l) la produzione industriale, prevista su vastissima scala (decine di 
migliaia di tonnellate annue), non era confrontabile per mole con alcuna altra 
produzione basata su microorganismi (ad "s. produzioni di metaholiti, anti
biotici, amminoacidi, ecc.); 

2) i ceppi di microorganismi del genere Candida, di cui era prevista 
l'utilizzazione, non erano mai stati precedentemente studiati sotto il profilo 
aeUe possibili interazioni con ruomo e l'ambiente. Le uniche informazioni 
disponibili erano relative all'isolamento da tessuti umani, in talnne forme 
morbose, di ceppi appartenenti allo stesso genere; 

3) la natura idrocarburica del substrato era del tutto insolita per la 
produzione di mangimi e tale da meritare attenta valutazione sotto il profilo 
igienico-sanitario anche per la possibile presenza di noti contaminanti aro
matici, alcuni dei quali cancerogeni; 

~) il previsto uso di rilevanti quantità di tali biomasse in alimentazione 
animale non consentiva l'applicazione in questo caso dei criteri cnnvenzional
mente adottati per gli additivi ed imponeva, quindi, la necessità di definire 
nuovi criteri tossicologici sia per la valutazione delle biomasse che della 
produzione zootecnica ottenuta con l'impiego ùei lieviti in questione, In 
particolare, vi era la necessità di verificare la possibile presenza nella 
produzione zootecnica di componenti indesiderabili e."o nocivi derivanti 
dai lieviti. 

Benché tale st"rie di problemi e carenze conoscitive, ~~he investono rtue
~tioni di importanza fondamentale per la tutda della .o;alute e dell'ambiente. 
,1bhia reso inizialmente difficoltoso cd incerto l'operato tlell'Amministrazione 
~unitaria, t"ssa è Rtata affrontata dall'ISS, ricorrendo ove necessario alla 
,,.,Haboraziooe di altri organismi competenti, attraverso molteplici intervt"nti 
·~he hanno consentito alla fine un'adeguata razionalizzazione dell'intera 
materia t'd il ~uperamento delle. incertf'zze iniziali. 
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La complessità E' la durata plurit·nnah• dt·lla ·vit~t·nda. t:h~· ha Ù6ln i! 

continuo intrt•cciarsi t' suvrapporsi di intern•nti scientifici t•d amministrati\ i 
da part~· di diven•i organi dell'Amministrazioni' sanitaria. oltn•chf il coim-ol

gimcnttJ di numt•rosi operatori della comunità scientifica nazional<" rd int..r
nazionaif• t'di altre componenti ~ociali, hanno suggerito l'opportunità di uti· 

lizzan· du .. diversi approct'i per la descrizinnP ddl'atti,·ità syolta dall'I~~ 

IwJraffrontart· i prnblemi igieuico-sanitari Ctlmu:s!.ii alle bioma!<st• in qu~·stion•·· 
Il prim11 approccio con~ish• nella eroni~toria t'SSf'IJZialt· degli t·vt·nti rilt·vauti 

tjualt· risulta agli .srri,·t:nti. Il secondo riguarda la trattaziont· ddlt· cunosct•n· 
zt· scientificll<' concerru•nti i diversi aspt>tti sanitari 1lel problt•mu e dell;t 

loro evoluzionf' in rt>lazium· all'int,·n~u lavoro di ricert:a S\'uitu da pìl1 

parti Pd al progressi n! rt>ndt·rsi disponibili di nuo\ t' acqui~iziuui. 

1911. 

SI'\TESI CHO:\ULOGH>\ DELLE ATTIVITÀ 
TECNICO SC.IF;"\TIFICHE E AMMI!'HSTRATI\ E 

17 febbraio. - L'Italproteiut· S.p.A. (una società pariteticu A~IL 

Hritish Petroleum) presenta domandu per l'ammissibilità in alimt•nta?:ÌOIW 
animalt• d~·l prodotto Toprinll. costituito du lif'\'Ìti del gent•re Candida crt·· 

sciuti su n-alcani ed t"S~iceati. Il Lre\'t:lto fWr la produzìow• t•ra stato me;;su 
a punto nei laboratori ingle~i della BP. 

La domanda pt>r !"ammissibilità del Liquipron nt"ll'alimcntazitJn~· zoot•·

cnica fu invece prt'sentata il 28 luglio 1971 dalla Ditta Liquichimica S.p.r\. 
eh~· aveva acquistato il hrf'Vf'tto dall'industria giappont:st" Kanl'gafuchi. 

Liquipron è il nom•• commerciale di uua biomassa ottenuta, aualoganwnt•· 
alla Topriua, dalla coltivazionl' di lieviti dd gt>nere Candida su n-alcani. 

Ja cui produzione industriale non era stata avviata iu Giappont• a causa ddla 

decisa opposiziont> di alcuni settori dell'opinione pubblica. 

La diversità fra le dut~ tecnologie propostl'. consisteva principalmt•nt~· 

nella natura del c~::ppo microhico da impiegar5i. nonchl- nr>llt· carattPristi· 

che funzionali degli impianti produttivi. 

197:!. 

15 marzn. - Parf'n• favtm·,·olf'. circa l'ammi~~ibilità in alimentazioJJt' 

animale del prodotto Toprina. di un grupJm di e5pcrti istituito iu seuo alla 

Commissionf' tecnie~ JlrPvista dalla legg~' 8 marzo 1968, n. 399 (Gazzf'tlli 

l~fficiale 11. 98 del 17 aprili' l 968). sulla disciplina d t> Ila prt>parazionC' d1'Ì 

mangimi. 
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21 luslio. - L'ISS esprime parere di massima favorevole all'ammissi
b-ilità del prodotto Toprina. 

Tale parere viene dato in base allo studio della documentazione presen
tata dalla Ditta, contenente rapporti di istituti altamente qualificati come 
il CIVO - Centraal Institut voor Voedin; Onderzoek (Istituto ct'ntrale per 
la nutrizione e le ricerche alimentari) e l'ILO - [nstitut voor Landb-ouw
k.unding Onderzoek van Biochemische Producten (Istituto per le ricerche 
<~gricole e delle produzioni biochimiche) entrambi sezioni del TNO - Toege
]tast Natuurwetenschappelijk Onderzoek (Organizzazione olandese per la 

ricerca applicata). 

[l parere favorevole è subordinato alle seguenti condizioni: 

l) definb:ione di limiti massimi delle sostanze indesiderabili; 

:!) esecuzione di una sperimentazione sulle specie animali pt'r le quali 
-.i p n vede l'utilizzazione della Toprina, nonché di una sperimentazione diretta 
,. indiretta sui prodotti zootecnici ottenuti da;li animali cosi alimentati; 

3) controllo alla produzione, al fine di verificare che il prodotto indu-
,:.triale mantenga le caratteristiche di qudlo ottenuto a livello di impianto 

pilota; 

-~) vendita del prodotto attraverso catene 1li distrihuziont~ controllata 

3 agosto. - La Commissione tecnica prevista dalla summenzionata 
lc•gge 399, esprimendo parere favorevole sull'ammissib-ilità del prodotto To
!Jrina. ravvisa la necessità che il prodotto proteico in argom~nto venga sotto
posto ad una sperimentazione nazionale organizzata e diretta clall'ISS allo 
.;r-,opo di approfondire il prob-lema della chemiobiocinesi, persistenza negli 
organi di residui idrocarburici, nonché di altre sostanze indesiderabili assunte 
dagli animali con il prodotto medesimo. 

12 agosw. - Ii Ministro per la sanità pro-tempore dà incarico all'ISS 
,[i intraprendere la 5perimentazione 5Uila Toprina. 

22 settembre.- Il Consiglio superiore cii sanità (CSS) dà parere favorevole 
all'ammissibilità del prodotto Toprina ed allo schema di decreto predisposto 
per l'inclusione del prodotto stesso nell'elenco delle sostanze chimico-indu
~triali consentite per l'alimentazione animale. 

14 novembre. ~ Decreto del Ministro per la sanità, di concerto con il 
\linistro per l'agricoltura e foreste e cnn il Ministro per l'industria, commercio 
,. artigianato (vedi Appendice I). relativo all'indu5ione della Toprina nel
l'denco di cui sopra. Il olf'creto fissa le norme di impiego e le caratteristiche 
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cui dew rispondere il prodotto Toprina (composizione in amminoacidi. 
livelli dei metalli pesanti. ecc,), riservando al Ministero della sanità il nulla 
osta per il suo impiego ed all'ISS il controllo sul prodotto finito, descrittu 
come farina derivante« da lieviti essiccati del genere« Candida» (lipolytiru 
eJo tropicolis) coltivati su n-paraffine ... ». L'art. 2 dello stesso decreto preved(' 
inoltre l'effettuazione a cura dell'btituto di un controllo sulla «purezza 
dei ceppi (Candida) utilizzati nelle colture di produzione ... ». 

29 novembre. - Il Ministero della sanità chiede all'ISS un parere sul
l'ammissibilità del Liquipron in alimentazione zootecnica. 

30 novembre. - La Liquichimica presenta una documentazione secondo la 
quale il ceppo di cui propone l'utilizzazione industriale per la produzione del 
Liquipron, apparterrebbe ad una nuova specie denominata Candida nov~Uus. 

1973_ 

21 maggio. - L'ISS comunica al Ministro per la sanità l'avvio, in ottem
peranza a quanto disposto dal D.M. 14 novembre 1972, di un complesso 
piano di indagini analitiche e nutrizionali sulla Toprina allo scopo di appro
fondire fra l'altro lo studio degli idrocarburi paraffinici e policiclici, nonchl~ 
degli acidi grassi a numero dispari di atomi di carbonio, e di completare alcunt
sperimentazioni zootecniche, in collaborazione con l'Istituto sperimenta),. 
per la zootecnia di Modena (prove su suini) e con l'Istituto sperimentale 
zootecnico di Tor Mancina a :Roma (prove su bovini). 

30 maggio.- La ditta ltalproteine richiede l'elevazione dei livelli massimi 
consentiti di metalli pesanti nel prodotto Toprina, previsti dal D.M. l4 
novembre 1972. 

19 giugno.- L'ISS si pronuncia a favore della richiesta di aumento dt-i 
livelli massimi di metalli pesanti nella Toprina. 

17 ouobre. - L'ISS richiede ulteriori dati sugli aspetti micologici, zoott"
cnici, tossicologici e di composizione chimica del Liquipron, poiché nella 
documentazione fornita dalla Liquichiri:Lica essi risultano trattati in modo 
tale da non permettere la formulazione di un definitivo parere scientifico
sanitario. 

17 novembre. - La Liquichimica trasmette all'ISS un rapporto intitolato 
The strain di K. Watanabe e H. Kawatani che ribadisce l'appartenenza dt'l 
ceppo alla nuova specie C. novellus. 
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Il Gruppo di esperti, istituito in seno alla Commissione tecnica mangimi, 
t>sprime parere favorevole ai nuovi livelli di metalli pesanti richiesti per la 
Toprina proponendo al contempo altre modifiche al decreto 14 novembre 
1972. 

19 novembre. ~ Il CSS esprime il proprio avviso favorevole sui nuovi 
limiti di tolleranza per i metalli pesanti e raccomanda di limitare alla sola 
specie Candida lipolytica il tipo di lievito da impiegarsi per la: produzione di 
Toprina. 

:'iella stessa seduta viene istituito il Gruppo di esperti sulle bioproteine 
composto dai profl'. L. Bellani, E. Biocca, A. Corrias, F. Cotta~Ramusino, 
G. Gatti, E. Malizia, E. Paroli, F. Pocchiari, A. Tonolo, F. Valfrè. 

19 dicembre. ~La Commissione tecnica prevista dalla legge n. 399/1968 
~~sprime parere favorevole sullo schema di decreto di modifica del D.M. 
14 novembre 1972, predisposto sulla base delle raccomandazioni espresse 
dal CSS. 

Riunione del Gruppo di esperti sulle bioproleine, nominato dal CSS, 
per discutere il problema della specie di Candida da impiegarsi per la produ
zione della Toprina. Alla riunione partecipano, oltre ai membri del Gruppo, 
anche i proff. Tiecco dell'ISS, Mattioli, Galeota e Lucentini della Dire
zione generale dei servizi veterinari del Ministero della sanità, e Shack· 
lady, Fasella, Fagnani, Pascucci e Messina, quali delegati dell'Italproteine 

Sulla base delle proposte della Commissione tecnica mangimi e delle 
raccomandazioni del CSS, si concorda sull'opportunità di limitare il tipo di 
lievito da impiegare per la produzione di Toprina alla sola specie C. lipo
lytico. Inoltre, in relazione alle preoccupazioni espresse dal prof. E. Biocca, 
la Direzione generale, dei servizi veterinari del Ministero della sanità invita 
i rappresentati dell'industria a far pervenire all'ISS il ceppo di Candida che 
verrà impiegato per la produzione. 

1974. 

18 gennaio. ~ Riunione del Gruppo di esperti sulle bioproleine, istituito 
tlal CSS, in cui il Direttore dell'ISS propone l'elaborazione di un piano speri
mentale per l'accertamento della patogenicità delle Candide. 

2 febbraio, - Decreto di modifica (Appendicfl II) del D.M. 14 novembre 
1972 che, tra l'altro, descrive la Toprina come «farine derivanti da lieviti 
essiccati di Candida lipolytica (Harrison) Diddens et Lodder ... » ed eleva i 
livelli massimi dei metalli consentiti nel prodotto stesso . 

. lnn. 11!1. Suptr. Sa.,i!~ (19711) 15, 3i7·il4 
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15 febbraio.- La Direzione generale dt~i servizi veterinari dd Mini11tern 
della sanità richiedr aJI'Italproteine di depositare presso l'ISS un cam
pione del cepfH1 di C. lipol_ytira utilizzato pf'r la produzione della Toprina. 

18 febbraio. - La Liquichimica trasmette due rapporti content>nti ult•·
riori documentazioni sul ceppo di C. novellus. 

23 febbraio. - La Direzione generale dei servizi veterinari dt>.l Ministero 
della sanità, in riferimento alla problematico emersa nell'ambito dd Gruppn 
di esperti sulle bioproteine relativamt'nte alla eventuale patogenicità dellf' 
Candide ed alla conseguente necessità di pl't'venire possibili inquinamenti 
ambientali massivi tali da minacciare la salutt' sia degli addetti alle lavoru· 
zioni che delle popolazioni circostanti gli impianti produttivi, chiede sia 
all'Italproteint' che alla Liquichimica dati informativi circa lto misure eautto
lativf' previste in tal senso. 

4 marzo.- La Liquichimica comunica l'avvenuta realizzazione e l'entrata 
in funzione. entro il mese di aprile 1974, di un impianto pilota per la produ· 
zionc di lieviti coltivati su n-paraffine, situato in località Robassomero 
(Torino), specificando che esso ha una capacità produttiva di 8 tonnellatt• 
mesf' di farina di lievito da destinarsi ad uso zootecnico sperimentale. Invia 
inoltre un rapporto sui sistemi antinquinamento e sui dispositivi di preven
zione e sicurezza sanitaria previsti per l'impianto di Saline di Montebellt• 
Ionico (Reggio Calabria). 

7 marzo.- L'ISS dopo aver esaminato i due rapporti ricevuti dalla Liqui
chimica ribadisce che la specie C. novr-llus, cui apparterrebbe il ceppo da 
usarsi per la produzione del Liquipron, non pu(t essflre accettata come nuova 
specie poiché non si è pervenuti alla sua definiziont' tassonomica utilizzando 
procedure consolidate a livello internazionale. 

9 aprile. - L'Italproteine, in base a studi condotti su embrioni di pollo 
dal prof. Winner del Charing Cross Hospital di Londra, sottolinea la non 
patogenicità del ceppo di lievito impiegato. Fornisce inoltre alcuni dettagli 
sui previsti sistemi di controllo e di filtrazione degli efBuenti gassosi, speci
ficando altresì che gli etlluenti liquidi di processo verranno riciclati e steri
lizzati all'interno degli impianti. Comunica quindi di aver predisposto sia 
un controllo sul personalf' in corso di assunzione, onde valùtame l'eventuah· 
sensibilità alle polveri ed ai lieviti proteici, sia un programma di sorveglianza 
medica continua per il personale cht>. opererà negli impianti. 

La Liquichimica presenta una relazione relativa all'impianto di Salin1• 

precisando di aver &ià portato a conoscenza di tale relazione l'apposita Com· 
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mliiSJone attivata dal Ministro per l'ambiente. Tale relazione descrive gli 
accorgimenti previsti ai fini della tutela dell'ambiente interno ed esterno 
all'impianto. La mancata presentazione di una dettagliata documentazione 
progettuale degli impianti viene motivata con il segreto brevettuale. 

11 apri~. - La Liquichimica consegna all'ISS tre campioni del ceppo 
di lievito da impiegare nel processo di produzione del Liquipron, contrasse~ 
gnati dalla dicitura Candida noveUtu ATCC 20275 IS. 

lO mauio. - L'Italproteine comunica la propria indisponibilità alla 
consegna aii'ISS del ceppo di Candida da impiegarsi per la produzione di 
Toprina, per motivi di segreto industriale. 

6 giugno. - L 'ltalproteine trasmette i progetti di massima dello stabili
mento di Sarroch (Cagliari), richiesti dall'Amministrazione ~anitaria il 23 
febbraio dello ~te~~o anno, completi della descrizione degli impianti di tratta
mento degli effluenti ~olidi, liquidi ed aeriformi 

lO giugno.- La Liquichimica invia un rapporto del CBS (Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Delft, Olanda) in cui si esclude rlle il ceppo di lievito 
tla utilizzare per la produzione del Liquipron sia classificabile come Candida. 
tropicalU. 

11 giugno. - L 'ISS comunica alla Li qui chimica che le caratteristiche del 
t•eppo di C. noveUus ATCC 20275 IS sono conformi a quelle previste per la 
specie C. tropicalis, secondo le metodiche descritte da J. Lodder in The 
YetUL!I, North-Holland, Amsterdam, 1970. 

26 giusno. - La Liquichimica comunica che il CBS ha classificato il 
ceppo ATCC 20275 IS, precedentemente attribuito alla nuova specie C. no-
vellus, come appartenente invece alla già nota specie Candida sakl. 

17 luslio.- L'Italproteine, ripetutamente sollecitata a tal riguardo dal· 
l'Amministrazione sanitaria, consegna all'ISS il ceppo di Candida da impiegare
per la produzione della Toprina, contra11segnato con la dicitura 2% BP. 

19 luglio. - I proff. A. Tonolo e G. Serlupi Crescenzi deJl'ISS visitano il 
CBS, per discutere con i proff. M. Y. Smith- e D. Yarrow le metodologie di 
classificazione delle Candide adottate nei rispettivi laboratori. 

1975. 

22 gennaio. ~ Inizio dei lavori del Comitato di esperti CEE sulle bio
proteine. Per l'ISS partecipa il prof. V. Silano . 

. l.uo. Iot. 8upo~. 8a11itd 11979) U, .147-fl.l-
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23 !(ennaio. - La Liquichimiea invia un rapporto preparato dai proff. 
D. G. Ahearn (Georgia State University, Atlanta, USA), S. A. Meyer (Am•·· 
rican Type Culture Collection, RockviJJ.,, Md., USA), D. Yarrow (CB.S. 
Delft, Olanda), intitolato The taxanomy af Candida novellus ATCC 202i5. 
the strain used by Liquichimica Biasintesi to produce Liquipran. Il rapporto 
afferma che il ceppo appartiene alla specil' Candi.da malto.~a, e può essere 
meglio distinto dalla specie C. tropicalis ricorrendo allt> tecniche di ibridizza· 
zione DNA-DNA. 

17 febbraio. - L'ISS riceve in fotocopia due pareri formulati rispettiva
mente dal prof. Onorato Verona (Istituto di microbiologia, Università di 
Pisa) e dal prof. Elio Baldacci (Istituto di Patologia vegetale, Università 
di Milano) su richiesta della Liquichimica, ambedue a sostegno delle conclu
sioni cui perviene il rapporto di Ahearn, Meyer e Y arrow. 

24 marzo. - Incontro tra ricercatori deli'ISS e della Liquichimica per 
approfondirr alcuni aspetti del succitato rapporto. 

26 aprile. - Dopo aver preso in esame l'ulteriore documentaziont> pro
dotta daUa Liquichimica ed in particolare i dati ottenuti con le nuove meto
diche di ihridizzazione DNA-DNA proposte, l'ISS ribadisce che, secondo le 
metodiche classiche drl Lodder il ceppo Liquichimica deve essere classificato 
come appartenente alla specit> C. tropicalis. I dati acquisiti con le nuovt> 
metodiche proposte non vengono ritenuti sufficientemente conclusivi data 
l'esiguità del numero di specie confrontate in base a tale nuovo criterio 
tassonomico. 

29 aprile.- A conclusione del complesso piano di sperimentazione avviato 
nel maggio 1973 l'ISS presenta un rapporto dal titolo Indagini analitirlu> e 
nutrizionali sulla Toprina (lieviti cresciuti su n-paraffine) nel quale vengono 

forniti tra l'altro i risultati dell'analisi tassonomica effettuata sul ceppo 
246 BP, che ne indicano l'appartenenza alla specie C. lipolytira. Tra i nuovi 
dati acquisiti vengono discussi in particolare quelli relativi alla riscontrata 
presenza di residui di n-alcani ed acidi grassi a numero dispari di atomi di 
carbonio neUe carni degli animali trattati. Nel presentare tale rapporto vient· 
richiesta la convocazione del CSS per il riesame dell'intera questione. 

24 maggio. - La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del 
Ministero della sanità formula osservazioni di carattere generale sul progt>.lto 
di massima degli impianti, ricevuto dall'ltalproteine, riservandosi di espri
mere un parere definitivo dopo aver preso visione del progetto esecutivo 
dettagliato dell'impianto stesso, ed una volta accertata la non patogenicità 



:n' 

ilt>l ct-ppo di lievito impiegato; per quanto concerne- la tutela 1g1enico-sani· 
t aria dei lavoratori rileva l'opportunità di interessare il Ministt'"ro del lavoro 
,~ tleUa previdenza sociale che ha la competenza primaria in materia. La 
Dirl"zione stessa invita inoltre l'ISS a formulare eventuali osservazioni tecni· 
ehe aggiuntive sulla stessa materia. 

9 giu]!nO. - La Direzione generale dei servizi veterinari del Ministero della 
~anità, facendo proprio il parere d'ell'ISS in merito al ceppo da impiegarsi 
per la produzione del Liquipron, comunica alla Liquichimica che:« soltanto 
~e l'evoluzione delle conoscenze in materia porterà a scegliere nuovi metodi 
tassonomici rispetto agli altri, e se futuri studi potranno stabilire con ragio· 
nevnle certezza che il ceppo in questione non è correlato a ceppi patogeni per 
l'uomo, potrà Pssere ripresa in esame la posizione sistematica di C. novellus». 

18 giugno.- La Liquichimica trasmette all'ISS il ceppo originariamente 
dt>nominato C. novellus ATCC 20275 IS, mediante plico (preparato t'" sigillato 
da notaio) contenente tre fiale di cellule liofilizzate. contrassegnate con la 
dicitura Candida maltosa ATCC 20275 IS, comunicando ehe altri due plichi 
analoghi sono stati depositati presso uno studio notarile. Viene altresì comu· 
nicato che si tratta di campioni tlt>llo stesso ceppo già consl'gnato all'Istituto 
in data 11 aprile 1975. 

Il CSS si riunisce in Assemblea plenaria per discutere l'utilhr.zazione 
della Toprina in alimentazione zootecnica. Il Consiglio raccomanda che il 
~ìgnificato biologico ed il comportamento nel tempo dei residui di n-alcani l' 

ili aeidi grassi siano oggetto di ulteriore sperimentazione. Raccomanda inoltre 
che le ricerche tli chimica analitica già effettuate siano integrate da ricerche 
biochimiche, citologiche, istologiche, mt>taboliche e da osservazioni epide
miologiche ed epizootologiche relative ad alimenti di uso comune a eomposi· 
zione sotto qualche aspetto comparabile. Infine, il Consiglio esprime parere 
ehe, in attesa dei risultati delle ulteriori indagini riehicste, debba provvl'dersi 
alla sospensione cautelativa del D.M. 14- novembre 1972 per la parte eh~~ 

riguarda la commercializzazione e l'uso della Toprina, ed altre~ì limitarsi 
la produzione alle necessità ddla sperimt"ntazione. 

23 luglio. - L'ISS esprime il proprio part're ~llll'utilizzazione della To· 
prina in alimentazione animale. In partienlare viene rilevata l'opportunità 
oli svolgere ricerche (Jer valutare gli di'etti della prolungata ingestione di 
nntevoli ttuantità di acidi grassi a nume>ro dispari di atomi di carbonio in 
~pet:ie tliver~e tli mammiferi non ruminanti e la nect"~~ità •li evitare ttualsia~i 
nltcriore aum1•ntu del livello dt"lle paraffine udla r-atl'na alimPntarl'. St•ctmrln 
l' htituto. la Toprina pnò t'~sere addizionata ai mangimi nt"lia mi~llra in cui 
l rt•sidui di paraffine ~i ano non superiori ai liw·lli dr \li' t:nrri~poJHJenti par1tffhw 
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nei prodotti animali già comunemente utilizzati in alimentazione umana. P1~r 
poter stabilire quale sia la percentuale di Toprina tollerabile in base a qUt·· 
sto criterio, l'ISS chiede che vengano effettuate le seguenti sperimentazioni: 

l) indagini sperimentali su scala nazionale per accertare gli effettiYi 
livelli di n-paraffine negli alimenti di origine animale (suini, vitelli, polli 
ed uova) normalmente consumati e per la cui produzione si prevede l'utiliz
zazione della Toprina; 

2) ulteriori indagini zootecniche con polli, galline, vitelli e sutm p('r 
accertare i livelli r-esidui di paraffine negli animali trattati con le quantità 
di Toprina previste dal D.M. 2 febbraio 1974 e la dipendenza di tali livelli 
dalla quantità di Toprina presente nel mangime. 

31 luglio. - Allo scopo di valutare i problemi connessi ai metodi classici 
di classificazione delle Candide ed alla loro eventuale possibilità di integra
zione con nuove metodiche tassonomiche quali quelle proposte per il ceppo 
ATCC 20275 IS, l'ISS convoca un Gruppo di studio composto, oltre che da 
ricercatori dell'Istituto e della Liquichimica, da numerosi esperti italiani r 
stranieri di riconosciuta competenza specifica. Ne fanno parte: F. Pocchiari 
(Istituto superiore di sanità, Presidente); D. G. Ahearn (Georgia State Uni
versity, Atlanta, USA); S. A. Meyer (American Type Culture Collectiou. 
Rockvillc, Md., USA); ]. P. Von Der W alt (Microhiology Rescarch Group
Council for Scientific and Industriai Research, Pretoria, Sud Africa); D. Yar· 
row (Centraalhureau voor Schimmelcultures, Delft, Olanda); G. Magni 
(Istituto di genetica, Università di Milano); A. Martini (Istituto di micrn
hiologia agraria e tecnica, Università di Perugia); V. Scardovi (Istituto di 
microhiologia agraria e tecnica, Università di Bologna); O. Verona (Istituto 
di microhiologia agraria e tecnica, Università di Pisa); D. Zangrandi (Liqui
chimica); G. D'Agnolo, G. Donelli, C. Frontali Botti, V. Silano, A. Tonolo. 
L. Tuttobello, A. Zampieri (ISS). 

Nel corso dei lavori viene comUnicato l'avvenuto isolamento, nei lalm
ratori dell'ISS diretti dal prof. A. Tonolo, di due sottoisolati rispettivamentf· 
a colonia liscia (CN2) e rugosa (CN3), a partire da colture del ceppo (CNI) 
originale consegnato dalla Liquichimica: il ceppo CN3, inoculato in animali 
da esperimento, non mostra alcuna patogenicità, come d'altronde il ceppo 
originale (CNl), mentre l'iuoculazionc del ceppo CN2 provoca la comparsa 
di effetti patogeni negli animali trattati. Il gruppo approfondisce tale pro
blema e programma un supplemento di sperimentazioue. A tal fine, il prof. 
Tonolo consegna agli esperti stranieri D. G. Aheam, S. A. Meyer e D. Yarrow 
le seguenti colture: CNI ceppo originale; CN2 sottoisolato da colonia liscia; 
CN3 sottoisolato da colonia rugosa; ceppo 5711 di C. tropicalis utilizzato 
come riferimento. A conclusione dei lavori il Gruppo sottoscrive, ad eccezione 

.A,nq_ Irt. Super. Sanità (l~; g) 15, 347---414 
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~lt>l prof. Scardovi, un documento riassuntivo delle eunclusioni cui perviene, 
~1ui riportato nella sua stesura originale: 

l) I t is agreed that the differences in Jennentation reaction rates do not 
qualify to differcntiate ATCC 20275 from Candida tropicalis. 

2) It is agreed that ATCC 20275 is different from Candida trnpicalis 
un the basis of dijferences in the utilization of soluble .~tarch. 

3) l t is agreed that in generai tlu1re are differences in the habitat of Can
,Jida maltosa and Candida tropicalis. 

-J.) It is agreed that on the basi.~ uf DNA-DNA homology the _çtruin 
-l TCC 20275 is distinct from the type strain oJCandida trnpicalis (ATCC 7.'l0) 
un d can be consider11d identica! with the typ11 strain of Candida maltosa (ATCC 
:!8140). 

5) !t is agreed that the starrh utili.zing culture obtained from the culture 
/1lbelled ATCC 20275 recovered by Prof Tonolo (i.e. culture CN2) could be 
.-ither: 

a) a contaminant or; 
b) a mutant of the originai _çfrain. 

6) To t·heck these possibilities it is agrer•d that DNA-DNA h_·ybridization 
lwtWI'fm this .<;tarck--po.~itive variant CN2 and Candida trnpicalis, Candida 
mal tosa and the culture .-t TCC 20275 be done. 

7) I t is agreed that as far as is known at the moment Candida maltosa 
i.~ rwt pathogenic. 

8) It is aweed thnt there is no llt'ailable knflwledge whether Candida 
maitosa might become pathogenic by mutation and it is rPcommended that this 
<!.~peet be thraughly investigated. 

9) Should the culturP CN2 prove to be a ,çwrch utilizing mutant of ATCC 
20275 a detailed and fully documented im•estigation IJj its possibk pathogenicity 
be rarrù•d rJut. 

1° -~ettembre. - Il dr. D. Yarrow eomnnica all'Istituto ehe i ceppi CNl 
,. CN3 appartengono alla ~pecie C. malto.m e ~~he il ceppo C:-{2 appartiene 
alta !;pecie C. trrJpicali.~. 

t .~ettembre.- 11 dr. D. G. Ahearn comunica atl'Istituto risultati identici a. 
'!udii ottenuti dal dr. Yarrow concludendo« I can only .~pt'culatll that C. tro
picaiis CN2 was introduced as a chance contaminant during routine handling 
11j C. maltosa». 

8 settembre. - Viene formalmente costituito, nell'ambito della Segre
trria generale tecnica del Direttore, un gruppo di coordinamento tecnico-
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scientifico dellt" attività dell'ISS relativamente alla prohlematica delle bio
proteine. Ne fanno parte: V. Alherani, G. D'Agnolo, G. Donelli, G. L. Gatti. 
A. Macrì, V. Silano, A. Zampieri. 

]o ottobre. -La dr.ssa S. A. Meyer ottiene. mediante tecniche di ihridiz
zazione DNA-DNA, risultati circa la classificazione dei ceppi di Candida 
CNl, CN2 e CN3 sovrapponihili a quelli ottenuti da Yarrow e Aheam mediantt· 
metodiche classiche. 

11 ottobre. - Allo scopo di valutare attentamente i risultati ottenuti da 
Ahe8l'D., Meyer e Yarrow, contenuti in un rapporto congiunto ricevut1• 
in data l ottobre 1975, l'ISS convoca una riunione dei soli esperti italiani, 
alla quale partecipa anche il prof. V. Treccani degli Alfieri (Istituto di 
microbiologia agraria e tecnica, Univenità di Milano). Il gruppo di esperti 
propone l'esecuzione di prove con agenti""lllutageni sul ceppo ATCC 20275 IS 
per verificare se il sottoisolato CN2 sia un contaminante accidentale, come 
ipotizzato da Ahearn, o un mutante del ceppo originale ste11so, concludendo 
che, indipendentemente dai risultati che verranno ottenuti, sarà comunquf' 
opportuno procedere ad eft'ettuare adeguati te11t di patogenicità. 

1976. 

12 gennaio. - VISS convoca un Gruppo di esperti cui affidare il compit11 
di definire un protocollo dettagliato di sperimentazione per l'accertamento 
della patogenicità diretta delle Candide. Ne fanno parte: F. Pocchiari (Isti
tuto superiore di sanità, Presidente); F. Caprilli (Ospedale San Gallicano, 
Roma); L. Caatagnari (btituto di malattie infettive, Univenità di Ferrara): 
G. Fara (Istituto di igiene, Università di Milano); G. Gargani (Istituto di 
microhiologia, Università di Firenze); A. Mantovani e L. Morganti (Istituto 
di malattie infettive, profilassi e polizia veterinaria, Università di Bologna): 
V. Marinozzi (lstituto di anatomia e istologia patologica, Università di Roma); 
C. Collotti, G. D'Agnolo, G. Donelli, G. L. Gatti, A. Macrì, E. Palliola, 
V. Silano, A. Tonolo, L. Tuttohello, A. Zampieri (ISS). 

Il gruppo traccia le linee guida da seguire per l'elaborazione del suddetto 
protocollo. 

4 febbraio. - L'ISS trasmette agli esperti del Gruppo per la patogenicitù 
delle Candide un primo documento di lavoro, sollecitando specifici e detta
gliati suggerimenti tecnico-scientifici. 

7 febbraio.- Decreto ministeriale (Appendice li I) di l!ospensione dell'efli· 
cacia del D.M. 14 novembre 1972, modificato con D.M. 2 febbraio 1974, 

"'"'-1•1- Suptr sa .. i!ti 0~7~! 15,347-41 



ALBERANT. D'AGNOLO, DONELLI, ~ACRÌ, SILANO 161 

concernente l'inclusione del prodotto Toprina nell'elenco dei prodotti di ori
gine chimico-industriale, fino all'esito delle ulteriori indagini predisposte. 

10 febbraio. - Perviene all'ISS copia dei progetti degli impianti per la 
produzione del Liquipron nonché della documentazione sulla sperimentazione 
effettuata sul prodotto steuo. 

18 febbraio. - Incontro con tecnici dell'Italproteine presso il Ministero 
'della sanità allo scopo di esaminare in dettaglio i progetti degli impianti per 
la produzione di Toprina in riferimento ai problemi di tutela ambientale, A 
seguito di tale incontro la Direzione generale dei servizi di igiene pubblica 
del Ministero della sanità trasmette all'ISS copia dei suddetti progetti con 
richiesta di parere in merito alle misure adottate per la salvaguardia ambien• 
tale. 

25 febbraio. - Si riunisce nuovamente il gruppo di esperti per la pato
genicità delle Candide, cui partecipa anche E. Monaco (CNEN, Roma), 
al fine di una migliore definizione dei problemi affrontati nella riunione pre• 
cedente. 

30 marzo. - L 'ISS invia agli esperti del gruppo di studio una bozza di 
protocollo per l'accertamento della patogenicità delle Candide, elaborata 
sulla scorta delle indicazioni emerse nelle due precedenti riunioni del Gruppo 
stesso, sollecitando eventuali osservazioni. Gli esperti esprimono parere 
favorevole alla bozza di protocollo elaborata dall'Istituto, proponendo nello 
stes11o tempo alcune modifiche integrative. Nel cono di una visita all'ISS, 
il prof. Libero Ajello della Micology Division, Center for Disease Control, 
Atlanta, USA, esprime anch'egli parere favorevole 11u tale bozza di proto
collo, suggerendo tuttavia alcuni emendamenti semplificativi, 

5 aprile. - Si tiene presso l'ISS la prima di tre successive riunioni del 
Gruppo di esperti incaricato dal CSS di predisporre un apposito protocollo 
di ricerca per il prodotto Toprina. Fanno parte di questo gruppo: G. Balla
rini (Clinica medica veterinaria, Università di Parma); L. Bellani (Direzione 
generale servizi veterinari, Ministero della sanità); E. Biocca (Istituto di 
paral!llitologia, Università di Roma); E. Paroli (Istituto di farmacologia, 
Università di Roma); F. Pocchiari (ISS); M. Proja (Direzione generale 11ervizi 
igiene alimenti e nutrizione, Ministero della sanità); R. Zito (Istituto Regina 
Elena, Roma). Il gruppo perverrà, nel cono dell'ultima riunione {5 luglio 
1976), alla definizione delle seguenti linee di ricerca: 

l) cancerogenicità degli n-alcani; 

2) determinazione dei livelli di n-alcani in tessuti ed orgaru di ani· 
mali alimentati con Toprina; 
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3) rapporti fra n-alcani e fenomeni dismetabolici nell'uomo; 

4) indagini epidemiologiche su eventuali effetti della presenza nella 
catena alimentare di n-alcani analoghi a quelli rinvenuti come residui 
nelle carni degli animali trattati con Toprina. 

29 aprile. - Riunione del Protein--Calorie Advisory Group deU'ONl' 
a Bruxelles in cui le preoccupazioni espresse dagli esperti italiani circa la 
possibile nocività degli n-alcani e degli acidi gt'assi· dispari residui nel11• 
carni vengono mmtmtzzate e definite infondate, pur in assenza dei dati 
scientifici ritenuti necessari dal CSS per pervenire ad una valutazione di 
merito. 

30 aprile.- La Liquichimica trasmette un rapporto dettagliato dal titolo: 
ldentity of a hydrocarbon assimilating yeast Candida novellus with Candida 
maltosa, di T. Kaneko et al., contenente dati sperimentali relativi ad 
ulteriori ricerche tassonomiche quali l'identificazione del coenzima Q e l'ana· 
lisi NM:R dei polisaccaridi di parete, che confermerebbero l'attribuzione del 
ceppo C. novellus ATCC 20275 IS alla specie C. malwsa. 

1° giugno. - L'ISS trasmette al Ministero della sanità, nonché alle Dittt~ 
interessate, copia del Piano sperimentale di massima per l'accertamento della 
patogenicità diretta delle Candide (Appendice IV) suggerendo, al fine di dar(• 
concreta attuazione a tale piano, l'opportunità di avviare una collabora· 
zione con l'Istituto di microbiologia dell'Università di Firenze. 

lO luglio. - Inizia la sperimentazìone sul ceppo di Candida della Liqui· 
chimica, che viene svolta in collaborazione tra l'ISS e l'Istituto di microbio· 
logìa dell'Università di Firenze, presso i Laboratori di quest'ultimo Istituto, 
diretti dal prof. G. Gargani. 

9-10 luglio. - Il CSS approva il documento CEE per l'esame delle bio· 
proteine ai fini dell'ammissibilità nell'alimentazione animale, dopo avervi 
apportato alcuni emendamenti. 

14 luglio.- La Liquichìmica, in riferimento a quanto previsto dal Piano 
di massima per l'accertamenW della patogenicitd diretta delle Canditk, comunica 
aii'ISS di aver programmato ricerche tendenti a verificare l'innocuità del 

ceppo ATCC 20275 IS su topi e conigli immunosoppressi e di averne affidato 
l'esecuzione ai proff. D. G. Ahearn e L. Ajello. 

In ta] senso indica la necessità di sottoporre il ceppo ad accertamenti 
di innocuità preventi·vi alla sua utilizzazione per la produzione industrialt· 
su larga scala. 
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30 luslio. - L'ISS fomiooo al Mini""'" d•lla 'anità il P'"P'io P"'"'" 
<lefinitivo sulla questione della tassonomia del ceppo Liquichimica, basato 
anche sugli esperimenti condotti in collaborazione con l'Istituto di micro
biologia della Università di Firenze. Secondo tale parere il ceppo da impie
garsi per la produzione del Liquipron è da considerarsi correlato, sia alla C. 
tropicalis che alla C. salti. L'Istituto rileva inoltre che il principale problema 
non è quello della classificazione del ceppo, bensì quello dell'accertamento 
della sua non patogenicità. 

18 novembre.- Riunione del CSS in cui sono approvate le Linee di ricerca 
$peri-mentali per l'esame delle rosiddethf bioproteine (SCP) ai fini dell'ammissi
bilitd nell'alimentmione animale (Appendice V), 

6 dicembre. - A conclusione della sperimentazione sulla patogenicità 
del ceppo ATCC 20275 IS, condotta in collaborazione con l'ISS, il prof. G. 
Gargani trasmette una relazione dettagliata sui risultati conseguiti, Tali 
risultati, pur non dimo11trativi di una patogenicità diretta del ceppo esaminato, 
indicano una persistenza delle Candide in esame nel rene dei topi trattati, 
sia normali che immunosoppressi. 

28 dicembre. - La Liquichimica trasmette all'ISS una documentazione 
tecnica dettagliata sugli impianti produttivi completa dei disegni progettuali. 

30 dicembre, -Il prof. E. Palliola del Laboratorio di veterinaria e il dr. 
L. Tuttohello del Laboratorio di chimica biologica dell'ISS, riassumendo i 
risultati della sperimentazione da loro eseguita sul ceppo ATCC 20275 IS, 
concludono che la valutazione dei risultati scaturiti dalle varie esperienze 
con C. novellus ATCC 20275 IS «per la persisum:a nel tempo di mUroorga· 
nismi vivi negli organi, con la saltuaria presenza in forma pseu@miceliare, 
r per gli eventi mortali talvolta verificatisi, lascia nello sperimentaWre un ragio
nevole dubbio sulla innocuità del ceppo in oMeUo». 

1977. 

10 gennaio. - L'ISS esprime il proprio parere in merito ai problemi igie
nico-sanitari connessi con l'utilizzazione su scala industriale del ceppo di 
Candida ATCC 20275 IS. Sottolineando che le sperimentazioni condotte, 
pur non fornendo evidenze di patogenicità diretta del ceppo esaminato, 
Indicano l'esistenza di un significativo fattore di rischio per soggetti sensibili, 
conseguente alla sua eventuale diffusione negli ambienti di vita e di lavoro, 
l'Istituto rileva la necessità di: 

a) prevenire la dift'usione neU'ambiente di tali microorganismi, sia 
ai fini della tutela igienico-sanitaria della popolazione ehe in particolare dei 
lavoratori addetti agli impianti produttivi; 
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b) approntar~~. in caso di parzial1~ attivaziom• a scopo sp~rimentalc di 
tletti impianti, un adeguato e specifico piano di sorveglianza igienico--Bani
taria, tale da garantire i grupJ•i di p<lpolazione particolarmente esposti. 

17 gennaio. - La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica dd 
Ministero della sanità, nel concordart' sulla necessità di predisporre un adt-
guato piano di sorveglianza sanitaria in caso di parziale attivazione a scopi 
sperimentali degli impianti industriali, preci!!a di non essere in possesso di 
alcun elemento conoscitivo circa un'eventuale autorizzazione (attribuita 
dalla stampa ad una iniziativa del Ministro per l'industria) ad una pr<lduziom· 
sperimentaJe di 40.000 tonnellate/anno, sottolineando la propria competenza 
nei riguardi della valutazione del rapporto tra potenzialità produttiva t' 
rischi correlati per l'ambiente e la popolaziont'. 

22 gennaio. - VISS trasmette al Ministero della sanità i propri pareri 
di competenza circa gli aspetti igienico--sanitari connessi sia agli impianti 
industriali di Saline di Montebello Ionico per la produzione di Liquipron, 
che agli impianti di Sarroch per la produzione di Toprina. G-li aspetti più 
rilevanti di tali pareri sono quelli riguardanti la predisposizionf' di misuri~ 
atte a: 

l) evitare la diffusione di Candide, vive ed essiccate, nell'ambiente, 
sia attraverso gli effluenti liquidi che quelli gassosi; 

2) ridurre al minimo consentito dalla tecnica odierna la concentra
zione di polveri costituite da lieviti essiccati; 

3) adeguart' allo spirito della direttiva CEE 76/464 i trattamenti 
alghicidi previsti dai sistemi di raffreddamento a ciclo aperto degli impianti; 

4) tutelare i lavoratori addetti agli impianti mediante la definiziom· 

e l'attuazione di un piano di sorveglianza mt'dico-epidemiologica. 

25/26 gennaio-7 febbraio. - Si tengono due successive riunioni congiunti' 
delle Sezioni I, Il e V del CSS sulla protezione igienico-ambientale connt'..fll!a 
alla produzione di bìoproteine. Nel corso di tali riunioni vengono discussi 
e sostanzialmente recepiti i vari pareri espressi dall'ISS sull'intera materia. 
In particolare il Consiglio raccomanda che: 

a) l'eventuale autorizzazione all'attivazione sperimentale degli im
pianti abbia carattere di temporaneità; i livelli produttivi siano contenuti 
al massimo e comunque commisurati al numero di prove d'impianto stretta
mente necessario, da effettuarsi in ogni caso sotto la sorveglianza dell'ISS; 

b) siano attuati a carico delle industrie produttrici, preventivamentt· 
all'attivaziow~ degli impianti, esami clinici e immunologici dei gruppi di 
popolazione esposti cd in particolare dell~ maestranzf' addt~ttP, secondo un 
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piano la cui elaborazione e realizzazione sia seguita da una apposita Com
missione medico-epidemiologica. 

18 febbraio. - La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del 
Ministero della sanità, in accordo con le raccomandazioni del CSS (di cui 
trasmette copia integrale) relativamente alla formazione di una specifica Com· 
missione medico-epidemiologica, invita i Ministeri deU'industria e del lavoro, 
j Presidenti delle Giunte regionali della Calabria e della Sardegna e I'ISS 
a voler procedere alla designazione dei propri esperti. Incarica inoltre l'Isti
tuto della sorveglianza su tutta la sperimentazione industriale, in collabora
lione con i competenti organi locali, nonché del controllo e della valutazione, 
periodici e sistematici, dell'attuazione del piano di tutela igienico-sanitaria. 

16 marso.- Il dr. D. G. Aheam trasmette all'ISS un Jormol report sugli 
studi sperimentali di patogenicità eseguiti secondo le linee indicate dal Piano 
s perimenlale di ma.uirna per l' occertarnento tkllo patosenicità diretta delle 
CandiM • 

.'H mars-Jo aprik. - Si tiene a Milano il simposio Investigations 
(In .~ingle cell proteitu organizzato dall'btituto di ricerche farmacologiche 
«Mario Negri» in collaborazione con il Protein-Advisory Group (PAG) 
dell'ONU. In occasione di tale simposio viene tenuta una riunione del PAG 
W orkins Group on Single-ceU Proteins, conclus011i con la ste8Ura di un rapporto 
che ripropone alcune delle più rilevanti valutazioni igienicD- sanitarie solle
vate dall'ISS. Il rapporto infatti sottolinea, tra l'altro, la necessità di deter
minare a priori la non patogenicità dei microorganismi impiegati, di adottare 
adeguate misure di protezione ambientale, di sviluppare metodologie per la 
valutazione dei rischi di ipersell8ibilizzazione sia dei lavoratori addetti alla 
produzione sia degli eventuali consumatori dei prodotti finiti. 

6 aprile. - L 'ISS comunica al Ministro per la sanità la designazione dei 
proff. N. Frontali del Laboratorio di igiene del lavoro, G. Vicari del Laho· 
ratorio di biologia cellulare e immunologia e A. Zampieri del Laboratorio 
di epidemiologia e biostatistica, quali propri esperti nell'ambito della Com
missione medico-epidemiologica. 

20 apriù. - Presso la Direzione generale delle fonti di energia e industrie 
ùi base del Ministero dell'industria, si tiene nna riunione interm.inisteriale di 
~~oordinamento per l'esame dei problemi relativi alla produzione di bio~ 

proteine da n-alcani nonché all'attuazione dei piani di tutela igienico
~anitaria, cui sono chiamati a partecipare rappresentanti dell'ISS, delle 
Regioni interessate e deUe Società ltalproteine e Liquichimica. 
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22 aprile. - L'ltalproteine, anche in riferimento a quanto discusso nt'! 
corso della riunione del 20 aprile presso il Ministero dell'industria ribadisc~· 
in una sua nota che: a) lo stabilimento di Sarroch risponde alle norme di 
legge in vigore; b) sono stati studiati alcuni miglioramenti tecnici degli 
impianti e sono in via di allestimento unità di controllo e metodi di determi
nazione delle immissioni nell'ambiente; c) sono in corso di attuazione esami di 
selezione preventiva del personale, dì tipo clinico-immunologico, seguiti 
dall'istituzione per ogni lavoratore prescelto di una apposita cartella mirata. 
L'Italprowi.ue .aWl.ecita inoltre l'autorizzazione alla riattivazione dei propri 
impianti limitatamente alla produzione sperimentale, nella misura già auto
rizzata dal Ministero dell'industria di 40.000 tonnellate/anno. 

23 maggio. - L'Italproteine trasmette il piano di tutela igienico-sanitaria 
concernente lo stabilimento di Sarroch, sollecitando al contempo la formazione 
della Commissione medico-epidemiologica, raccomandata dal CSS. 

14 giugno. - La Liquichimica trasmette la documentazione riassuntiva 
degli esperimenti compiuti sia con il prodotto Kanepron che con il prodotto 
Liquipron, suddivisa in dieci volumi. 

16 giugno.- Si tiene presso l'ISS un incontro tra esperti dello stesso Isti
tuto e della Regione Calabria, nel corso del quale i rappresentanti regionali 
consegnano uno schema per il monitoraggio ed il controllo di S02 , polveri 
e lieviti vitali, nonché uno studio sulle condizioni meteorologiche prevalenti 
nella zona di Saline di Montebello Ionico, ove sono ubicati gli impianti della 
Liquichimica. 

20 giugno. -Viene consegnata all'Istituto una bozza di proposta di piano 
di controllo epidemiologico, predisposta dalla Regione Calabria, concernenti" 
l'insediamento industriale della Liquichimica. 

21 giugno. - Viene effettuato, a cura di esperti dell'ISS, un sopralluogo 
agli impianti Italproteine di Sarroch per verificare il grado di realizzazion~· 
delle misure di salvaguardia ambientale annunciate in data 22 aprile 1977 
con nota della Ditta stessa. 

30 giugno. - L'Assessorato alla sanità della Regione Calabria comunica 
all'ISS che provvederà a periodici cop.trolli dei parametri indici di inquina· 
mento, relativi agli efHuenti gassosi, liquidi e solidi, nella zona di ubicazionP 
degli impianti produttivi della Liquichimica. 

6 luglio.- Pubblicazione sulla Gazzetta Ufficiale del D.M. 21 giugno 1977 
relativo a Misure di tutela igienico-sanitaria ed ambientali' connesse alla pro
duzione di bioproteinf' (Appendice VI). 

.Ati~. 111. Sttper. 8anilti (IB<9) 15, U7-tU 
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19 luglio. - Prima riunione della Commissione medico-epidemiologica 
proposta dal CSS e prevista dall'art. 2 del D.M. 21 giugno 1977. La Com
missione risulta composta come segue: prof. A. Beretta-Anguissola (Presi
dente); proff. N. Frontali, G. Vicari, A. Zampieri (ISS); dr.ssa C. Celani 
(Ministero del lavoro e della previdenza sociale); ing. S. Razzano (Ministero 
dell'industria, del commercio e deH'artigianato); prof. L. Frezza (Medico pro
Yinciale, Reggio Calabria); prof. A. Spinazzola (Istituto di medicina del lavoro, 
Università di Cagliari); prof. D. Mura (Istituto zooprofilattico sperimentale, 
Sassari). Nel corso della riunione i rappresentanti dell'ISS presentano una 
bozza di piano di controllo clinico-immunologico, elaborata tenendo conto 
tlelle proposte formulate sia dalla Regione Calabria che dall'Italproteine. 

20 luglio. - L'ltalproteine invia all'ISS una documentazione riguardante 
le caratteristiche tecnico-funzionali delle nuove installazioni progettate ed 
m fase di realizzazione per l'adeguamento dei propri impianti alle prescri
zioni dell'Autorità sanitaria. 

27-28 luglio. - La Commissione medico-epidemiologica visita i presidi 
igienico-sanitari di Cagliari e Reggio Calabria specificamente previsti per 
l'attuazione a livello regionale dei piani di tutela ambientali. 

1° agosto. - L'ISS trasmette agli organi centrali e regionali competenti, 
nonché alle industrie interessate, uno schema unificato di piano igienico
sanitario relativo ai controlli clinici e tli laboratorio per gli addetti agli 
impianti produttivi. 

2 agosto. - L'ISS trasmette agli organi centrali e regionali competenti, 
nonché alle industrie interessate, distinti e dettagliati pareri circa le modifiche 
da apportare agli impianti rispettivamente ubicati in Saline di Montebello 
Ionico e in Sarroch prima della loro attivazione, al fine di renderli compatibili 
con le esigenze di salvaguardia ambientale e igienico-sanitaria delle popola
zioni circostanti e dei lavoratori addetti. L'Istituto esprime inoltre parere 
sui piani predisposti dall'Italproteine e dalla Liquichimica, per il rilevamento 
Ilei contaminanti emessi dai rispettivi impianti. 

16 settembre. - La Liquichimica consegna due volumi aggiuntivi conte
nrnti ulteriore documentazione circa gli esperimenti di tossicità effettuati 
su ratti e conigli. 

23 settembre. - Riunione della Commissione medico-epidemiologica in 
l'Ili viene approvata la scheda sanitaria definitiva da utilizzare per la sorve
glianza clinico-immmunologica delle maestranze addette alla produzione. 
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2U settembrt-6 ottobre. - Nel corso di due successivi sopralluoghi av;li 
stabilimenti di Sarroch, l'Ispettorato provinciali~ del lavoro di Cagliari 
verifica che l'Italproteine non ha ancoru completato le modifiche tecnico
funzionali degli impianti necessatie per il loro adeguamento alle misure cau
telative raccomandate dall'ISS e previste dal D.M. 21 giugno 1977. 

17 otwbre. - La Commissione medico--epidemiologica affronta i problemi 
relativi ai controlli da effettuarsi sulle popolazioni residenti nelle aree circo
stanti gli impianti produttivi. 

18 ottobre. - L'ltalproteine trasmette all'ISS una versione in cinqut• 
volumi, rielaborata ed integrata, della documentazione complessiva riguar
dante la produzione di Toprina. Da notare che in tale nuova versione il ceppo 
di C. lipolytica da utilizzarei per la produzione, viene indicato con le siglt• 
G 162 e CBS 6331, nessuna delle quali corrisponde, almeno formalmente, alla 
sigla BP 269 con la quale è contrassegnato il ceppo depositato in precedenza 
dalla stessa Italproteine presso l'ISS. Dalla documentazione risulta che tal1• 
ceppo è stato sottoposto a prove di patogenicità dal prof. Gargani, dellv 
Istituto di microbiologia dell'Università di Firenze, del quale viene acclusa 
una relazione preliminare che conclude affermando che i comportamenti 
della C. lipolytica e della Candida utilis sono IIOVrapponibili, con permanenza 
di un certo numero di elementi fungini vivi {in misura maggiore per la 
C. utilis) negli organi degli animali inoculati, almeno fino a 15 giorni dal
l'inoculazione, e scomparsa degli stessi fra i 15 e i 30 giorni. 

5 novembre. - L'ISS e&prime il proprio parere circa l'ammissibilità iu 
alimentazione animale del Liquipron, dopo aver verificato la significatìvità 
e l'adeguatezza dell'intera documentazione presentata dalla Liquichimica in 
riferimento alle Lirue di ricerca sperimentali per fesame delle cosiddette bio
proteiru {SCP) ai fini della ammissibilità rull'alimentazione animale approva t t' 
dal CSS. Gli elementi essenziali di tale parere possono essere così delineati. 
Viene innanzitutto rilevata una variazione significativa nel contenuto di 
numerosi componenti, quali ad esempio oligoelementi, acidi grassi, n-alcani. 
ecc., tra lotti diverei di prodotto finito, 11ostanzialmente espressione di una 
non completa standardizzazione del processo produttivo. In particolare. 
per taluni lotti di Liquipron i livelli di alcuni oligoelementi (Cd, Se, Sh) 
sono superiori a quelli massimi previsti dal D.M. 2 febbraio 1974, pubblicato 
nella Ctuuua Ufficiale n. 74 del 20 marzo 1974. Preoccupazione desta, inoltr1•. 
il fatto che in alcuni lotti siano stati dosati livelli di 3,4--benzopirene non 
compatibili con quanto stabilito dal CSS nel parere formulato il 18 giugnv 
1975, secondo cui tale composto deve risultare a11sente all'analisi con uu 
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metodo di sensibilità pari almeno ad l ppb. I dosaggi effettuati dall'Istituto 
su alcuni campioni indicano un contenuto di n-alcani pari a 0,35-0,38 % 
(cioè valori sensibilmente superiori a quelli dichiarati) e di 3,4-benzopirene 
pari a 1,0-1,2 ppb. Il contenuto di acidi grassi a numero dispari di atomi 
di carbonio del Liquipron è molto elevato e comparabile a quello della 
Toprina. Per quanto attiene alla presenza di contaminanti, viene altresl 
sottolineato il riscontro di enterobatteri nei campioni esaminati. Si osserva 
ancora che gli studi condotti sia su animali da esperimento (ratto, topo, 
scimmia) che so specie a reddito zootecnico (pollo. suino, visone e pesci), 
fomiscono indicazioni di un difficile adattamento al consumo di diete conte
nenti la biomassa in questione, specie ad elevati livelli di integrazione; tale 

11ifficoltà si esprime in un temporaneo ridotto consumo dell'alimento ed in 
un conseguente minore incremento ponderale. Studi di tossicità sul ratto 
evidenziano che la somministrazione della biomassa provoca alcune modifi
cazioni di parametri ematici, parte delle quali tende ad annullarsi con il 
prolungarsi del periodo di trattamento. Viene anche rilevato che in tali 
studi si sono osservate modificazioni nel peso di alcune ghiandole endocrine ed 
organi, nonchè fenomeni di tesaurosi calcica. In particolare, la diminuizione 
di peso delle gonadi("-' 15 %) e l'aumento di peso della prostata ("-' 25 %) 
e dell'ipofisi ("-> 200 o/o), appaiono costanti per presenza ed entità dopo 24 
mesi di somministrazione. Studi a lungo termine effettuati sul pollo indicano 
che ad un livello pari al 50 % delle proteine della dieta, il Liquipron deter
mina minore accrescimento corporeo a parità di ingestione di mangime. Essi 
inoltre confermano alcune delle transitorie variazioni nei parametri ematici 
e le alterazioni nel peso di alcune ghiandole ed organi. Per quanto riguarda i 
risultati relativi al dosaggio dei residui (n-paraffine, acidi grassi a numero 
dispari di atomi dì carbonio, ecc.), e alle prove di teratogenesi e di tossicità 
di relais previste dal protocollo del CSS, si rileva la scarsità dei dati presentati. 
I risultati disponibili circa gli esperimenti di tossicità cronica indicano che in 
alcuni esigui gruppi di ratti, sacrificati prima della fine dell'esperimento, 
la frequenza dei tumori ipofisari e mammari è più elevata fra gli animali 
trattati con il Liquipron. Inoltre, sia nei maschi che nelle femmine trattati 
con la dose massima di Liquipron si sono riscontrati, sia pure con frequenza 
limitata, tipi di tumori assenti negli animali di controllo. Dato l'esiguo numero 
oli animali esaminati, ed il carattere incompleto della sperimentazione, si 
,.;ottolinea la necessità di acquisire i dati conclusivi relativi alla sperimenta
zione a 30 mesi. Per quanto riguarda la valutazione della sperimentazione 
oli cocancerogenesi, si rileva la limitata significatività della documentazione 
prodotta a causa del fatto che i livelli di agenti cancerogeni utilizzati (DMBA 
,. MC) sono superiori a quelli ottimali per evidenziare la presenza di <!genti 
•'ocancerogeni. Per quanto riguarda gli esperimenti di mutagenf'si, si rileva 
l'assenza di qualsiasi documentazione in merito . 

. l nn. bt. -""P"· 8"nil~ 11!179) 15, 347-4H 
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9 ntWembre. - Assemblea generale del CSS convocata per esprimere un 
parere sull'ammissibilità in alimentazione zootecnica dei prodotti Toprina 
e Liquipron. 

L'assemblea procede ad una discussione globale sia dell'intera docu
mentazione disponibile sui due prodotti, sia dei vari pareri espressi dall'IS:
sui diversi aspetti di interesse sanitario. Tale ampia disamina porta acl 
individuare, quali temi principali che necessitano un ulteriore approfondi
mento da realizzarsi come proposto dall'ISS anche con il contributo di 
specifici esperti di settore i due seguenti: 

a) la valutazione delle sperimentazioni di oncogenesi effettuate sulk 
biomasse ed in particolare l'approfondimento dell'eventuale rischio oncogenn 
associato ai residui di n-alcani presenti nei tessuti degli animali trattati: 

b) la valutazione del significato biologico degli acidi grassi a numero 
dispari di atomi di carbonio presenti nei tessuti di animali trattati, in riferi
mento al consumo da parte dell'uomo di produzione zootecnica ottenuta 
mediante l'impiego di mangimi addizionati con l(' biomasse. 

Al fine di realizzare il necessario approfondimento di tali aspetti, l'ass,~m
blea propone la costituzione di una apposita Commissione di studio operanti· 
nell'ambito del CSS. La presidenza di tale Commissione, successivamente 
nqminata dal Miuistro per la &anità, sarà conferita allo ste&so Presidente del 
Consiglio superiore di sanità, prof. A. Cinunino. La Commissioni> verrà arti
colata in due sottogruppi: uno relativo agli aspetti di oncogenesi e mutag~ncsi 
composto dai proff. A. Cimmino (Presidente), A. Caren~, G. Della Porta, 
S. Garattini, G. G. Giordano, D. Guerritore, N. Loprieno, C. Maltoni. 
F. Manzoli, G. Pontieri, G. Prodi, R. Zito; l'altro agli aspetti hiochimico
metaholici...riguardanti gli acidi grassi dis1'ari, composto dai proff. A. Cim· 
mino (Presidente), Castelli, S. Garattini, A. Mariani, M. Rossi Fanelli. 

Per quanto riguarda il punto a) viene inoltre proposto ad esperti oncologi 
l'incarico di procedere ad un accurato esame collegiale dei reperti autoptici 
relativi agli animali sottoposti a sperimentazione, alln scopo di pervenir1· 
ad una interpretazione univoca dei risultati, con particolare riferimento alla 
natura dei fenomeni neoplastici riscontrati. 

10 novembre. - La Commissione medico-epidemiologica completa l'ela
borazione di una scheda sanitaria da impiegarsi per l'effettuazione di periodici 
controlli clinico-immunologici sulla popolazione esposta a materiali prove
nienti dalle industrie per la produzione di hioproteine. 

25 ntWembre. - La Liquichimica consegna all'Istituto Superiore di Sanità 
la documentazione relativa alle prove di tossicità di relais eseguite . 

..(,,_Il!. Suptr. SQnittf (1!17~) U, 3H-4U 
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1° dicembre. - La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del 
\finistero della sanità trasmette alle Amministrazioni centrali e regio
nali competenti ed alle industrie interessate copia della scheda sanitaria 
per la popolazione esposta, definita dalla Commissione medico-epide
miologica, 

1978. 

27-28 febbraio. - Vengono cOnvocate rispettivamente la Commissione 
relatrice e l'Assemblea generale del CSS. La prima giornata dei lavori viene
dedicata all'esame delle risoluzioni dei sottogruppi di esperti operanti nel
l'ambito della Commissione Cimmino. Il sottogruppo oncogenesi e mutagenesi 
aveva espresso unanimamente il parere che una eventuale autorizzazione alla 
produzione e all'uso delle biomasse in questione potesse essere concessa limi
tatamente ad alcune specie animali per un periodo non superiore a quattro 
anni, al termine del quale avrebbe dovuto essere comunque riesaminata l'in
tera materia (Appendice VII). Raccomandava in conseguenza di vincolare la 
concessione dell'eventuale autorizzazione alla reaJizzazione, da parte delle 
ilitte interessate, di ulteriori ricerche di cancerogenesi, mutagenesi e tossici
t à, utilizzando secondo i casi le biomasse, le produzioni zootecniche e le classi 
tli composti chimici presenti nelle biomasse stesse. Sottolineava infine che 
dovranno comunque essere adottate limitazioni e restrizioni d'uso atte a pre-
venire un·;aumento dell'assunzione dietetica di n-alcani. Il sottogruppo bio
chimica aveva espresso unanimemente il parere che i livelli di acidi grassi 
•lispari rinvenibili neJie carni e negli organi dt•gli animali allevati con le bio
masse in questione, ad eccezione delle mucche lattifere e delle galline ovaiole, 
non presentavano problemi degni di rilievo per la salute dell'uomo (Ap-· 
pendice VIII). In ogni caso il gruppo consigliava di adottare un congruo pe· 
riodo di sospensione della somministrazione delle biomasse stesse prima della 
macellazione e di effettuare ulteriori ricerche sul significato biologico degli 
acidi grassi dispari. Tali pareri vengono estesamente discussi sia in sede di 
Commissione relatrice che in ~ede di Assemblea, ma non si perviene ad alcun 
parere definitivo. 

4 marzo. - Viene riconvocata la Commissione relatrice del CSS per la 
:;tesura di una risoluzione conclusiva sulle bioproteine che tenga conto degli 
elementi emersi nelle precedenti discussioni del 27-28 febbraio. La Commis
sione relatrice facendo proprie nella sostanza le Òsservazioni deJl'Istituto. 
decide di proporre all'Assemblea del CSS di esprimere parere favorevole 
all'utilizzazione del Liquipron e della Toprina in alimentazione animale .. 
suhordinatamente all'indicazione di: a) definite specifiche tecniche e caratte
ristiche di qualità per tali prodotti: b) ptecise limitazioni e restrizioni d'uso-

.11111. l;t. 8up•r· Sanità 11979) 15, 317- ,p~ 
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(si propone non più del IO % del mangime somministrato per i volatili 
di allevamento, ad esclusione delle ovaiolt" e non più del 7 % per i suini: 
si raccomanda inoltre che l'utilizzazione delle biomasse in questione sia cun
sentita per un periodo non superiore alla prima metà del ciclo produttivo 
di ciascuna specie animale); c) apposite norme di confezionamento ed eti
chettaggio; d) idonei controUi da effettuarsi sia a livello produttivo sia sul
l'osservanza delle norme indicate (Appendice IX). 

22 marzo. - La Liquichimica, a completamento della propria documen
tazione, trasmette ufficialmente altri due volumi che, tra l'altro, contengono 
i risultati definitivi di uno studio di tossicit.à a lungo termine sul ratto. 

5 11UJ8gio. - L'Istituto, in riferimento ad una richiesta in tal senso per
venuta in data 4 aprile, trasmette al Ministro per la sanità pro tempore una 
relazione Raaawativa dei problemi igienico-sanitari connessi con la produ
zione e la conune.rcializzazione delle biomasse Liquipron e Toprina. 

A parere dell'Istituto l'intenso lavoro svolto, ha da un lato consentito 
di impostare sul piano igienico-siW.itario il problema bioproteine nel suo 
complesso in modo adeguato e scientificamente corretto, ed ha dall'altro 
posto le premesse indispensabili per l'emanazione di una serie di dovuti 
provvedimenti anuninistrativi idonei a tutelare la salute pubblica nella 
previsione di una successiva attivazione degli impianti produttivi. Tali 
provvedimenti hanno consentito più in particolare di minimizzare il 
rischio per l'ambiente e per la salute degli addetti agli impianti nonch~ 
delle eventuali popolazioni esposte. Resta invece ancora da definire sul piano 
amministrativo un provvedimento che risponda alle esigenze di tutela della sa
lute dei consumatori di prodotti zootecnici ottenuti utilizzando le biomasse in 
questione. Tale provvedimento dovrebbe precisare: a) i ceppi di m.icroorgani
smi consentiti; b) le caratteristiche analitiche delle biomasse;c) le specie anima
li, con particolare riguardo a queUe di rilevanza zootecnica, per le quali 8i au
torizza l'uso delle biomasse, accompagnate dall'indicazione deUe relative dosi 
e modalità di somministrazione; d) le norme di confezionamento e commt>r
cializzazione delle biomasse stesse; e) l'indicazione delle ulteriori ricerche nf•
cessarie per una revisione delle limitazioni e restrizioni d'uso di cui al punto c). 

Si 80ttolinea che, auUa base delle conoscenze fino ad oggi acquisite, 
sono da considererai disponibili soluzioni tecniche valide in riferimento ai 
precedenti punti a), 6), d), e). Restano invece apenc alcune questioni relativi' 
al punto c), ed in particolare quelle correlate alla valutazione del rischio 
oncogeno, per la cui definizione l'ISS sensibilizzò ii Ministro della sanità 
pro tempore che, accogliendo la richiesta, convocò l'apposita Commissiont' 
già ricordata. t; parere dell'ISS che il documento finale (Appendice VI l) 
del sottogruppo di esperti oncologi operante nell'ambito della suddetta Com· 
missione, unitamente ad alcune specificazioni successivamente fomitt~ dagli 
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~tessi esperti m sede di CSS, configuri in modo chiaro le modalità di utiliz
zazione delle biomasse in alimentazione animale ritenute accettabiJi dagli 
,tessi esperti e tali da poter soddisfare i quesiti posti in tal senso dall'Ammi
nistrazione. Tali modalità includono l'individuazione dei limiti temporali 
per la somministrazione dei prodotti e delle dosi massime da somministrare, 
anche allo scopo di impedire un aumento nell'assunzione di n-paraffine 
attraverso la dieta. 

Pertanto, la notevole e costruttiva mole di lavoro svolta ~era stata 
almeno parzialmente recepita nel documento fllaborato dalla Commissione 
rt"latrice (Appendice IX) del CSS riunitasi in data 4 marzo 1978. 

A conclusione di quanto sopra esposto, I'ISS riteneva opportuno ribadire 
<'ome l'attività fino ad allora svolta, nonostante le persistenti note carenze 
,]j tecnici qualificati in alcuni settori, avesse obbiettivamente reso già dispo· 
11ibili, anche attraverso i numerosi interventi effettuati nelle diverse sedi, 
:uft•guati elementi di valutazione igienico-sanitaria per una definizione sul 
piano amministrativo dei provvedimenti relativi alla problematica delle 
biomasse. 

:!8 giugno. - Assemblea generale del t:SS convocata per esprimere un 
parere definitivo sulla utilizzazione in alimentazione animale delle biomasse 
Liquipron e Toprina. 

L'Assemblea generale conclude i propri lavori, dude::tdo sostanzial
mente le proposte avanzate dalla Commissione relatrice in data 4 marzo 1978 
P limitandosi ad esprimere parere favorevole all'utilizzazione delle biomasse 
per l'alimentazione dei soli animali da tiro, da affezione e da pelliccia (Appen• 
dice X). 

1979. 

26 novembre. - D.M. relativo a: Soppressione della voce n. 67 relativa alla 
.~ostam:a denominata Toprina dall'elenco dei prodotli di origine minerale e 
,·himico-industriali di cui al decreto ministeriale 30 luglio 1969 e revoca del 
decreto ministeriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto ministeriale 
2 febbraio 1974, concernente l'inclusione della Toprina nell'elenco dei prodotti 
di origine minerale e chimico-industriali che possono essere impiegati nel
l'alimentazione degli animali. (Appendice XI). 

_\SPETTI SCIENTIFICO--SAXITARI 

TASSONOMJA E PATOGENICITÀ DEL GENERE CANDIDA 

Come è ben noto, la classificazione degli rsseri vivf'nti è basata sulla 
1le1ìnizione e correlazione delle loro proprietà. Nel caso dei microorganismi 
i eriteri tassonomici classici si basano sulle caratteristiche morfologiche e 

.l nn. /1!1. S"f""'· Srmild (IU7U) )5, ~H ~l! 
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di crescita e sulle proprif'tà biochimico-fh;iologichr. Nei lieviti, ad esemJJiu. 
le famiglie sono relativamente ben definiv• dalla riproduzione vegetativa. 
dalla forma delle spore, dalla presenza di micelio e dalla capacità di assimi
lare i nitrati; all'interno del genere, invect', la definizione di specif' non risulta 
altrettanto semplice a causa della diversità di risultati ottenibili per taluni 
caratteri e della difficoltà di stabilire un ordine di priorità fra i vari caratteri 
utilizzahili. Ancht• in considerazione dell'inadeguata standardizzazione di 
alcune prove tassonomiche, ed in particolare di quelle di natura più quali
tativa, si può giung~re paradossalmente, privilegiando alcuni caratteri ri
spetto ad altri, a contrastanti definizioni di specie. È noto dalla letteratura 
che, nei microorganismi in genere, un singolo carattere, quale l'assenza di 
crescita su un determinato substrato, può non essere risolutivo per l'attribu
zione di specie, ma essere espressione di differenze genotipiche, che danno 
origine a possibili alternative metaboliche quali la mancata sintesi di una 
permeasi specifica, la mancata sintesi dell'enzima necessario per metaholiz
zare il substrato, l'inibizione della sintesi dell'enzima specifico da parte dt•l 
repressorc. Anche allo scopo di superare- tali limitazioni sono stati svilup
pati negli ultimi anni nuovi criteri di classificazione. Tra questi si possono 
ricordare quelli basati sui grado di omologia genetica, suUe proprietà antige
niche, sulla natura dei polisaccaridi di membrana qualf' determinahil~· 

mediante analisi NMR. sull'analogia di sequenz~~ amminoacidiche di spcci· 
fici enzimi, ecc. 

Nel periodo novembre 1972-aprile 1974 veniva sottoposta al parer1· 

dcll'ISS la documentazione tecnica della Liquichimica. contenente, tra l'altro. 
la descrizione delle caratteristiche del ceppo che si intendi'Ya utilizzare pf'r 
la produzione del Liquipron. Secondo la Ditta il ceppo appartent'va ad uua 
nuova specie di Candida (denominata C. novellus). 

L'ISS tuttavia giudicò la documentazione prodotta uu supporto non 
adeguato per dimostrar~• l'attribuzione di specit' proposta. Solo in data l l 
aprilf' 1974 la Liquichimica pro\'nmcva a consegnare il c~ppo in questiotw 
all'ISS allo scopo di consentire l'efl'ettuazione dd test di classificaziotJt'. 
accettati internazionalmente, secondo le metodiche descritte da J. Lodder [l J, 
I risultati, ottenuti dal gruppo di ricercatori diretto dal prof. Tonolo, indi
carono l'appartenenza del cepJ•o C. novellus alla specie C. tropicali!!. 

Essendo noto dalla letteratura che in alcuni stati patologici la C. tro
picalis può essere isolata da reperti umani, i risultati ottenuti dali'ISS solh·
vavano fondati dubbi sulla sicurezza dell'utilizzazione industriale dd cei'P" 
C. novellus. 

Successivamente la Liquichimica rinunciava a sostenere la tesi delt'appar
tenenza del ceppo ad una nuova specie e comunicava che, secondo il Centra
albureau voor Schimmelcultures (CBS), il ceppo stesso dovesse essere consi
derato appartenente alla specie C. saké. Persistendo le difformità di valu-
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tazione in relazione alla classificazione in <ruestione, la Liquichimica sollecitò 
il contributo Ji due istituzioni scientifiche di riconosciuto valore internazio· 
naie, l'American Type Culture Collection (ATCC) e la Georgia State UnivPr· 
<'ity, in cui Nano allo studio nuove metodiche tassonomiche. 

Nel gennaio 1975 la Liquichimica presentò all'ISS un rapporto congiunto 

1Ji ricercatori dei tre Istituti snmmenzionati. La relazione, intitolata The 
taxonomy of Candida novellus ATCC 20275, thE .çtrain used by Liquichimim 
Biosintesi to produce Liquipron, firmata da G. Ahearn, S. A. Meyer, D. Yarrow 
riferiva i risultati di saggi tassonomici sia di tipo classico [l] sia di nuova 
acquisizione, come la determinazione della composizione media in basi del 
DNA ed i saggi di ibridazione [2]. 

I risultati presentati possono essere così ria~sunti: 

,.) l'incapacità di assimilare amido solubile è un carattl"re comune tli 
ceppi di C. 1wvellus, C. subtropicalis, C. maltosa e C. cloacae, mentre la capa
rjtà di assimilarlo appare un carattere costante dei ceppi classificati tradi

lionalmente come C. tropicalis; 

b) la temperatura massima tli crescita dei <:eppi di C. novellus, C. 
_,ubtropicalis, C. maltosa e C. cloncae, compresa tra :m °C e 1,2 °C, distingue 
11uesti ceppi da r1uelli classificati tradizionalmente come C. saké, che hanno 
temperature massime tra 28 l'C e 34 °C, ma non dai CPppi di C. tropiralis 
(W--43 °C). Va notato che i eeppi C. maltosa ATCC 28140 e C. cloacae ATCC 
~0184 t'fano originariamente indicati come C. saké; 

r) le prove ~erolngiche indicano irlt>ntità tra il Ctlppo C. rwvellus cd 
un ceppo di C . . mbtropicalis (CBS 6465), il cui antisiero riconosce a sua vnlta 
1mo dei 2 o 3 antigeni identificati per 2 ceppi di C. tropicalis; 

d) la composizione media in GC oscilla tra 38 e 41 % in 10 ceppi 
di C. saké, tra 35 e .36 % in tre ceppi di C. tropicalis, e tra 35 e 37 % in C. 
subtropicalis (2 ceppi), C. ~altosa, C. cloacae e C. novellus. Questi dati evi
olenziano dunque una differenza tra i ceppi di C. saké e tutti gli altri ceppi 
~aggiati, mentre non permettono di distinguere i ceppi di C. tropicalis dai 
rrstanti ceppi; 

~<) le differenze genetiche saggiate con prove di ibridazione DNADNA 
tra nove ceppi di C. 8aki e ciascuno degli altri ceppi citati sono notevoli~ 
••sst>ndo infatti i livfllli medi di omologia del 12 %· Va qui sottolineato che 
l'omologia genetica tra i ceppi di C. saké è stata saggiata solo in due ibri
dazioni (ATCC H478/CBS 6717 e ATCC 14478/CBS 6716); 

f) i Cf'ppi denominati C. novellus, C. ma/tosa, C . . ~ubtropicalis e C. 
doucae mostrano tra loro un'omologia genetica del 100 o;,; questi stessi ceppi 
mostrano in media un liwllo di ibridazione del 2.5 % con il ceppo di C. tro-
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picalis ATCC 750, i1 quale a sua volta ihridizza al 90--100 ~o con altri dtu· 
ceppi di C. tropicalis. 

La relazione giunge alla conclusiom• che C. novellus, C. subtropica/Ì$. 
C. maltosa e C. cloacae fanno parte di una stessa specie, per la quale -viene 
proposta la denominazione C. maltosa, in base alla nomenclatura adottata 
per il ceppo. tra questi, registrato per primo. 

È opportuno chiarire come la classificazioni:' basata sull'omologia gene
tica, misurata con il metodo della ibridazione del DNA, puf1 fornire indi
cazioni di-verse da quelle basate sui test classici. Non sono infatti rari i casi 
descritti in letteratura in cui nell'ambito di una specie apparentemenll• 
ben definita dal punto di vista fenotipico, sono stati riscontrati dm: o più 
gruppi di omologia. Numerosissimi sono poi i casi dl ceppi che, classificati 
fenotipicamentf' in un gruppo, hanno dimostrato di non possedere alcuna 
omologia con gli altri ceppi dello stesso raggruppamento (ne sono un esempio 
i casi descritti dal rapporto in esame, relativi ai ceppi di C. cloacae ATCC 
20184 e di C. maltosa ATCC 28140 inizialmente identificati fenotipicamente 
come appartenenti alla specie C. saké, con cui hanno, secondo i dati riportati, 
livelli di omologie intorno al 10 %)· 

La relazione riporta che il DNA di C. novellus ibridizza meno del 30 % 
con quello di un ceppo di C. tropicalis, il quale a sua volta ihridizza al 90~ 
100% con altri due ceppi, Tale risultato appare criticabile per i seguenti 
aspetti: a) rap}'resentatività dal punto di vista genetico dei tre ceppi uti
lizzati, nei riguardi della speci(' C, tropicalis; b) univocità di specie della C, 

tropicalis dal punto di vista genetico; c) distribuzione dei ceppi patow.ni 
nei nuovi raggruppamenti tassonomici ottenibili per omologia genetica. 
t ovvio chf' la risposta a questi interrogativi può venire solo da una lunga 
ed approfondita indaginr lungo le stesse linee sperimentali intraprese nel 
rapporto in esame. 

In conclusione, la relazione non aggiunge elementi distintivi tra C. 
novellus e la specie C. tropicalis, sia per quanto concerne i test fenotipici, 
che per l'analisi della composizione in basi del DNA. Il contenuto medio 
in GC distingue C. novellus dalla specie C. saké, ma non dalla specie C. tro
picalis. D'altronde le prove di ibridazione non indicano significativa omologia 
genetica deHa C. novellus rispetto a C. saké (12 % circa) e rispetto ad un 
cllppo di C. tropicalis (intorno al 25 %). 

Sebben1• il ceppo C. novellus sia quindi scarsamente correlato dal punto 
di vista genetico con l'unico ceppo di C. tropicalis saggiato (ATCC 750), 
è evidente, per le considerazioni precedP.ntementc svolte, che l'assegnazione 
di un ceppo ad una determinata specie mediante il ricorso a questa nuo\'a 
metodica, sarà possibile solo quando la stessa sarà stata estesa ad un suffi-
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eil"nte numero di ceppi e ne sarà stata comunque riconosciuta la validità 
come test tassonomico discriminante . 

. \Ila luce di quanto sopra, è stata riesaminata completamente la metodolo· 
gia tradizionale di classificazione delle Candide, valutando. in particolare, tutti 
i contributi scientifici elaborati successivamente alle chiavi analitiche proposte 
l" contenute nell'edizione del 1970 del testo di riferimento The Yeasts [1]. 

Inoltre sono state applicate metodiche rigorosaml:'nte quantitative, 
hasattl su un'analisi numerica dei risultati e tendenti a ridurre per quanto 
possibile i margini di interpretazione soggettiva. In particolare si è utilizzato 
un procedimento di analisi numerica analogo a quello che ha permesso alla 
Campbell [3] di raggruppare in sole 78, ben 104 specie di Candida descritte 
in letteratura come specie differenti, Il metodo è stato applicato all'analisi 
di 53 caratteri fenotipici del ceppo ATCC 20275 IS, differenziali sotto il 
profilo della morfologia, delle caratteristiche colturali, dei test di assimila
zione e fermentazione di substrati carboniosi ed azotati, ecc. Il numero dei 
~aratteri esaminati corrisponde a quello di tutti i test tassonomici per i quali 
erano stati ottenuti, per il ceppo ATCC 20275 IS, dati sperimentali da quattro 
laboratori differenti. Tali dati erano stati ottenuti rispettivamente dai proff. 
A. Tonolo e L, Tuttobello dell'ISS, dal prof. Gargani deU'Istituto di micro
hiologia dell'Università di Firenze, dalla dr. S. A. Meyer et al, dell'ATCC, 
dal dr, T, Kaneko et al. per conto della Kanegafuchi Chemical lndustry. 
I risultati dei tests sopraccitati sono stati confrontati sia tra loro, sia con 
quelli ottenuti da Kaneko et al. e da Meyer et al. per i ceppi di riferimento 
di C . . ~ubtropicalis e di C. maltosa da loro utilizzati, sia con quelli descritti 
1la Lodder per IO !!pecie del genere Candida; tali specie, comprese dalla 
Campbell in un unico cluster, presentano, quanto ai loro caratteri tBI!sono
mici secondo Lodder, un coefficiente di sovrapposizione con C. tropicalis 
e C. maltosa del 50 % o più. Dal raffronto tra i dati disponibili è emerso 
che dei 53 caratteri presi in considerazione solo 21 di essi risultavano discri
minanti nell'ambito delle specie prese in esame. Si è proceduto, quindi, alla 
messa a punto di un programma di calcolo elettronico, che permettesse di 
ricavare, sulla base dei 21 carattflri il coefficiente di sovrapposizione deHe 
.~pecie esaminate rispetto ai dati ottenuti daJl'ISS sul ceppo A.TCC 20275 IS. 
È stato riscontrato un ottimo livdlo di coincidenza tra i dati dell'ISS e quelli 
relativi allo stesso ceppo ottenuti nei laboratori dell'Istituto di microbiologia 
dell'Università di Firenze. deli'ATCC e della Kanegafuchi, anche se il numero 
tti test distintivi di cui sono stati comunicati i risultati da parte di questi 
laboratori è stato di 8121 nel primo, di 16i21 nel secondo c ili 17/21 nel terzo . 
. \1 di là di questa pur importante precisazione, il risultato piì:t .~ignifìcativo 
1li tale analisi è stato la dimostrazione dell'elevata cotTdazione del ceppo 
ATCC 20275 IS sia con la specie C. tropicalis (90 %) ehe con la specie 
C .. ~aké (86 °10 ). 
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Vut·sti risultati portavano l'htituto ad ~~~prinwrt· nt•i tt'rmini dw ~··

gunno il pruprio pan•rt•: «Sulla bast• dt>i metodi ta~snnumir·i t' dei carattt•ri 
morfnlogici, colturali, fermentativi, assimilativi. f'C{'., contenuti nel testo 
Th1• )'~asts l1J il n·ppo C. not·Pl/u.~ ATCC 20275 IS presentu. fra tutte J.. 
.spt'.CW ripurtate dal ~;ummenzionatn h•sto, un'elt'vata corrclaziout• non sulu 
cou la specie G. tropi.cali.~, comt• precedentemente indicato, ma ancht~ con la 
lòJWCÌt• (.'. sak1:. L'entità di tali correlazioni non è. tuttavia. suHicicntt· J'f'f 

consentire un'univoca attriLuzimH' di specie pt·r il cellJl" in oggt"tto cht· 
l'n'senta alcuni significativi caratteri difftlrenziali rispetto allt· due spt~cit· 

in qm•stinm·. Si rileva, inoltre, cht• recentementt• alcuni ceppi in precedenza 
attribuiti allt• spt~cit~ C. saké e C. tropitah:s sono stati riclassificati [2, 4-71 
sulla base dei metodi Jlroposti dal Loddt'r [l J r di nuovi metodi tassonomici. 
St•condo alcuni Autori [2, 4-7]. le spccit> C. subtropicalis, C. cloacllf' ,. C. 
maltosa. cbt~ pPr il Lodder sono specit" sinonime della C. saké, potrebber" 
esserP classificate in una nuova specie distinta dalla C. saki con denominH
:t:ione C. maltosa; questi Autori, innltre, afl'ermano che a questa nuova spt"ci•· 
è da attribuire il ceppo C. novellus ATCC 20275 IS. In mt'rito ·a questa pru
l'osta di nuova specit• e relativa attribuzioni' ad essa dd ceppo in oggt"ttu. 
si rileva clH" solo pochi ceppi di microorganismi sono stati l'Otlopusti ad 
investigazione cnn i mPtodi tassonomici aggiuntivi recentemente proposti. 
l ùati preliminari disponibili non sono pertanto sufficienti per stabilire nuo\ i 
l'aggruppamenti tassonomici elH", peraltro, devonn in ogni caso suhin· il 
vaglitl degli organismi nazionali ed internazionali comlwtenti >l. 

Tali conclusioni dell'ISS sono statt· confermali• nella su~tanw dagli 
t'Sperti internazionali. Infatti dalla rda:t:ione tenuta d!!lla dr. S. A. M•·yj•r 
al Simposio PAG di Milano del 31 marzo 1977. emergt'va che: :a) in ba~•· 

allt· pro'\'t' di omologia genetica, il ceppo ATCC 20275 IS ibrìdizza al 100 ~(' 
con le specie di riferimento C. subtropicalis e C. cloacae; b) C. saké comP defi
nita da Loddt~r è un conglomerati) di specie; c) molte C. tropicalis, clas8ificatt· 
come tali in ha!;t1 al Lodder, non ibridizzano conia C. tropicalis di riferimrnt11. 
Questi risultati portaYano la dr. S. A. M•·ycr a proporre da un lato dì ra~
gruppan• ATCC 20275 IS, C. maltosa, C. cloaca~' ,. C. tropicalis. nella SIJecit· 
C. subtropicali$ e dall'altro a concludere che i tt·st di omologia genetica nou 
sono in grado di discriminare singoltl mutazioni. e quindi Il• loro eventuali 
espressioni fenotipiche rilt'vant.i ai tini sanitari. A tale proposito si possono 
citart• !t· osservazioni fatte dalla stessa Meyer chi' riscontrava un 'analogia 
genl"tica dd 100 (~,;, tra la ben nota specie patogena per l'uomn. C. albimn.' 
e la spt"cie C. clau.wmii, eh<· nun ri.~ulta sia stata identificata crune agt•ut•· 
}•atogt~no per l'unnw, t•d inoltr(' cht• ceppi difl'nenti di C. tropicalis prt'.'WH
ta-vano livelli di umologÌ(t significativamenlt· divt'fsi tra !ono. 

Quanto supra espostn costituì una valida cnnft~rma a poMt'riori a qUt•ll,t 
par1•· d t• l pan•n• finalt· tkll'ISS 0\'1' si all'erma\ a« Si preci~a, infim·. dii' il 
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previsto uso del ceppo in oggetto per produzioni industriali su larga scala 
impone un approfondito studio sperimentale per l'accertamento dell'inno
cuità, dato che le caratteristiche di patogenicità non sono strettamente 
correlate a quelle tassonomiche». t appunto in questa ottica che l'ISS 
elaborò, con il contributo di qualificati esperti italiani e stranieri, una 
serie di linee guida per la sperimentazione sulla patogenicità delle Candide 
che conftuirono nel piano sperimentale riportato in Appendice l V, in cui 
vengono altresl indicati definiti criteri di valutazione dei possibili risultati. 

Al termine delle sperimentazioni eseguite in conformità a tale piano, 
l'ISS formulò il proprio parere in merito alla patogenicità dei ceppi di Candida 
ilei quali era stata proposta l'utilizzazione a livello produttivo. Tale parere, 
concludendo per l'assenza di patogenicità direUa dei ceppi in questione, 
metteva altresì in evidenza la possibilità di fenomeni di sensibilizzazione 
allergenica per i lavoratori addetti agli impianti produttivi ed in genere per 
le popolazioni esposte, come indicato dai risultati sperimentali complessi
,-amente acquisiti. 

ACIDI GRASSI CON .:'fUMERO DISPARI DI ATOMI DI CARBONIO 

Gli acidi grassi con numero dispari di atomi di carbonio sono presenti 
in quantità relativamente basse nei mammiferi, Qlentre i lipidi dei pesci sia 
marini che d'acqua dolce ne contengono dal 2 al 6 % del totale, con l'ecce
lione della triglia in cui si raggiungono valori del 15-30 % secondo le sta
gioni [8, 9]. In generale gli acidi grassi con numero dispari di atomi di carbonio 
presentano in natura la stessa distribuzione dei pari, con quantità più ele
vate per gli acidi grassi a 15 e 17 atomi di carbonio e con quelli a catena più 
lunga (a 19 e 21 atomi di carbonio) essenzialmente polinsaturi. :f: stato 
dimostrato che gli acidi C19 e 4 1 polinsaturi vengono convertiti a prosta
glandine attive, con un'attività pari al 40 % di quella dell'acido arachi
donico [10]. Sotto questo profilo cl9 e c21 polinsaturi si comportano come 
l'acido linoleico e possono essere considerati eS~~enziali. 

Più diffuse degli acidi grassi dispari sono, nel regno animale, le aldeidi 
grasse CIS e cl7. Sebbene le interrelazioni metaboliche tra acidi grassi ed 
aldeidi non siano ancora state chiarite, è noto che frazioni particolate di 
lievito sintetizzano aldeidi libere a partire da acetato, uno dei prodotti di 
degradazione degli n-alcani [li]. Quantità elevate di aldeidi a numero dispari 
•li atomi di carbonio sono state identificate nel latte bovino [12] e nel burro 
[13], derivanti in larga misura dai batteri del rumine [14}. 

I 1lati riportati in letteratura sulla composizione lipidica 1li diverse specie 
ùi lievito indicano che gli acidi grassi variano da C8 a C2, e sono tutti a 
numero pari di atomi di carbonio [15]. Livelli notevoli rli acidi grassi dispari 
1wi lieviti si trovano solo quando questi ultimi vengono coltivati su n-alcani . 

. In,.. T st. 8"P'"· 8anilti (1979) 15, 3~7-~U 



L"illcidt•nw IH'Ì IÌJIÌdt tli LaJH!itla t! i a6th ~r<t~>'i t·ou lunp;ht•7.:r.a dt eato·t~:• 

•·,rri~Jitlltdt•nlc agli n-alt•aHi prnt·nti JH•! ~nh~ tra t., ~uggt•ristT dw gilu-akani 

tlo·l ~uhstralo. dop" "~~idazimw iu po~i:r.iuno· lenninalo·. HHJu ineuri'uralt 

t!irt•ttalllt'tth' w·i lip~di. È int•·r•·~~-llth' o~~··nan· clw gli acidi g:ra~,i t!i~p:tri 

~aturi ~i In l\ <lllu di prd'<Tt"HZ<t lll'Ì trig-liet~ritk lllt'ntn· g-li a e idi ÙiHltari in~alu1 i 
~~ eunt·t·ntnmo m•i fo~folipidi. L'•·t·l:t'H~tJ di at~id1 gru~~~ dislHtri m•i lipitiJ dd 

Littuipron t· della Toprina indiea dw il sÌ!òlt•ma t·ndog~nll di Liu~intni tl•·~lt 

at:idi gra~~~ p<tri 1lnt· e,;st•n· parzialml'nlt· iuatti\o, Hn:entr·mt•nt•• (~ili ,. 

Ratledgt• [I Il hann11 infatti o~;~r·n·ato chr: la sintPsi dt• rwi'IJ di'gli acidi gru~,_ i_ 

in Candidt• colti\·att· su n-alcani. è eumplt•tanll'ntt· a;;;;entt• pruhabilnwnlt' <t 

eausa ddl'inihiziom· di'Ila aeetil-CoA carbossilasi. La pre!lntza di un iuihitm·•· 

ddl'acl'tiJ-(:uA carbossilaHi era suggprÌta dal fatto t:ht: aggiungt•ndu estralti 
tli Candida, cohiYata su n-alcani. ad estratti di t:andide, coltiYatt' su glu

ensin, l'acl'tii-CuA carhossilasi di qul'~t'ultima veniva totalmentl' inibita: 

l'attività di quc~tn en:r.ima veniva ripristinata per aggiunta di citrato, un 
noto attivatore allusterico {16]. I dati. ottenuti nella sperimentazione con J.. 
hiomasst· Liquipron t' Toprina, non permettono tuttavia di vl'ritìcare st· 

talt· en~ntuak inibitort• vl'nga assorbito dagli animali trattati t' !31' pns~a 

111 qualclw modo alteran• il nwtabolismn dt~gli addi grassi di'i lt~ssuti [17]. 
:">lt~i tessuti degli animali alimt•ntati con !t· biomasse. sono prest•nti gli 

strssi acidi grassi dispari contenuti nel mangimt:. Carattt•ristica comune tlt·i 

campioni l'~aminati è- l'assl'nza di acidi grassi dispari C1, t' C21 , sia saturi 
cht" insaturi. li mancatu allungamt·nto degli acidi t:10 l' C17, prt•senti m•ll•· 

hinma:;st•, non si osserva eon gli omologhi pari. 
li flu~~~~ degli addi grassi. ~ia liberi cht· e:.teriticati. dai siti di a~wrlH· 

nll'nln intt'stinalt- ai loci n•ct'ltori ~u\la cellula ed all"interno della stt>~f'a. ,-. 
dl'tt·rminato da una sovrappof'iziont• di nU'ceanismi bioehimit·i. nf'urnnuli ,. 

circolatori. così complt·~si da rendt•rt• diflit•ik l'interprt•tazimw dello· dilh·
n•nzt· o,.st·n·att- nl"ll"accunmlo di aridi di~pttri da pari•' tlt•i nui tt•ssuti dq;-li 

animali alimentati cuu biumas~w. Ad est•mpio. mentre nt•l lardo, twl <'UIIr<' 

t' nd nm~e,.Ju gli aridi gra;;si di~pari saturi t•d in,.aturi muntt•uguuo lu ;;t•·~~" 

rappttrlu us~t·n.·ato nel mangimi' (l : :~). nel fq;-atn talt· rappnrt" l"i ~<po~ta 

n fa, ore degli aeidi gra~~<i saturi (p. h4<1). Il mintm• accumulo di at·idi p;ra~~i 

dispari, osst·n·atn nel Ct·n.·ellu. dip(:lldt• dal fatto clw il tra,.ferinwulo dqdi aci d t 

gras~i dal plasmu al t'('nt·llo è fm:;::om· sia della luu~hezza di ealt·na dw tlo·l 

grado tli insaturaziou(· lJ8]. 
Jl siguificaltt hiuehimÌeu l' fumr,iunaJe dt•l più l'li'Yatu CUil[t'!llllll dj talt 

;H:idi gra,;:~i IU'i tt·~~uti dq.;-li animali trattati Ctlll biomass•· d;~ n-alem11 Ì· 

tliflieilt· tht valutan·. È !Wltt cht· aumentando la h'mJwratura di una 

miscela aeidn-acqua. k catene carboniW<t' fondono in un intervallu di 

tPmpnatura caratteristico (lt'IHJWratura di transizinne). dipt•ndt•utr· dalla 
lunglu•zza di eutt·n:L Tak h-mpt•ratura di tran~izitmt· pl"r un aeitlo gra~~" 

• 
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insaturo con un doppio legame cis è sempre più bassa di qudla del ~uo i~u-· 

mero trans, ed entrambi hanno temperature di transizione inferiori a quella 
dd loro omologo saturo. Lo stesso fenomeno si vcrifìca per gli acidi grassi 
dispari; l'acido pentadecanoico, ad esempio, ha una temperatura di transi
zione di 8 °C inferiore a quella del suo omologo pari, il palmitico. In una mi
~cela complessa di Hpidi, perciò, ad ogni data temperatura, ogni lipide si 
troverà nella fase liquido-cristallina (fluida) o nella fase cristallina, assumendo
la conformazione termodinamicamente più stabile, in dipendenza del punto· 
di transizione dei suoi acidi grassi {19]. 

La distribuzione degli acidi gras~i nei lipidi naturali è tale che, alle tem·· 
perature vitali, i lipidi di membrana sono allo stato liquido-cristallino (fluido). 
Anche se i principi generali della costruzione di tale mosaico ftuido nelle· 
membrane non sono noti, vi è evidenza che la sostituzione degli acidi grassi 
naturali con acidi a catena più lunga, che rendono la membrana più «cri
stallina», porta alla lisi delle cellule [20]. L'importanza degli acidi grassi 
presenti nei lipidi di membrana in relazione alle proprietà funzionali e

strutturali delle membrane biologiche, come permabilità ed attività enzima
tiche è stato recentemente sottolineato da numerosi ricercatori [21-25].. 
che hanno correlato la presenza di una fase lipidica fluida con i processi me

diati dalla membrana. 
Nei tessuti degli animali alimentati con le biomasse Liquipron e Toprina,. 

vi è un aumento del contenuto in acidi grassi dispari, proporzionale alla 
quantità di acidi grassi dispari somministrati con la dieta. Tuttavia le con
centrazioni risultanti nei tessuti sono tali da non permettere di evidenziare 
alterazioni nella fluidità della membrana con i metodi chimico-fisici oggi 
disponibili. Con tali metodi (NMR, EPR, CD, ORD, ecc.) è infatti possibile 
dimostrare un'a1terazione della fluidità della membrana solo quando gli acidi 
;.,>Tassi dispari rappresentano almeno il 20 % degli acidi grassi totali. Per 
tale motivo sono state intraprese ricerche volte a chiarire alcuni degli aspetti 
menzionati (Serlupi e Salvati, p. 447) . 

..,--ALCA"i"il 

Gli idrocarburi saturi, e fra questi gli n-alcani, sono di norma presenti 
1n tracce nei tessuti dell'uomo [26] e di altri mammiferi [27]. Essi, possono· 
aumentare notevolmente in presenza di lesioni epatiche c ~plenkhe. menin

giomi, arteriosclerosi ecc. [28, 29]. 
Tn assenza di evidenze sperimentali che mo8trino la possibilità 1lella 

biosintesi di idrocarburi l!aturi e, in particolare, di n-alcani nei tt'"ssuti rlei 
1nammiferi, si deve ritenere che i rt'"perti di idrocarburi saturi dei mammiferi 

.Il'!!. f<t. -""!''"·-'"">n/a {liliU) 15, J.t;- Ili. 
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,. di altre Sfwci•· animali ahhiauu origint· alinu•ntarl" (vege-tali cmnnJr.stibili). 
'\,·l ea~u ddl'uonw. poi, ~i dt•n• te1wr conto di idrocarburi saturi di originr 
_t!t·ologit•a (nliù minerale) usati ctJml' adtliti,-i alimentari o a seopo terapt•u· 

tico [30J. Gli idroearburi ddlt• piantt· sono in prt'valenza costituiti da n-pa· 
raffine Ùa C2.1 a C35 COli JJrCvafenza Jj (.:19• mentre- ]'olio minerai•• contitlllt' 
pt>rcentuali variabili (13-49 ~-,.) di idrocarhuri lineari t' ramificuti, di ciel.,. 
alcani (21-2(1 %) l' ciclualcani policondensati [31-33]. 

Chiarr. evidenzt' sperimentali dimo5lrano cht· l'assorbimento degli idro· 
carhuri saturi attraverso la mucosa intestinale dei mammiferi è limitalu 
I'.Ssenzialmentl' daJia scarsa emulsinnabilità nell'intestino [34. 35J. fh-•· 
gli idrocarburi saturi siano stati adeguatamentt' emulsionati prima della 
somministrazione, essi possono essere assorbiti in misura pari all'olio di oliva 
{36}. In ogni caso, rilevanti assorbimenti di paraffine si verificano ancht> in 
assenza di tali cmuh;ioni, ovl" k quantità ingeriti' siano molto Pievat•· 
[37]. 

Gli n-alcani da ~ a c29 possono es8NI' attivamt•ntP metaholizzati iu 
numerosi animali superiori comp il pollo, il ratto, il topo, la capra, il bovino. 
f'C(', [38-43). In que.stu rispetto v-i sono rile-vanti diffen•nzf" di spt'CÌl", comt• 
ri8ulta dal fatto clw i volatili di allt·vamento semhranu dotati, rispetto alk 
altre s)U\l'Ìt', di una maggior1• capacità mctabolizzantt· degli n·-alcaui. Di 
norma il prodotto dt'll'ossidazione è l'acidn grasso con un egual numt'rn di 
atomi di carbonio l'l'alcool corrispondente è un intermedio della ossidazioJH'. 
Il si~tPma ossidativo dell1• n-paraffint• sembra localizzato, comt• qul"llo di 
numerosi altri composti ,. farmaci, nei micro.somi l'd è dipendentP. dal NADPH 
•· dali'02• L'organo deputato al metaholismo drllt· paraffine i' il fegato, ma è 
stato o~~<f>TYato chP alcuni n-aleani possono c~scr•· metabolizzati ancht• iu 
organi divf'rsi come il rent•, il polmone c l'intestino [44-48J. 

Nessuna attività biologica è stat~1 associata ai reperti di idrocarburi 
~;aturi rinvenuti nei tessuti dell'uomo l' degli altri mammiferi. Studi ad lwr 
suggeriscono cht• gli n-alcani possano inibirt• gli f'nzimi mobilizzanti i lipidi 
t'. pertanto, aggravarl" i sintomi arh•riosclerotici in conigli in cui l'arterio
sclerosi l"J"a stata indotta sperimtmtalmente [29]. È, inoltrt•, notu comi' un 
}Jrolungato uso di olio minf'ralt· comi' lassativo possa interfl'rirt' con J'assnr· 

bimento drlle vitamint'. liposolubili [34]. 
Massivr somministrazioni di olio mim•ralt' pl'r tf'mpi brPvi (ISO ml.1kg 

p1•r ] 5 giorni) nel ratto causano una diminuzione della crf'scitH del 25 % 
nou corrPlata ad una diminuziont' d•·l eihn ingf'rito. 1 ratti trattati inoltr1· 
hanno mostrato diuresi, polidipsia, proteinuria. alcaliuuria, oltre cht' ecci
tanwnto maniaco, diarr••a. ll'sioni di'ila pf'lle f'd alopecia. Il tratto intestina]•·. 
l'Omf' quello gastrii'AI t· numero.~i altri organi sono ri~ultati infiammati l' 

haunn riv•·lato una pl'rditu di acqua. ~car~" !Wil!l ~tat1•lf' Pvid('nz•• di f1•un

mrni d{'ge-nf'TatiYi [·-19]. 
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L'inoculazione dì olio minerale nel peritoneo di topi BALBfc produce 
tumori delle cellule plasmatiche, mentre in topi DBA/2 sì sono osservati 
reticolosarcomi ed infiltrazioni leucemiche nel fegato ed in altri organi (50, 51]. 
Alcuni di questi neoplasmi sono stati trapiantati con successo. Neoplasmi 
delle cellule plasmatiche, simili a quelli causati dall'olio minerale, sono seguiti 
all'iniezione ìntraperitoneale di pristano (2, 6, 10, 14--tetra metilpentade~ 
cano) altamente purificato_ in topi femmine del tipo BALBjc AnN [52]. 
Una maggiore incidenza di cancro gastrointestinale sarebbe stata evidenzia
bile in consumatori di paraffina liquida a scopi lassativi (30]. 

Gli n-alcani da C10 a C20 hanno mostrato [53, 54] capacità di potenziare 
l'attività di sostanze cancerogene a seguito di applicazioni cutanee (55---57], 
t•d in particolare ll dodecano è risultato essere cocancerogeno del benzo
(A)-pirene. Recentemente è stato anche dimostrato che l'attività cocance
rogena è funzione della lunghezza di catena degli n-alcani, aumentando fino 
al C18 per poi restare costante fino al Cz8 (58]. Si è visto che il decano, il do
decano ed il tetradecano sono in grado di potenziare l'effetto cancerogeno in 
topi trattati con raggi ultravioletti (59]. Si è inoltre osservata un'aumen
tata incidenza di tumori cutanei, indicativa di un'attività promotrice degli 
n-alcani {33, 54], in topi trattati preventivamente con dimetilaminoazo
benzene e successivamente con n-alcani. Per attività promotrice si intende 
infatti la capacità di una sostanza di indurre tumori in animali trattati in 
precedenza con piccole dosi, ritenute non efficaci, di sostanze cancerogene. 

~ molto probabile che l'accumulo degli idrocarburi saturi nei tessuti 
dell'uomo sia dannoso. Anche se al momento non esistono prove risolutive 
per dimostrare l'attività cancerogena nell'uomo di idrocarburi saturi ingeriti 
per via orale, i dati disponibili in letteratura sono sufficienti per suscitare 
una ragionevole preoccupazione in merito e per imporre la necessità di ulte• 
riori sperimentazioni. La possibile dannosità dell'accumulo di idrocarburi 
saturi non è, comunque, esclusivamente correlata ad un~ eventuale attività 
cancerogena. Infatti, i livelli degli idrocarburi in questione aumentano 
significativamente in presenza di alcuni stati patologici, e non è possibile 
escludere che essi possano essere in qualche modo responsabili dell'aggra· 
vamento dei sintomi di tali patologie. Inoltre, possibili contaminanti degli 
alimenti, come ad esempio il piperonilbutossido, possono influenzare la distri• 
buzione nei tessuti degli n-alcani [47]. Anche se i tessuti dispongono di 
:listemi metaholizzanti localizzati nella frazione microsomiale, è evidente 
che tali sistemi detossifìcanti non sono adeguati a prevenire l'accumulo delle 
paraffine nei tessuti. Ciò è chiaramente mostrato, fra l'altro, dal fatto che, 
~econdo studi condotti negJi USA f26], i depositi di idrocarburi saturi nei 
tPssuti umani sono in rapido e continuo aumento fin dal 1940; tali depositi 
~ono stati rinvenuti in circa il 70 % dei linfonodi della vena porta ed in cirea 
il 50 %delle milze rimosse dopo autopsia od operazione. Una delle cause di 



talt• ft'Jto!IH•nu Ì• ~tatH appulllu ÌIH]i,idtutt(t w·ll" tJuantità di olio mÌu••ral• 
introdullt· Ilf'lla calt'JHl alinwuHtl'!' sotto ii1rma di atlditi\ i. Ht~('t'nlt'Hlt'lllt· ì· 

"tal a puhhli• uta un'ampia ra~-;e~na ((tOJ sulln di~tribull:imw Ìil natura dt•ll•· 
u-paralliut>, Ilt:"IJa qu11h• vit•nt· andH· di~1~U~~~~ il ruolo biologit•o d..Ilt• 11-j'<t· 
ntffim•. nuuchì• il loro Ulf'taholi~nw. 

La nor!llut i,-a t' la le1-1islaziuu .. b811Ìtarw duvrdtlwru IJUÌndi t·~~•· n· Ì!òpÌntl ,. 
alla pn•n·uziont· degli aecunmli di idrocarburi ;;aturi m•i tt·s~uti flf'll"Uom". 

Tal•· pr••n•nzimu• puù l"Ssert:' eou~eguita soltanto limitando l"inw·stium• •l•·!!li 
idroearburi in qtwstÌ(lne alk quantità cht· pos~OJW ""~t'JT nll'tabolir.zH1t· ,. 
t'ht· nou lascino. quindi, rt•sidni m•i ttssuti. 

}MPIAN1'1 PER LA PRUHUZIONE DELLI-: BIOMASS}: 

Lt· caratteristich•~ tecnologiche degli impianti, la loro deYata capacitì1 
produtti\'a, la natura dei microorganismi impiegati hanno determinato not•·
voli difficoltà per la valutazione dd probabile. eventuale, impatto ambiPntalt• 
conseguente all'attivazione degli impianti stPssi. Ad esempio. pur essendo 

le. concentrazioni di alcuni inquinanti (ad C~>. rame usato come alghidda) 
negli scarichi liquidi compatibili con quelle massime tollerate dalla nnrmatint 
vigenti', le quantità totali di tali contaminanti sversati nell'ambit~nte PraJw 
tali da poter crearf' rischi per l'ambit'ntc stesso. Esiste, d'altrondt•, in tal 
~;enso un preciso orientamento comunitario. già concretizzato in una Direttin1 
CEE dt•l maggio 1976, volta a contener~• non solo le conccntrazioui di spt•cifit·i 
iuquinanti negli scarichi, ma anche ll' quantità totali degli stPssi, ~VN!-oaiP 
nt'll'unità di tempo, in relazione alla capacità dPI corpo recipit·nte. Alla lutT 
di simili cunsiderazioni si è quindi reso nt'cessario proct•dt•re ad una an<tli~i 

dettagliata ddll" caratteristiche progettuali degli impianti cd in partieolar•· 
degli aspetti concernenti gli effluenti liquidi ,. gassosi. nonché i rifiuti solidi. 
Da tall" analisi è emt•rsa da un lato la m'Cl"~~ità di apportart' agli impianti 
produttivi, prdiminarmentP alla loro attivaziont·, una sl"ri,. di moclifirlll' 
tali da rt•ndt•rli idonl"i 8otto il profilo igienico-sanitario. dall'altro di t•lahonn·•· 
spf'cif1ci piani pN il riiPvampnto dl"i livelli di contaminanti t'nH'~~i dagli 
impianti stessi in previsione di un funzionamento a pieno rl'ginw 

La valutazìont• igienico-sanitaria degli impianti, p~'r quauto eout·Prll<' 
]p j)fJJw,ri di liPvito t"ml'sse m•lle vari~' fasi di lavorazi01w, non pott•\·a ba~ar~i 
~ullimitc di accPttabilità per la concentraziom· al suolo dt"llt' pnlwri. stahilitu 
dal regolamento di ap})Iicaziotu• (D.P.R. n. 322 del 19 aprile 1971) della ]('g1! .. 
n. 615 dd I3 luglio 1966, poichè- non vi t'rano evidenz.-. cht• Jli'0\8~1'-t'l'o 

l'i1H'rr.ia biologica di tali polwri. Non essendo cioè disponibili informazioni 
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adeguate per consentire di fissare limiti di accettabilità per tali tipi di polveri, 
non era sufficente conformarsi ai limiti previsti dalla legge menzionata 
ma bisognava contenere tali emissioni al massimo in relazione alla migliore, 

1uoderna, tecnologia industriale, 
Sotto questo profilo gli impianti per la produzione del I.iquipron e del

la Toprina differivano sostanzialmente. Infatti, mentre nel caso del ciclo 
produttivo del Liquipron si aveva a che fare con un impianto praticamente 
a circuito chiuso per quanto riguarda il rilascio di lieviti vivi ed essiccati 
nell'ambiente (circa 6 kg di lieviti essiccati rilasciati al giorno), nel caso 
della Toprina le caratteristiche degli impianti (essiccamento, macinazione, 
agglomerazionf') erano tali da causare il rilascio di circa 600 kg al gior
no di lieviti essiccati. Inoltre, per qut'.sti ultimi impianti, i sistemi di 
abbattimento previsti non erano idonei a prev,~nire il trascinamento, da 
parte dell'aria esausta in uscita dai fermentatori, tli aerosol contenenti lieviti 
vitali propri del ciclo 1Hod11Civo: l'er:~~tà di lie\--iti vitali rilasciati nell'ambiente 
na difficilmente valutabile teoricamente, ed avrebbe potuto essere determi
nata soltanto attraverso un controllo in continuo sull'impianto funzionante 
a pkno regime. Nonostante che una attivazione di tali impianti per un 
trmpo definito fosse stata autorizzata nel 1976 dal Ministro per l'industria 
a scopo sperimentale, non furono mai resi disponibili significativi dati quan
titativi in merito. L'ISS richiese, pertanto, una modifica degli impianti tale 
1Ja realizzare l'efficace collettazione delle emissioni suddette ed il loro 
convogliamento ad un idoneo impianto di incenerimento. 

La possibilità di una indesiderabile immissione nell'atmosfera di aero
sul contenenti microorganismi vitali ed idrocarburi era inoltre presente, 
sia m•Jl'impianto Italproteine che in quello Liquichimica, a livello degli 
impianti a fanghi attivi per la depurazione delle acque di scarico e delle va
l-1che di raccolta e accumulo di eventuali fermentazioni anomale; tali im
pianti, infatti, erano entrambi previsti a cielo aperto. In considerazione 
dell'obbiettiva difficoltà di valutare a priori l'idoneità degli impianti a 
fanghl attivi per la depurazione dei microorganiami propri della fermenta
zione, in particolare nelle circostanze di smalti mento di eventuali fermenta· 
zioni anomale, furono suggerite dall'ISS modifiche degli impianti che consen
tissero di separare e distruggere la fase particolata presente m•gli effluenti 
•· di inviare all'impianto di depurazione la sola fase liquida. 

Preoccupazioni di ordine ambientale derivavano inoltre dai tratta· 
l!lrnti chimici alghicidi delle acque marine, utilizzate per gli impianti di 
raffreddamento a ciclo aperto dd fermentatori, data l'elevata portata di 
'wr~amento n mare degli impianti stessi (circa 60 m3/s). Tali tratta• 
lni'Uti, infatti, portavano al rilascio nell'ambiente marino di elevate quan
tità di agenti chimici. Da un lato, il sistema alghicida basato suJJa 
produzione ('lettrolitica di ioni rame (sistema ltalproteinc) comportava 
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sversamenti a mare che, pur rientrando nei limiti di accettabilità previsti 
sia dalla legge regionale n. 16 del ]o agosto 1973 che dalla legge n. 319 drl 
19 maggio 1976, avrebbero causato il rilascio di circa 3.000 kg/anno ioni d! 
rame con effetti non trascurabili sull'ecosistema marino recipiente. Dal
J'altro, il trattamento alghicida con ipoclorito (sistema Liquichimica), del 
quale non era peraltro stata resa nota la concentrazione di impiego. 
prevedeva lo sversamento di non certo irrilevanti quantità di cloro attivo. 
la cui pericolosità poteva essere potenziata dalla capacità di formare 
composti anche più tossici, per reazione, ad esempio, con i :residui di idro
carburi rilasciati dagli impianti stessi nell'ambiente marino. Tali riserve. 
riguardanti in generale lo sversamento globale nell'ambiente di inquinanti 
chimici tossici, anche se a concentrazioni tollerate dalle leggi vigenti, valgono 
ovviamente per qualsiasi impianto industriale che .utilizzi e restituisca 
all'ambiente masse liquide di rilevante entità, come è stato peraltro recen· 
temente sancito dalla Direttiva 76/464/CEE del Consiglio CEE del 4 maggio 
1976 (Ga.:zetta ufficiale CEE L 129 del 18 maggio 1976). Può essere sotto· 
lineata a tal proposito l'esistenza di sistemi alternativi antincrostazione, di 
tipo meccanico, capaci di garantire l'idoneo funzionamento di tali sistemi 
di raffreddamento, 

Oltre a quelle relative ai possibili inquinamenti chimici, furono esprt'IO· 
se dall'ISS preoccupazioni circa i coneietenti problemi di inquinamento 
termico posti d'!gli impianti in esame, comparabili per entità a quelli 
da affrontare per i1 raffreddamento di una centrale termonucleare da 
1.500 MW. 

I problemi igienico-sanitari individuati in relazione alle caratteristich~· 
degli impianti produttivi, al di là delle modifiche sopra indicate, erano tali 
da richiedere controlli specifici dei parametri indici di inquinamento relativi 
agli efHuenti gassosi, liquidi e solidi. Su questi aepetti si è realizzata una 
fattiva collaborazione tra l'ISS, le Regioni Calabria e Sardegna e le Società 
industriali interessate. Ciò ha portato all'elaborazione di specifici piani di 
rilevamento dei contaminanti ambientali eia all'interno che all'esterno dt'i 
perimetri industriali interessati, I piani prevedevano il rilevamento dei livelli 
di lieviti essiccati e vitali nell'aria, neleuolo e nelle acque provenienti dagli 
impianti di depurazione, prima della loro immiseione nel corpo idrico rice
vente. La verifica dell'entità del rilascio nell'ambiente di microorganismi pro· 
pri della fermentazione sia in forma di cellule vitali che di cellule essiccati:' 
(polveri) era elemento indispensabile per. attuare il necessario piano di sor
veglianza medico-epidemiologica angli addetti agli impianti e sulle popo
lazioni residenti nelle immediate vicinanze degli impianti stessi. Appositi 
rilevamenti riguardavano inoltre il monitoraggio della temperatura delle 
acque marine antistanti gli impianti, al fine di determinare l'entità del
l'inquinamento te:nnico. 

Aoon. 1111.. St1~r. Sanità (19711) U, 11~7-H~ 
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PlANO Dl SORVEGLIANZA M&DICG-EPJDEMIOLOGICA. 

L'eeecuzione di tale piano, secondo il D.M. 21 giugno 1977 Misure 
di IUMia i~sanilariG ed amlJientale connuse allo produ.io116 di biopl'Oieintr 
(~ u§icùJle n. 182 del6 luglio 1977), avrebbe dovuto et~ere attuata, a 
carico delle Ditte produttrici, .ia due faei succeuive. La prima fue prevedeva 
opportturi eeami clinici ed immunologici su gruppi di popoluione upoati 
ed in part:ieolare mlle maestrai:JH, da attuani pnventivamente airattiva~ 
zione d.U. impi8Qti. La seconda fue del piano conliateva in controlli perio-
dici per F addetti agli impianti ed in eaami di controllo, da attuani in bue 
a criteri statiltico--epidemiologici, su gruppi di popolazione a riaehio. 

La valutuione dei riaultati delle prove cliniche ed immuaolosiche 
era stata allidata ad una appoaita CommiBÙone di esperti, nomittata dal 
Ministro per la sanità, che aveva approntato appoeite cartelle clia.iche--tipo, 
preditpoete aotto forma di schede per l'elaborazione dei dati, in reluione ai 
controlli clinici e di laboratorio che sono qui di seguito sinteticamente 
riportati. 

I. - ConarolJj prn-Mft pv &li addefri asli impiall'lli. 

I. •· - &cu.i ~: Contegio dei liafociti del ..ape; eoateqio dei liafociti T; 
oontegio dei lillfoclti B; prove di mitopnicità (PHA, ConA, fi.tolaec., antia;eai); qucho 
elet~ e hlmaaaoelettroloretieo del .WO; dougio ddle lmm~ JsG, JgA 
e lgM; titolct delle aglatiaiae aatanli uti-A e utti-B; doaagie delle immuoafloh•liue 
1sE; n~~rbent-test (RAST). da elfettuani. ~MJlo nel euo che ll do• ... dftle. 
I!E rinki 1aperion .U. JaGnaa; test cutanei llliranti lld erideDUue una smaoibiltla••• 
alla ~ 111Wo:-INIII1 riea-ea di anticorpi preeipltaDti nel Biero veno e.tratti di oeppi di. 

C!Uididll utiliaati; 

l, 6.- S~NW dtrlloji11u~ rup~: Capacità di diffosiODe; cwva Bono--volume: 
spiropda. 

Il. - ColllreiU ]'lriGdki ~ sU 4IUelri .U impi4nfi. 

Il. a. - &.mi ~ (lrimnlndi): DOMgio delle;JgE nel siero; radio-tùleqo
sorbent-test (RAST). da elftrttuni solo nel ~to che l) valon delle IgE risulti saperiore
alla llOl'llla; ricerea di antieoqri prtrdpitaDti nel siero veno 1,.tratti di eepJN di Caatilda uti
liuati. 

Il. 6. - Stt.lio della fwuionalità retpirworia (~)! Capacità di di8'tuiOIUI; curva_ 
8~vol1ame; spirocrafia. 

11. c. - s,run. ~ ,w ""'ace (~rtm.wale). 
III. - .E.ami pmodid .JU campioni eli popolaaion. a rUdtio. 

ll piano pzevede i CODtzolli iadieati ai punti I. 6, Il. a, Il. 6 e Il, c, 

Si rhlpuia la Big.na Anna Maria Lopomo pet' la cot1taDte e fattiva collaboruio
preetata nell'~ e ndla pnparuioae del materiale doewuentario utilla.to· per

l' appKOUtamento di qaeata -ta. 
.i,.ll, ltt. S!I.Pfi'. s..,.W: (llt71) Il. H7-4U-
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APPENDICE l 

DECRETO MINISTERIALE 14 NOVEMBRE 1972 
(PubblicGto JIBlla Gazzetta Ufficiale n, 308 tkl 27 RO!Mm6re 1972) 

DECRETO MINISTERIALE 14 novembre 1972. 

IDtepuioue del ~. mbliReriale IO lvfli• 1969, CDDeenteale l'eleDC!O dei pnd.etti 
di Dri8ine ..U.erale e ebimiee•imhutrt.li e.he ,-cm• -ere impiqJatl nelt. alimentuione 
det:liuiiDali. 

IL lfiNISTRO PER LA SANITA 
DI CONCEBTU CON 

IL MINISTRO PER L'AGRICOLTURA E LE FORESTE 
E 

IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L'ARTIGIANATO 

Vi1ta la legge 15 febbraio 1963, n. !81, modificata dalla legge 8 marzo 1968, n, 399, 
concernente la disciplina della preparazione e del commercio dei mangimi; 

Visto il decreto ministeriale 110 luglio I969 pubblicato nella Gaueua Ufficiale del 13 
, ~sto 1969, n. 209, concernente l'elenco dei prodotti di mi8ine minerale e ehlmieo-indn•triali 
èhe poAIOnO ~ impiegati aell'alimentaaione degli animali, modificato dal decJ"eto mini· 
neriale 25 febbraio 1970, pubblicato nella Gaama UffidGle del 17 marzo 1970, n. 69; 

Con1iderata l'opportunità di OODlleDtire l'ntiliuazione delJe farine proteiehe derivanti 
dQ lieviti ooltivati IU n-paraffine per l'alimeataa:ione di alcune 1pecie di animali allevati; 

Considerata, altreBì, l'opportunità di tNJottopone la produzione, la dietribnzione, la 
vendita e la somminietrazione delJe -uddette farine a particolari cauteJe al fine di meglio 
ac«rUme la piena idoneità all'impiego per la nutri&ione degli animali; 

Sentito il plll'ere delJa commi81ione tecnica, di cui all'art. 9 della citata legge 15 feh· 
hraio 1963, moditi.cata dall'art. 8 della legge 8 IUIU'&o 1969, n. 399; 

Sentito il plll'ele del Coneiglio &upetiore di 1uùtà; 

Art. l. 

All'elenco dei prodotti di origine minerale e dei prodotti chimico--indu1triali, di cui al 
eitato decreto mÌIIisteriale 30 luglio 1969 dopo la voee n. 66, è q:giun" quella n, 67 relativa al
la 80&tanaa denominata« Toprina» (lieviti coltivati 1u n--paraffine) con rispettivi requisiti 
e condb:ioni d'impiego indicati nell'allegato al plellente decreto. 

Al prodotto« Toprina» •i applicano, altreal, le d.isposi11ioni di cui ai seguenti articoli. 

Art. 2. 

È •tabilito un eontrollo &ul prodotto« ToprÌIIa» da efl'ettulll'lli alla produ11ione nuional"' 
a cura dell'latituto superiore di nnità, ai fini degli accertamenti di tutte le caratteri&ticht
eul secco e della purezza dei ceppi di« Candida·· .1llillsuti nelle colture di produsione e di 
eaereitare altri eventn.ali controlli. 

Art. 3. 

D prodotto« Toprina», da utiliuare nella prepara1ione e oonfe:Uone ÌlldustriQ!e delle 
miscele per il rationamento degli animali da parte di lltabilimenti, è sottoposto alle dispo· 
11isioni vigenti in materia di mangimifici. I predetti •tahilimenti devono chiedere al Ministero 
della liBtlità il rdativo nulla 01ta per rimpiego. 
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Art. 4. 

Agli organi del Ministero della sanità d'intesa oon quelli del Mini&tero dell'agricoltura 
e delle foreste, e dell'industria, del commercio e dell'artigianato sono ri&ervati tutti i controlli 
a livello di allevamenti ehe utilizzano le anzidette misee)e. 

Roma, addì 14 nover:tbre 1972 

(A) ,n....,,..;., .. ;.,,.., 

IJ MinifW per la .!!lnità 
GASPARI 

Il Mininro per l'ag~UolturiJ e le /orf!llk! 
NATALI 

Il Mini.&rro ~, l'indulria, il C(lmll'lt'rcio e l'arligiGnrJJO 
fERRI 

To.,Uit4 (lieviti eoltivUI ou n-p•r•ftlne). 

(DJ 0.->o;.,,.. •/orra,.la. 

.-1LLl>'G.4TO 

Fathle doriv1111ti d• H eviti e .. JecUi del genere • C11ndid• • (iipolytiell ~,lo lrople•li•) ooJoivotl ou O-j>UII!Iinc 

, . .,,. Jun(!b,..•e di cale,.. COIIIPftle Ira IO o 30 •to111i di carbonio, 

Il , .. bouato d...- oontODeft n<>D più di SO !'•P·"'· di idl-<>o•rbuti ••<>11111tiei. Inolln il oubouuo 11-p•r•fli· 

11 ico, pat quanto attiene ella P"""'"""• dl'ldcnli&e•oioBe ed ai Hllliti di tolloru .. ~uantit•oivo deiJU idr0<>11rburi 
poJiciclid q ... Ji il l-4 boD&Opi .. DO, l'l, 2, S, ~ dibOBOa.D.Irlleenc O li ]-metilcol ... t<eu, deve •iopoodere el ...:iteri 

!\OOIIti del doento lllilllotori.ole 211 fobbr•io 1968, (Gusou• UJicltù.o n. 89 del S •prilo l~li8). 

(C) Car-rioll< ... oal ••- o r...,Jg;.,.,l d'i.,.pù,o, 

l. - Caralteriotlebo ou.l oeeern 

oJ ooD.toouto medio di alllinoaoidl. in 1nmmi per Il> g. di uoto: Al ... ina ~.85 - ArsJniu S,l& - Ae. 

Aopllrtieo 9,20 - Ao. Glut11mmi.,., 14,05 - Cio<loa 1,10 - Gllcin• S,l& - IotidiD.a 2.10 - I.oleu.U,a 5,05 -

Loucl11a 7,,0 - Liol11a ~.'O - Motlo.Uu 1,80 - Feoil•laDill& 4,30 - Prolina 4,20 - Se•iua 4,-l& - T.eoJ>ina 

-1,85 - Trip1ola11o 1,40 - Tlo-~oiu 3,611 - Valin• 5,85; 

6) n~pua5Joo noidue per 100 Il· di t~pri ... , m•x 0,5 g 

Toprina; 

<) qu...,titl •m•eue nella Toprina in p.p.m. di: 

•ntiiiiOIIio. 

~r..,ni«< 

radlllio .. 

111erourio , . 

piombo 
•eleaio , , .. 

d) preoe11u di una 

2. Col>dioio,.Ì J'i..,pì•tp. 

Qu.,,til~ omm•••e; 

n. o~ 
U,Ol 

u.oos 
U,Ol 

"·' 0,019 

ft) non piii del lO 'X, per polli di oJI•v•m•nto. po>m da oarnr, galline ovai<~ e. g•lli r g•lline da rip•"· 

.lu>.iunr. """ piii del 1 °{, ,.,, 

•ero{e e verri da riproduoione, •oioi IUI<>Il~ol;, •uini d• ingra""• 

non pill del 7 "':, per. 
vitelli da l~~tte; 

b) iD "'!!:Di eaO(> i man!imi ebe eontengoD.O Top•(,.. devono e"ere addiUonati <un "etiua.iDII. 

(D) Dto dieAic,.4,.., 

l) onlle eoD.fezioa.i del prodotto Toprina; 

to) i eontonuti analitici percoDtu.li.; oenoi dr!li uticoli li r 12 della lrue l.> febhorio 1963, n. 2U 

m"dilìo•ti da~li "'tlcoli !(l e 11 deil• lrn• H m• .. o l9bg, n. ,199; 

b) le condioioni d'impieao, di cui •l preoente all•tato; 

1) •ullo eonfool"a.i dei m•nsJ..U c<>mpooti o manghni eompMii inte~utl, tu l comp,nenti rleneati iB o•diDC 

d•creo..,nte di qDIIntlt' preoenle, ori •enol d•!H ortiMII H e 16 dello lr~'" 8 fobbro.io 1903, n. 281, mndl&c•ti 

~•!!H ulieoli 12 o 14 della I•Rl" 8 m•no 1968, n. 399, dovo rioultaro, •• preo~nte, aQohe Il prodotto Tnprino, 
o·on l'indieal<ione. • !\IIDco e tra p•nD.teoi, dolio p•rc,.otualo oggluDto. 

·'""· ff<t. ·'~"l'H· SaniJ4 (1979) 15, 347-H~ 
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APPENDICE Il 

DECRETO MINISTERIALE 2 FEBBRAIO 1974 
(Pubblicato ...,Jla Gazzetta Ufficiali' n. 74 del 20 rnono 1974) 

DECRETO MINISTERIALE 2 febbraio 1974. 

MIMI.i&easiani al •eerelo mini~leriale 14 Dlll'l!:mllre 1972, ri~ante l'uti1i ... !riont' 
iella farina proteiCll Toprina hriVlllll da lte.iti coltivati au n-paraffine, 

IL MINISTRO PER LA SANITÀ 
Pl CONCERTO CON 

IL MINISTRO PER L AGRICOLTURA E LE FORESTE 
E 

IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L'ARTIGIANATO 

Vieta la legfl:e 15 febbraio 1963, n. 281, modificata dalla legge 8 marzo 1968, n. 399. 
concernente la di-8Ciplina dt:lla preparazione e del commercio dei mangimi; 

Visto il decreto miniateriale 30 luglio 1969, pubblicato nella ~lo Uffit:iole del 
16 agosto 1969, n. 209, eoncernente l'elenco dei prodotti di origine minerale e ehimiCQ
industriali che possono e&aere impiegati nella alimentasione degli animali, modificato dal 
decreto ministeriale 25 febbraio 1970, pubblicato nella Gaaeuo Ufficiale del 17 m&HO 1970, 
n. 69; 

Visto il decreto ministeriale 14 novembre 1972, pnbblicato nella Ga..:mm UJ!kWW 
n. 308 del 27 novembre 1972, riguardante alcune integrazioni al aopraeitato decreto mini· 
steriale 30 luglio 1969, con il quale si eon&entiva l'utiliua:cione della farina proteica derivata 
da lieviti coltivati au n-paraffine, denominata Toprina per l'alimentazione di alcune &pecif 
animali allevate; 

Considerata l'opportunità di apportare ali:UIIe modifiche ed integraz.ioni al aopracitato 
decreto ministeriale 14 novembre 1972, ed al &no allegato; 

Sentito il parere della commiuione tecnica di cui all'art. 9 della citata legge 15 febbraio 
1963, n. 281, modificato dall'art. 8 della legJ~:e 8 marw 1969, n. 399; 

Sentito il p-arere del Con&iglio &uperiore di uniti; 

Decreta: 

Art. l. 

L'art. 2 del decreto ministeriale 14 novembre 1972, citato nelle preme.se, è aostituito 

dal seguente: 
«t stabilito nn controllo auJ prodotto Toprina, da effettuarsi alla produz.ioue nasionale 

a cura dell'Istituto superiore di Nmità, ai fini degli accertamenti di tutte le caratteristiche sul 
secco e della purezza dei ceppi di Candida JipoJytU:o (Hal'ri&On) Diddens et Lodder, utilizzati 
nelle colture di produzione, e di esercitare gli altri controlli di innoeuità. In particolare i 
proeepi di fermentazione dovranno e&Bf!l'e esenti da germi patogeni. 

Inoltre dovranno essere adottate misure atte a Jarantire che l'aria e l'acqua ntililzatl' 
dagli impianti di produzione non siano contaminate. Parimenti dovranno casere realiuati 
efficienti dispo&itivi atti a prevenire l'inquinamento ambientale da parte degli elllueuti di 
detti impiantL 

.A-. Iot. Supr. s~,.Wì (19711) Il, M7-4H 
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.-\rt. 2. 

L'all,.gato al deer~to mini~teriale 14 novt>mhre 1972, indicato nella premessa è sosti

tuito dal seguentr; 

(,\1 /Hnomi~••io~~-

ToPJttu (li•viti N•ltivoti >U u-panflin•). 

jlll /)"'"'io~• • .forrn~l•. 

F .. in• d•rivanti da li•"'' P"irooti di CnndiJff lipah·ti<n (H•rri""'' llidd•n• et j . .,d<l«, o·uiHvoti '"un 

-oolo•ttolt(l di n p••offin• <·nn lnn~heuo di •·ot•no '"'"!' .. •• tu. !lt e :w "'""'' oli o·arb .. <Oin. 
!l .ub;trat" dov• r<ont•n.r• nnn più di 51! l'l'"' di iolrnearhnri """"atio·i. J.,,.Jtre, il >nh.,ratn n-paraffinien, 

l'" 'l"""'" ottien• allo P"''""· all'id•ntilioaoinne ~d ai limiti di tnll.raoza 'l"""tit•lh·a Mgli id<<><· .. b,.ri 

1
,.,!io·kliri. 'l""li 't-·! h•n•npir•n•. l'l,~. >. <> dih•n.an!ror•ne < ol J-l>letilnolBntr<"'· ol.--• ri•pnndore "' crit.-ri 

ti-••" olal <IP<r<t" mini.t•riole ~l muw 197:1 (•,.pplem•l>W nrdi10arin •Ila G"'"""" Vffieiol• del 20 apriiP 197:1. 

"· IOI!j. 

""""._di ·~enti P"'"-"Pni. Il!""""''"""" ''"• ''"'"""''e piio di IOil.OIIO .. ,;,.,,.,~~ni.nn """ patn~•ni 

!••' ~··'""'"· 

"l o·nnttn~tn n~<di .. di amiJuoBddi prnt•i<"i in grammi per~~~- oli "'"tnt Al .. uino h,H h~inino :l, l 

\o-. -\•porti~" '1.2- Ae. Glut•mmie<t 11.0 Ciotina 1,1- Glicina .i, l l•tidin• ~.1 - l«olo·n~ino 5,0 Lo•<'· 

,.,., .. 7,1- Li•ina 7,1- llltti•ooina 1.3- ~·eoilolanino 1.~ PTnlina 1,2 ~"""" 1.1- T"""'"" ~.8- TdJoln· 

r""" l, l- TirooOn• J,b- Volino 5-R: 

lo) n-p•rdlin~ rt•idu~ l'"' lt>O ~·· di Tnprino 

.-) •ru.ntitò. amme•«• nella Tnpdna in ppm di: 

anlimomiu 

""'nÌc<> 
o·admi<o. 

n,.rcurin 

pi<>mh" 
•d•nio. 

:1. c .. ndizioni d'impi<'!{"' 

IJOIOOtitò &mme"a' 

u) nnn rii• d•! IO l"'' ""'" p•r: 

vnlli • ~alline, 

""" ;oiò d.-l 1 l'" .. ,,.., l'"' 

nnn più dt·l 7 P" o.ntn 1'"'
,;,.u; da lau., 

b) in n~ni """''• i man~imi ok• t'oonl•«~ntoo Tnprin• ''"''""" '""" addizinnoti t'nn liiNinnina. 

l. - ~ull• enn(._inni ol.-1 l''"d""" Tnprina: 

<1.1 

1.11 

o<) i enntenuti analihei po·reo·«ll<"li •i ,,.,,_,, <l~~li artionli Il • l~ olo•llo l·~~· 1,; fo·hbroin l'lloJ. n. 2><1, 

"'"diAroti da~li artio .. li Ja • Il olella l·~~· a m"'"" l'IMI,"· :1~~: 

~) r •• -.. ndi<ioni d'impiego di ""' ol l"''""" ·li·~··"· 

.. Sulle .-onfe>inni <l .. i mn11~imi ''""'P'"" c mon~itui '''""l""'; into·~r•ti. lr• i c .. mpnnenti •IOI!<·ati 

n1<1in• der<P•«ntp di 'luantit~ pre• .. nto, a• """'' •l•gli •rtio·nli Il o• 1(, olo•ll• l·~~·~ lo·hl>roin 1%:1. "· ~i< l. 

"'"'lilio·,.ti do !Ili artie<~Ì 12 • Il dolio l•~g• B "'""" I%H. n. ·'"''· ol<·"" .;_,,Jta<o·. '" l"''"'nle, ono·l,. il p<oulnlln 
Trupina rnn l'indioui«n~. • fiano<> e "" porrnto•i. dello I'"'''Ootnoh• •ggiunla. 
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Art. 3. 

Il presente decreto entra in vigore il giorno steo•o dellu sua pubhlicaziorw nel!;, 
Ganeua Ufficiale della Repubblicll italiana, 

Roma, addì 2 febbraio 1974 

11 M inùlm per lo !anità 
GUI 

Il Mini&lr" per l'~riroltu.ra e l~ fore6!~ 
FEJULUII-AGGJIADI 

Il MinUtro per l'ind~Uirio, il comm.ercW e l'anigia..a!u 
DE MIT-4 
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A.PPENDICE III 

DECRETO MINISTERIALE 7 FEBBRAIO 1976 
(Pubblit:mo MUa Gazzetta Ufficiale n.. 62 J~lt'B marzo 1976) 

DECRETO MINISTERIALE 7 febbraio 1976. 

S..peoeione dell'eftieaeia del deereto mindoteriale 14 noft!Dibn 1912, moiifieato dal 
deet"eto miaUteriale 2 Cel!kaio 197"- eoneemente l'inelu.ioae del proioUo Toprlna nell'eleneo 
dei proietti di ori&iae ebi..ue-iniutlrÙ!Ie ehe ,_.no - impiepl:i nell'alimeata.ione 
.eke!DieOo 

IL MINISTRO PER LA SANITÀ 

DI CONCERTO CON 

IL MINISTRO PER L'AGRICOLTURA E LE FORESTE 

• 
IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L'ARTIGIANATO 

Visto il decreto mini11teriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto mini&teriale 

2 febbraio 1974, concernente l'inclusione del prodotto denominato Toprina nell'elenco dei 
prodotti d'origine chimico--iod.Utltriale che pos110no essere impiegati nell'alime~~tuione zoo· 

tl~tlnica; 

ViBti i risultati delle ricerche effettuate dall'htituto superiore di sanità. tlhe hanno 
l"videnziato la presenza di ret~idui di addi graui a catena dispari di atomi di carbonio, e di 
n-paraffine nelle carni degli animali alimentati con Toprina; 

Sentito il Consiglio superiore di sanità, il quale, in data 18 giugno 1975, ha e1pre8110 il 

parere che sia neeeuario integrare la sperimentazione già inisi.ata con ulteriori ricerche da 
~•tendeni antlhe in altri !lettori e che, in attesa dell'esito di tali ricerche, debba eseere prov· 
veduto alla IIOllpensione cautelativa dei &oprariehiamati decreti minit~teriali per la parte che 

riguarda la commercializza:llione e I'Wio della Toprina, e quindi la produzione dovrà essere 
limitata alle nece&sità della eperimentu.ione; 

Sentito l'Istituto superiore di sanità, il quale ha e!!pres80 il parere che l'aumento del 

tenore di addi grusi a catena dispari di atomi di carbonio nei teuuti di animali alimentati 
r.ol prodotto Toprina non desta preoccupuione, mentre sono da evitare ulteriori aumenti 
.!el livello delle paraffine nella catena alimentare in attna di acquisire tutti i dati indispen
•abili alla valutazione delia intera problematica posta dal significato biologico delle paraffine 

•tesse; 
Sentita la commissione tecnica di cui sll'art. 9 della legge 15 febbraio 1963. n. 281. 

modificata dall'art. 8 della legge 8 marzo 1968, n. 399, la quale, pur ritenendo che gli elementi 
~meni dalle ricerche effettuate dall'Istituto ~uperiore di sanità, valutate anche alla luce 

delle con8iderazioni eepreBBC al riguardo dagli esperti della commissione ste1111a, non sembrano 
dare motivo di dover modificare il proprio parere favorevole espresso in preceden11a sulla 
utilizzazione in alimentazione animale del prodotto« Topriua». ha espresiiO l'avviso che siano 
~ospe11i, in via cautelativa, la commercializzazione e l'uso in alimentazione animale del sud· 

<ietto prodotto, in attesa dei ritultati delle ricerche suggerite dal Consiglio superiore della 
"anità nella riunione del 18 giugno 1975; 

Ritenuto opportuno, in attesa di acquisire i risultati delle ulteriori ricel'<'he di cni sopra. 

di uniformarsi al parere del Cowiglio superiore di sanità, della predetta commissione tecnica 
~ degli organi tecnid sopra citati e, pertanto, di dover sospendere l'efficada del sopracitato 

•lecreto ministeriale 1-1 novembre 1972, e successiva modificazione; ciò tenuto anche conto 
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chi" d<"ttu decrt·tu miui~t•·rial•· 1w11 ha aYutn pratiea attua:<iom·. "'"' l'~'l'ndo ~tali riJa,<·iati 
nulla osta prr J'im]IÌ<'Io(o, pn·,·i~ti dall'art. :l dd dt"er,.tu mÌlli•to•riall' m<"dr~imu~ 

Rilt"nuto, inoltre, d11• !t• riet'rd~< dt"vono t"S~t"rl' •volti' oulla ha~l' dd],. condu,ioni eui 

t- pnv<"nutn l'htilulo supt"rior<· di ~uniti•: 

Ritenuto. infin.-. ch1• i> opportUllo ]>rovv .. der•· con "'"l'"ralo pruv~edinwnto aiiH d<•t•·r· 
minH~ionl' di un pro~~:etto di ricerea eh•· assicuri l'acqui"i~imw di tutti i dali indi.;fot"nsahili 

alla valuta:<innt• dell'intl'ra problematica ]lO~ta dal significato hiolo~ricu d,.n,. paraffiTw: 
Vista la leg!(r U marzo 19:;1:1, 11. 29f>: 
Visto il trHtu unico d..llt" leg~~:i banitaril'. approvato <'Oli r.-gin dl'crcto 27 l>Iglio 19:\L 

n. 126.~: 

Vista la le~~:g~' 30 aprili' 1\162. n. 2!:13. modilìcata <lallu legg<' 26 febbraio 196:1. n. 441: 
Vi,ta la lej!.:j!<' 15 fehbruio 1963. n. 281. modificata d.,Jla 11'11:1[<' Il marzo 19611. 11 .. 19'1: 

Art. l. 

f.~ 80SJWS.,, con df,.tto inurwdiato. l'dlìcacia dei d<'<'r<'t<J mini;t<·riak 14 novt"mhrc 1972. 
modificato dal decreto ministcriak 2 f.-hhraio 1974. concl'rnentt' la inclusion~ del prodotto 

Tol'rina nell'elenco di prodotti di origillP chimico-industriai•· che poss<>no I'Sser .. ÌmJ>ii'J'l'ati 
nell'aliml'nta:<Ìont' zootecnica, lino all'esito delk indagini clu- saranno n·olte secondo rrit<·ri 
e modalità cbt" il Ministro per la ~anità stahilirit con sepanuo provv('dimento. 

Art. 2. 

È con~l'ntita la proùu~ionr della Toprina, limitatamt'nt<' al/,• nec.-ssità dl"ila operinwu
tazione. esdusa ogni forma di comm~rrializzazion<' ed impiego. 

Roma, addì i f<"hhrai<> l97ò 

Il Ministro pn l" S~milù 

GULLUTTI 

Il Mini.•tro p~r l'<l!(riro/IUm (' 1~ forest•· 

MARCOJIA 

li Mini.•tro per l'industrio. il comnwrrio ~ l'ruti/{Ìanalo 
DoNAT·CATTll'l 
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APPENDICE IV 

PIANO SPERIMENTALE DI MASSIMA PER L'ACCERTAMENTO 
DELLA PATOGENICITA DIRETTA DELLE CANDIDE 

l. - Nella ~perimentazione sulla patogenicità diretta dei ceppi di Candide da utiliz. 
zani per produzioni industriaJi, si devono impiegare in para1lelo, oltre ai ceppi in esame, 
ceppi di Candida allrita.u isolati di recente dalla clinica e ceppi di Candida utili8 di accertata 
elusificazione. Fra i ceppi disponibili di Candida albitan3 dovrà ezsere scelto un ceppo di 
virulenza tale che, a seguito di !!Omministrazione endoveno&a nella cavia di l mi di sospen· 
sione cellulare (HF eellulefml). cauzi la morte dell'animaJe non prima di 72 ore. Tutti quezti 
ceppi e quelli proposti per la ~perimentazione Baranno tipizzati di concerto con l'htituto 
Superiore di Sanità dal pro(, G. Gargani, dell'Istituto di Microbiologia deli'Univenità di 
Firenl!e, 

2. - Tutti i ceppi dovranno easere coltivati in condiaioni ottimaJi in coltura liquida 
areata con controllo sia della entitll dell'inoculo che della curva di crescita mediante conta 
in piastra e conta in camera di Thoma. l campioni da sommini&trare agli animali dovranno 
e•sere prelevati a 2/3 della fase esponenz.ia]e della loro curva di cre~M!ita, 

3. - Gli anima1i -da esperimento dovranno e~sere mantenuti in gabbie idonee tali da 
non con~entire l'accwnulo di deiezioni. Le gabbie debbono essere munite di griglia con 
<'assetto raccoglitore contenente materia1e assorbente steriliuato in autoclave. 

Gli animali dovranno e&SI:lre alimentati con diete standards prive di sostanze capaci 
di interferire con gli ellperimenti in OOHO. 

l. - La •perimentazione dovrà ~ere effettuata su tutte le seguenti specie animali: 
a) coniglio (circa I,S kg di peso); b) topo (circa 20 gr di peso); c) cavia (circa 2SO gr di peso); 
d) pulcino (circa IS giorni di età). La via di somministra~;ione sarà endovena: eventualmente 
~ per il solo topo, eeea potrà ezsere intraperitoneaJe. Per quanto riguarda le dosi da sommi· 
nistrare, sarà necessario determinare preventivamente la DL"" dei ceppi patogeni di rife· 

rimento per ogni specie animale sopraelencata, quindi, inoculare in parallelo ad ogni specie 
le tre seguenti dosi: 

I) un numero di cellule pari alla rispettiva DL,0; 

II) un numero di cellule pari a 10 volte la rispettiva DL~0; 

III) un numero di cellule pari a SO volte la rispettiva DL•o· 

5. - Gli anima1i !!!aranno sacrificati S, 12, 21 e 30 giorni dopo la somminiatrazione 
.di Candide. 

6. - Ove animali trattati, ad eccezione di quelli inoculati con Candida albicau, moris
~ .. ro entro quattro giorni dall'inizio del trattamento, •i dovranno sQcrificare ed esaminare 
anche QDimali trattati con tutte le specie di Candide in esperimento, compresi queUi di con
trollo. 

7. - Sugli animali morti o 8acrifìcati verranno eseguiti: 11) l'autopsia; b) l'esame col· 
tnrale e l'esame istologico del rene, cuore, fegato, miba, polmone, cervello e suJTcni; c) l'esame 
•:olturale quantitativo del rene e del fegato. 

7 a. - Dopo O, 5, 12, 30 giorni dalla somministrazione di Candide e comunque prima 
dell'abbattimento, oltre alle consuete osservazioni dioiche, dovranno essere determinati i 
~ .. I!;Uenti parametri fisiologici: azotemia, glicemia, creatininemia, formula leuooeitaria, conta 
dei globuli bianchi, conta dei globuli rossi. 

lnlf. lsl .. ~up<r. S~niùi (1\179) 15, 347-lB 
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Il. - llovranno e•ot•r•· inopiefi:ati non meno di tre e~emplari di cia•ru11a specie anima],. 
pE-r OI!Ui et-ppo di Candida esaminato e per O!~;"ni tempo indicato al punto S. 

9. - Si ritient• pato!l"ena qual~ia•i Candida che. somministrata in una qualsiabi dl'lk 
•·ondizioui sperimentali previste ai punti precedenti, provochi. anche in una sola spe<•it• ani
male, uno dei se(rllenti fenomeni: mort(' per candidasi, diffusione negli organi in forma M: 
diffusione Dc!l;"li or11ani in forma Y con reazioni locali dimostrabili istopatologieamente. 

IO. - Se anche in as5enza ddlt> not<> di patog.,nicità di cui al punto 9, il ceppo in esumo• 
risultass<' isolabile dagli organi degli anima]i trattati. a tempi dalla inoculazionc significati
vamcntt· superiori a quelli dei CO'!ppi di Candida non patoi!E"ni utilizzati come controlli, ji~:li 

<>sami istolo)l,"ici dovr..nno essere estesi a tutti gli altri organi <'.d apparati non indicati al 
punto 7. 

Il. - Qualora non si osservassero le manifestazioni indicate ai punti 9 <> IO, si dovri< 
procedert> ad una sperimentouione su coniglio mediant<> inoculazione per via intradermica 
di 0,1 mi di sospensioni contenenti 10", IO', e lO" cellule/mi dei ceppi di Candida di cui al 
punto l. 

12. - Si ritiene patogena qualsiasi Clllldida che, nelle condizioni sperimentali di cui 
al punto 11, provochi, dopo 24 ore, un alone infiammatorio cutaneo di diametro superiore 
a 10-15 mm e, dopo 48 ore, necrosi deJ tessuto, purché analoghi fenomeni non si manifestinu 
negli animali trattati in identiche condizioni sperimentali con ceppi di Candida non patogeni 
di controllo. 

13. - Qualora nou si osservassero le manife~tazioni indicate al punto 12, la sperimeu
tazione dovrà essere ripetuta con tutte lf' Candide di cui al punto l, secondo le m<Nialitù 
indicate dal punto 2 al punto 8, su coniglio, topo, e pulcino specificy-pathogen-free (Candidll· 
.fru) trattati separatamentc con dosi idonee di aureomicina r di cortisonici. 

14. - Si ritienf' patogena qual~iasi Candida che, nell<> condizioni sperimentali di cui 
al punto 13, provochi aneh<' uno solo dei fenomeni descritti al punto 9, pureh<' analoghi 
fenomeni non si manifestino negli animali trattati in identiche condizioni sperilnentali cou 

cepJ>i di Candida non patogeni di controllo. 

15. - Qualora non si osservass<>J"O le manifestazioni indicate al punto 14. la sp<'rim••n
tazione dovrà essere ripetuta con tutte J .. Candide di cui al punto l, secondo l<' modalitìo 
iudicate dal punto 2 al punto 8, su ceppi germ-free di coniglio, topo e pul..-iuo. 

16. - Si ritient' patogena qualsiasi Candida che, ndlt> condizioni sperimentali di cui al 
punto 15, provochi anche uno wlo dei fenomeni descritti al punto 9, purch~ analo!!-"hi feuw 
meni no!l si manifestino con ceppi di Candida non patogeni di controllo. 

17. - Qualora non si ossen·assero lr manifestazioni indica!{' al punto 16, tutti i f>{'J'I'; 
di Candida di cui al punto l, dovranno essere inoculati in colture di linee cellulari stahili 
umant' i11 d()si idon<>f' eguali a quclk dei Ct'f>pi patogeni di riferimento. 

18. - Si ritiene patogE-na qualsiasi Candida che, nelle condizioni spf'rim<>ntali indicat<" 
al punto 17, esibisca una velocità di filamentazione di entità comparabile a quella dei ceppi 
di Candida patogeni di controllo. 
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APPENDICE V 

LINEE DI RICERCA SPERIMENTALI PER L'ESAME DELLE COSIDDETTE 
BIOPROTEINE (SCP) AI FINI DELL'AMMISSIBILILA NELL'ALIMENTAZIONE 

ANIMALE 

.. T11uonomia . 

-~_ - Upidi. 

l. 

2. 

Gliceridi. 

Fosfolip-idi. 

fiteroli <'d 11-ltri componen
ti della insaponificahile. 

k - Acidi graBsi liberi. 

1.1. - Camlleri!lkM generali nttinenti nlla fabbri· 
cn.:ione rhl prodotuJ: 

1.1.1. - (Tas110nomia) proprietà biologiche 
del microorganismo e descrio:ione 
dei test che garantiscono la costanza 
e pureo:za dei ceppi coltivati. 

1.1.2. c.r ... tterist;che chimiche del sub
~trato e di tutte le sostanze utilio:zate 
nel processo. 

1.1.3. - o,.scri'l:ione delle procedure usate 
durante il processo di prodn'l:ione 
(fermentazione, estrazione, concen
trazione, disidratazione, ecc.) e dei 
mezzi di controllo utili'l:o:ati nel 
cono della produzione allo scopo di 
ottenere le necessarie garanzie ~ani· 
tarie ed, in particolare, per garan· 
tire l'asseno:a di microrganismi pa
togeni e la costanza della flora 
microbica e del prodotto ottenuto. 
(Testo concordato riunione CEE 
23 novembre 1975). 

1.2. - CaraUeristkhe del prodotto: 

1.2.1. 

1.2.2. 

L2.3. 

Morfologia macro e microscopica. 

Proprietà fisiche c chimico fisiche. 

Composizione chimica: 

1.2.3.1. - Composizione chimica centesimale 
secondo le norme previste per i 
rnanl!,:imi. 

1.2.3.2. 

1.2.3.:!. 

Li p idi. 

Idrocarburi aromatici (con parti
•·olare riferimento a 3,6 benzopi
rene - 3 metilcolantrene - l ,2,5,6 
dibenzoantraccne ). 

1.2.3.~. - Identità e tllnore dei principali 
glucidi . 

.!n~. /K/, -""P"· So,i!à {lnU) 15,3~7-414 
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1.2.:l s. 

1.2 .. H>. 

1.2 .. 1.7. 

1.2..1.H. 

A~olo prutt"Ìco: 
-'.1.o1o ammoniacalo·: 
Azoto da amino· t• nitro,arnine. 

da nitriti .- nitrati; 
da utt·u. 
Aeidi nudt·i<-i: 

Identità e Jlf"r<·Pntualo· rlo•l(li ami
noacidi: 

Basi purini.-h<• .- pirimidini.-],. .. 

M acro.- uli~oeknwnti (di int.-r<·~~·· 
nntrizioual<• <' tm,.i{"(llo~ien). 

\ itamine lipo ~ idro...,]uhili_ 

1.:1. - lnquinanwnli di orÌj!:ÌIU" mkrohica. mirolo

j!:icn (.-~. Aflatossinr) <" t>himit·a (e,. Fito
f.mnat·i). 

1.4.. Comporl"m~nto ,. ~l.,bilità d~/ prodotlo in 

}Uruionr d,jj,. condizioni di mU!(IIz:inu,~Q:io. 

5. MPlodo di iden#firazione. 

Ml'todo di idt"ntifìcaziom• di un compont"nt•· 

~J>rcifico dd prodotto in mi~eela di manl!-"imi 
r<l t>Vt'lltuale dOhlljrj!:Ìo. 

Il. Stwli ,/i f()ssiritù. 

Jlnumt'ro di animali p..r ~peci.- u.-1 gruppo 

lt'5timom· ,. m·l j!:ruppo trattato d~\"r 

t'hst•re suffit·irnte J>l""r garantir<• un ade
guato tr;Jthmwntu Hati~tino dei risultati. 

Il.\. - l'n>PP di l<>s~irilù u bre•·e ''a m<•<IÙ> trrmin<' 

sul rodiwre. 

IJ.l.2.- ProH' di l!"ratoj!."t"lt<'~i ~ul ratto ed,.,,..,_ 

tnalnwute ,;u altre sprri•· Jll"r 1<- qu:~li 

l'uoo d..! prodotto i:- J>T<'<"oni:tz<lto. 

Il.2.2. 

IU. 

11.4. 

11.5. 

III.!. 

Pr.we di lOs.•icii<Ì 11 1"''1'" termin•• su/ rodi
Jorr compre~a la d<'tt'rminaziono' dt•i rt'~Ìdui 

(comr 111.2). 

Pron· di eam"I'I'O!(o•w••i. 

Provr di riproduzioue iu j!."t'JU"razioni ~ll<"

C<'~si\·1' dt'l ratto. 

Provi' <li m\lta~<'UP•i (ahnpuo i t•·~t in 

vitro ed i te,;t in ,-h·u). 

p..,,.,, di 10/l~rabilitii pt>r lt• SJ>C<"Ìc animali 

JH"r cui il rorodutto ~ prt·t·onizzato (do•i 
r duruta di tnntam1'11tu dt·\·uno r,;~l'rt' 

rapportai<" alh- modali!ÌI pr<"vÌ"Io" pt•r 



~LBERANI, o'AG:-!OLO, DONELJ.I, )!ACRÌ. SII.A~'O ~O.'J. 

l'impÌt'ji:O pratin>) 'l"~"te prove inclu. 
olono ad f'~<'mpio: infnrmouioni ~ull'asp<'tto 

~ent'mlf', il t•omportamt'nto. il peso cor
poreo ,. olt·~li or!!,"ani. la mortalità, la 

palt>logia <'OIIl[>ft'sll l'i~tupatolo~ria. l'ema
tnloj.:ia. la hio<'himica d~l .•an!(U<' <' d..J[., 

nrÌnt'. 

111.2 ... ll~tnminaziont' di re~idui f' di eventuale 
at•cnnmlo di ~o~tanzt' ~~trant't' a livello di 

t•·~Mtti t•d nr~ani s('dti in funzione dt'lla 

<'<>lllj>O>'Ìziont' <'himit•a tlf'l prodotto, del 
~uh•trato ,. dt•~li ,.,,·ntnali ,.o[vt'nti. 

(V, - J <1/oro> nulritÌI'!.> </P/ f>ror/otto (n t'l rattO t' 

"''llt' ;pf'<'if' animali per[,. <[ttali iltnodotto 
i· pn·ronizzato). 

1\" .2. 

Hil(t•rihilità tlei principi alimf'ntari. 

Parartwtri di valntazionf' sulla qualità 

d..lle prut.-irw (t><•r i non rumimmti) L:PN 
(ntiliz~azinn~ pr<>lt'Ìt'" nett") (nei ratti e 

n.-11 .. 'l'"''it• .mintttli IH'Iie <[Uali il flrodottn 
i· pro·~oni:o~~uto) li~inu disponihile. 

IV .. 1. - Bit•o•rt•a tli o'\<'nlnuli .. tft·tti '"'!!:<tiÌvÌ nutri
~innali <' mt'lal>ulio•i t'Oit l'nnpÌt'~O del 
l'rutlotto <'nlru tm ampio maq:(illf' di do~i. 

\". l'ulul•lzi<mi ui _1i11i tlellu sunittÌ, 

\-.1. Hieereu di "'''rtluali reoidui m·i prodotti 

IÌil<lli ''""'""'"ti dall'uomo. e~. carni. 

""'""· l<~ttc c \';t[utazione <I..J loro 'i!(nÌ
Iiçuto hioln!(Ìcn. 

\' .2. Eff.,tti <idl'incorporaziom· del prodotto 

<u·lla dit'l;o animale •nlla ''""'l"'~iziom· 

<idle prt><ln~ioni ;mimuli ,. _,nlle earuttc
,.;,.,;.,h .. or!!anoletticht' t' lt•<·nolo,:io·he dt·i 

prodotti di uril(ine auimale ,Jt•"tinati 

ull'<tlinn·ntazinm· <trnunu. 

\'.:'l. Tno•ieitÌt t! i « Ho>l<ti•» ,,; ratto o l<>f>U 
(••d ,.,.,.nlnuln!t'ntt· altrt' opt•t•ie animali). 

\-.L - EHnluuli prow t!i at·t•o·ttabilitò. da l'"rte 

olo·ll'uumo dt•llo· ntrnÌ ed altri prodotti 
uttf'nuti da ;tttinuoli alinwntnti eon SCP. 

\'L Jo:,<'ntuoli rio•t•rche particolari a -~<'ouda 

tlt•Jl'ori~im• tlt•l prodotto: indn"e tplt'!!.. 
mir,.nti a prult'l-(jl:<'f<' J'amhienl<' di lavoro 

" a do•tiuir<' la perÌ<'olosità per l't•<tuilibrio 

t•t•olo~ico. 
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A.PPENDJCJ.; l'l 

DECRETO MINISTERIALE 21 GIUGNO 197j 
(PubblictU<> W'lla Gauetta Ufficiali" n. /82 del 6 lu1(lio 1911) 

DECRETO MINISTERIALE 21 giugno 197"7. 

Miswe di tolda i~ienicD-flanitaria ed ambientale conne~se alla produzione di bioproteinP 

Il. MINISTRO PER LA SANITÀ 
DI CONCEJtTO CO"' 

11. MINISTRO 
PER IL LAVORO E LA PREVIDE:"'ZA SOCIAJ,E 

c 
IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L'ARTIGIANATO 

Vist~ !t• rdazioni t~cuichl" delrhtihtto 8Uperiorl" di ~anità con le quali vien~ I"Spre~su 
il parere che sia da prevenirt" la diffusioni" nell'ambienti" dci ceppi Candida impief!,"ati nella 
praduzione dei prodotti Liquipron e Toprina. sio ai fini della tutela ip;ienieo-sanitaria dell" 
fOOpolazionl' in gPnere ehi' dei lavoratori addetti agli impianti industriali in particolan·. 
approntando, in easo di Jlarziale attivaziont" per Sl'npi di speriml'ntazione indu~trialc dejl'ii 
impianti che prevedono l'utilizzazioni" dl.'i ceppi in op;jletto, un odl.'guato e speeifico piano di 
sorveglianza igienico-sanitaria: 

1977; 
Visto il pareri' al riguardo esprrsso dal Consij~lio 8uperiorr di 8anit8 in data 7 fehhraio 

Ritenuto opportuno di uniformaroi al parer•· del suddetto Consiglio: 
\ ista la legge 13 mar~o 1958, n. 296: 
\"isto il decreto del Presidente della Repubblica 14 gennaio 1972, n. 4: 

Art. l. 

L'esercizio degli impianti e dcii•· attrezzatur~ per la produzione dtllc farinr prott"icht• 
nttenut .. da li~viti Candida, limitatamente alle necessità della sperimentazione indu~triak. 
(o subordinato all'ado,;ione delle misure di tutela igil'nico .. sllnitaria di eui agli articoli se~cnti. 

L'evrntuale autorizzaziont" all'attivazione degli impianti agli ~copi predetti devr a,·erf' 
rnrattere di tNII!>Oraneità ed i livelli prodntti,·i devono rssert" I'Oilltnuti al massimo. 

Nei decreti di concessiont• saranno indicate la durata della conrl's~ione stes"a e la P"
tenzialità massima alla quale potranno funzionare f!;li impianti e che. comunque. donannu 
t"•sere commisurai•· al numrrn delle prov" d'impianto strettamt"Ute nec~ssari•·· 

Art. 2. 

Le industrie produttril'i esej!:uirannn a proprio ~ariro. pr,.ventivamenlf" all'attivazinur 
degli impianti, opportuni esami clinici ed immnnnloj:ici dei j:lUppi di popolazione esr•osti 
ed in particolarp de!!-"li addetti agli impianti. 

Sono da pre,·edersi successivamente controlli periodici p<"r le tllurstranze menln lu 
popolazione e~J>OSta a rischio sarà sottO(>OSta ad esami di controllo. secondo critt"ri epide
miologici f' statistil'i. 
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I ri!ultati dei predetti eeami saranno messi a disposizione degli organismi sanitari 

cmnpetenti. 
Un'apposita comrni!sione di esperti, nominata da] Ministro per la sanità, !IU'à incaricata 

di valutare i risultati delle prove cliniche ed immunologiche suggerite a1 riguardo da] Con· 
siglio superiore di sanità nel parere espre~ in data 7 febbraio 1977. 

Art. 3. 

Ai fini della tutela igienico-sanitaria ed ambientale, il livello dei contaminanti biologici. 
contenuti nelle emiseioni liquide e glll8W11e e ne.i rifiuti 110!idi, dovrà euere contenuto entro 
j più ba111d livelli COD8eDtiti dalla tecnica e comunque entro i limiti accettabili 110tto il profilo 
della tutela della qgità pubblica. 

Saranno predisposti, p.reventivamente all'attivazione degli impianti, ed a earico delle 
indtutrie, idonei siatemi di controllo atti a valutare l'entità delle eventuale diftiuione nel· 
l'ambiente intemo ed esterno allo stabilimento di miero.rganismi propri della fermentazione 
sia in fonna vitale che es&ieeata. 

I risultati dei predetti controlli saranno me~~si a disposizione degli organismi sanitari 
competenti. 

Art. 4.. 

Preventivamente all'attivazione, gli impianti industriali devono essere eventualmente 
modificati, ai fini del penegnimento degli obiettivi di cui all'art. 3, e 110ttoposti a1 controllo 
dell'htituto superiore di !anità, unitamente ai sistemi atti a valutiU'e il livello dei contami· 
nanti emeesi. 

La vigilanza relativa a quanto disposto nei precedenti articoli 2 e 3 sarà ellei'Citata 
dalle competenti autorità sanitarie regionali, in collaborazione con l'htitnto superiore di 
sanità per quanto concerne la !alvaguardia delle condizioni ambientali nonché la tutela sani· 
taria dei gruppi di popolazione esposti, ed in collaborazione con i competenti organi del Mini· 
stero del lavoro e della previdenza !IOCiale per quanto concerne la tutela dei lavoratori addetti 
agli impianti. 

Art. 5. 

t. fatto CllpreMO divieto alle Industrie produttrici di commercializzare e comunque 
di impieglll'e le farine proteiche risultanti dalla sperimentazione industriale di cui a] prece· 
dente art, l. 

La 110rveglianza su quanto disposto da] precedente comma, oltre agli organi competenti 
al riguardo, è affidata alla guardia di finanza ed ai nuclei anti-110fisticuione dell'Anna dei 
carabinieri, 

Art. 6, 

I pre~~identi delle giunte regionali competenti per territorio 11000 incaricati della ese
cm:ione delle nonne previste nel pre~nte deereto. 

' 

Roma, addi 21 giugno 1977, 

Il Mini5lro per la saniN\ 
DAL FALC::O 

Il MinUtro per il laooro 8 la previderua sociale 
ANSELMI 

Il Minislro per l'induslria, il commercio 8 J'arligianaJo 
DONAT-ÙT'l'll'l 

A1111. t.l. S~v••· 8anitoi (l97Q) 11, 347-U4 
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APPENLHCE VII 

RJSOLUZIOl\E DEL SOTTOGRUPPO Oi'i"COGEN:ESl E MliTAGEl\ESI OPERANTE 
N.ELL'AMBITO DELLA COMMISSIONE CIMMINU 

Il !("I"Uf'J>O di esperti di OllCO!!,"Clleoi e Jnutaj!;ellesi operante nelrambito della Commissionf' 
Cimmino,dopo aver preso iu esame le documentazioni di cancerogenesi e muta~~:enesi prodotl<> 
dalla ditta Liquichiwica S.p.A. e dalla ltalpmtcine S.p.A. sullo> hioma8Jle denominate riapf'l
tiva,nente Liquiprun e Toprina, rileva che nonostante le carenze presenti in alcun.- dell•· 
sperimentazioni effettuat<·, dai d11ti disponibili nou emergt- alcuna indicazione di un'azion~ 
cancerogena delJ,. biomasse in qucstiunt· in tennini di aumentata incidenza di tumori solidi. 
In alcune condizioni sperimentali limitatamente al ratto si è osservata una fluttuazione nri 

vuri gruppi trattati dalla inciden~u. di linforetlcolapatie proliferative la cui signi6catività 
e portata sono di difficile interpretazione stantr le caratteristiche delle sperimentazioni 
svolte. Le sperimentazioni di mutllgenesi finorll efrettuatc sono limitate a due soli tesi> 
(SalmllneUa e dominami letali) e non hanno •nesso in evidenza attività mutagena. Pur cou
siderandQ i limiti delle sperimentazioni ~volte, il gruppo di esperti ritiene che una eveutualr 

autorizzazione alla produzione ed all'uso in alimentazione animale delle biomasse in qm•
stiQne pQSSil essere coucessa per UII periodo nQn superiore ai quattro anni limitatamentr ad 
alcuue specio> animali con modalità che prevedanQ quantità massime di impiego ed ido!lel' 
sospl'llSÌoni del tmttamento prima della macellaziouf'. Lf' limitazioni e restrizioni di uso 

dovranno comunqu(' impedire un aumento delh• assunzione di('to>tica degli u-alcani presenti 
nelle hiomlll!se. 

L'autQrizzazione in questione dovrà essere subordinata llll'imJJegno di realizzare da 

partf' delle ditte summenzionate u1teriori ricercht• di canccrogene8i e di tossicità cronica 
sull~ bionoas~o> di produzione industriale, sullr produzioni zootecnicbe Qttenute con l'uso 
di tali bi.,mass~ t' su n-alcani. t inoltre necessario procedere ad ult~riori e j>iù estesi sagl(i 
di mutagt'nesi, sia in vilro che in vit•o, su divnsi sistemi p:ent""-tici o: c ... n metodologie più spe
cifiche. Inoltre, in considerazione della eterogeneità delle biomas~e in qu~stionc, è opportuno 
estendere la sperimentazion<' di mutllgencsi a divers{' classi di composti cbiriiici presenti 
nelle bionlassc. Si ritirne altresì opportuno sottoporre a continuo controllo mediautt• test~ 
di mutagenesi le {uturt' produzioni industriali. Tali ricerche, chr secondo le previsioni richie

deranno un periodo di quattro anni dall'i11izio della pr<>duzionc. dovranno essere effettuate 
in modi concordati con l'Istituto Superiore di Sanità e sotto la sorveglillnza dello stesso, 
Alla scadenza dell'autorb::.!azione si dovrà procedcro> al riesame dell'intera materia e, su1la 
base delle nuovo> eonoscenzt' acquisite, valutare l'idoneità delle rcstrizioui di uso indicate 

ed, eventualmeute, rimuovt'rle od adottarno> di più severr. 

Art!!- l si. S"per. Sani/ù (IQ'i~) 15,347-414 
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APPENDICE V/Il 

RISOLUZIONE DEL SOTTOGRUPPO BIOCHIMICA OPERANTE NELL'AMBITO 
DELLA COMMISSIONE CIMMINO 

Per quanto riguarda il problema degli acidi grassi dispari, la letteratura consultata è, 
per alcuni aspetti, come quello della diffusione in natura e dd!' esistenza di vie metaboliche, 
abbastanza tranquiUiuante. 

In generale i risu1tati degli studi effettuati fanno ritenere che i lipidi contenuti nelle 
biomas8e possono, nei limiti di impiego previsti in mangimistica, essere efficientemente uti
lizzati e metabolizzati dall'animale. 

I livelli di acidi grassi dispari che possono ritrovarsi nelle carni e negli organi degli 
animali aJievati con questi mangimi non presentano a tutt'oggi problemi degni di rilievo nei 
riguardi della sicurezza e della salute dell'uomo che utilizza taJi prodotti a scopo alimentare. 

Ciò anche perchè esiste la posaibi!ità di ridurre sensibilimente le concentrazioni finali 
di tali acidi grassi nei tessuti, riportando l'animale, per un congruo periodo precedente la 
matta<~:ione, ad una alimentazione con una dieta priva di bioma1111e. 

Diverso il caso dell'utilizzo di queste nell'alimentazione delle mucche lattifere e delle 
galline ovaiole che, per l'intrinseca caratteristica delle produzioni, uon consentono sospen· 
"ioni cautelative del trattamento con biomasse. Pertanto si raccomanda di non autorizzare 
al momento, l'utilizzazione delle biomasse in questione per l'alimentazione delle mucche 
lattifere e delle galline ovaiole. 

In ogni caso la CommiBsione ritiene opportune ulteriori e più ampie ricerche sul 
significato biologico degli acidi grani dispari presenti nelle biomasse, ed in particolare sul 
metabolismo cerebrale nel periodo perinatale e ~ulle modificazioni biochimiche e metaboliche 
conseguenti ad un carico inusuale di acidi grassi dispari . 

. 11111. hl .. ~"!'"· ·'OIIild fi!I<U) 1$, ~H-414 



HISOLUZIO:\E I>ELJ.·\ CO.M!t!ISSIONE REJ,ATJUCt: JJEI, (Jl"\~ICJ.IO :-t-PEHJOHI-. 
J)l SAl'lòlTÀ ELABOH,\TA "ELL,\ Hil":\l(f\E llEL -1 MAHZO l'i7H. 

llof><> aq·r pro·~o iu •·samo· k rÌM>iuzioui apr>rovato· dai sottogrUJ'I" « oneo~t'IH"~i o· 
wuta~t·rw"i» ~« hiorhirui<'a» "l""ranti nrll'aud>ito ddht (~>muoi,~i""" (iuuuino, lu Connui,_;.,. 
rw rf'latrirt• e;prinrt• parrn· hvon·volo- alla ammiooibilitio in aliuu·ntu.-:imu· auinwl•· do•ll·· 

farirw prot•·irlw denominate Li<juipron t• 'foprina (Jiniti coltivati "" n alcani). Jmr<·hi· 
J"autorizzaziorw in tal ,.,n~o oia ~OIH"t"""a secondo l~ limitazivni t• n·~trizionÌ di uoo piìr avanti 

iudieatt• c 1~ dispooizioui ,. ~Jwcilielot• lt"cniehe. di o:ui ai JHtrap:rah s<"j!;Ut•nti. Lt• ricerdH" ~ul!'li 

n-aleani c aridi l!'ra""i a Ulllll<"to dispari di atomi di carbonio r•••·-s•·ntano rilt·vauza rd iuto·

ress(" che vanno l>cll aldilil d ..Ilo· biornas,.r in q>wstiotH" "'"'"ndo t ah rotnJH'"I i l!'iil preseut i 
bÌII pure in limitata quantitio rwlJa caterw aJin,.,utatl" umana. ()uahia,i t•\entua]p autorizza· 

zionf don·d, inoltrt•, rsot•rt• subordinata ull'iurpr;..-rw du f>Urto· do·llo· Vitto· J•roduttrit·i di ro·a
liuatt· ulteriori rin·rdu· di cunceru~cllt'~Ì t• di to~~icità cronien oulk !Jioma~~~ di pruduzioo!l" 
il>dU8triulo·. sullr prnduziuni 7-00tecniche ott~llult· cou l'u~o di tali l>iomas~t· t• su~li n-alcani. 
t; inoltre nece""urio pro•·,.do·ro· ad ultt>rÌori r piì1 estt-si sa~!(i di mutll!(t'nt''i in t•ilm f'd in ,.;,.u 
su divrrsi sistenri !("CUl'tici o· con m<:'todolo!!,"i•· SJ)t'cilidw. lnoltrt•, in t'On~idrrazioue dclla t•tt'rn
l_l.'l'"nt'itil d<"lle ùioma,~t· in queotiom·. t. "I'Jlortuno •·~tcndt•rt•la Sfwriuocntazinuo• di rnutaj:rU•·oi 

a di\·ersr clas~i di cornJ>O~ti chimit·i pr<'~enti nt'lle bion""~'·· Si ritit'uo· auclot• opportuno 
sottoporre a contirmo {'Ontrollo mFdiaJHe '""t" di mutal!'o"no·"i le futtlro· Jlroduzioni induotriali. 
Dovranno CSbCH" ultreoì condotte ricerche t~ndrnti a chi<~tire il oi!(uilit·ato hioln!(ÌctJ d•·1di 
acidi !!:tassi u numrro di•J•ari di atomi di rarhonin, in purtìctJ!aro· oul mf'taholisum dd lt·ssnlo 
rot·n·oso nPl f~t•riodo perinatul<· e Mllk modilicazioni biowhiuoirlu· o• nH·tuloolidw t"Oil~f'!(no·nti 

"d 1111 carico dit"tt'tit•o inusuak di aeidi 11-ra_,i dispari di atomi di carbonio. Lo· uuzitlt•t!t> ri. 
c<'rche, cht• ot'coruiu le prr\'Ì•it><ri pu~~ono foruirr ri;ultati utili t·ntro un pcriodtJ di <JUattro• 

anni dall'inizio ddla produziou~ iudustria!O", dtJvraunu ~~~rr·· dl'ettuate iu modi cor,..ordati 
ron l'Istituto SnJ>t"rior{' di S<ulitÌI <' •otto la ~tJrvegliunza drllo •t•·~~o. Alla scadenza di taio· 
1wrimio ~i òovrà pro{'t'<h-r<· alresanw della int<·ra matt·ria r, "ulh l>a•t• dellr mlo\1" rtuw~~o·nzo· 
aequibitc, valutart' l'idonei! io df'llr limitazioni e rl'strizioni di uso e drllr dispo,izioui o' ~preiJj. 

chr tecnich•• apprt""" indi,·ate. 
Jl presrntt• J>arerr favon•vtJ!e ,; iutendt• limitai" ai ~oli r•rodotti dt•nomiuati Liquiprmo 

c Topriua cioi· ali~ farine derivanti da lieviti e"'iceati ri><pl"lth·anwute dei nppi di Cmoditlo 

ATCC 20275 IS {' CBS b3:ll (HP/G 162) conformi ai e~ppi da tlq•o,ita'"i in triplice r.amvimu· 
prt·s~o l'Istituto Superioro· di Sanitit entro trt•nta ,::iurui dalreortrata iu vij!<>rt· dd deert•to 

di autorizzazion<:'. t"oltiv<~ti ~H uu ouhstrato di u-akuni con luugh..z7.a di <"HI<·na tra ]O l" 30 
atomi di carbonio, ll suhstruto deve conteurn· 11011 J>Ìio di ~(l ppm di idrocarburi armuutiei. 
Per quanto atti<"nr alla sua purt•zza t• all'iù~ntiticazitJnt• rd ai limiti d, tolh·ranzu OJI•antitativa 

degli idrocarburi polieiclki aromutit"Ì, il ,,J,,trato do·H· eorriopondert· ai crit•·ri fi,sati dal 
D.\1. 21 marzo 197-l ('upplrmcnto ordinario ddla Gozzetla fi!/u•ialo• do·l20 aJ•rilo· 1973. n. ]0--J,). 

l.t• raratt .. ri•tidw d{'i prodotti Li<Juipron t• Tor•rimt •n l ><o·o·t•o dovrnnun ,.,,.err le s,.guenti: 

1. Carico microbim: 

srcondo i limiti r lo• mO"Iodnloj::ie prt•,-isti. prr l'nuJ\le loattrrinlog:iro ddk fatino• di 

curnr <'di JlrbC<" per u,.o zootecni.,o, dal D.M. 9 nnvt·mlm· l'i~ l (Gu~:<'ll<! Vjfi..irdt• n. 3Uil 
del 6 dicemhre 1971), in attuaziotw della h-;!:;!:<' 1:> f~l•bruio 1%:\. 

-· 
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;!. - ldenlilà e co~posi1ione dei prodotti: 

2.a. n-alcani residui 

2.b. metalli pesanti 
antimonio 
arsenico 
cadmio 
mercurio 
piombo 
selenio . 

2.c. - Idrocarburi policicliei aromatici: 
3.·~-benzopirene . . 

mal(. 0,5% 

max. O ,l p.p.m. 
max. 1,0 p.p.m. 
max. 0,2 p. p.m. 
max. 0,1 p.p.m. 
max. 2.0 p. p.m. 
max. 0,2 p. p.m. 

109 

2.d. - Le altre caratteristiche chimiche e quelle immunologiche dei prodotti dovranno 
essere conformi a quelle dei campioni da depoaitarsi J>resso l'Istituto Superiou di Sanità 
~ntro tre me8i dall'inizio della produz.ìone industriale ed in ogni caso non significativamente 
difformi da quelle dei campioni già utiliz~ti per le spcrimentazioni tossicologico-nutrizionali. 

3. - Limii~Uioni e restrizioni di uso; 

Le quantità massime di uso e le specie animali per la cui alimentazione è consentito 
l'uso dell'una o dell'altra dellt! farine proteiche sono: 

a) animali da pelliccia, da tiro e da affezione, per una quantità non $Uperiore allO% 
del mangime somministrato; 

b) volatili di allevamenti ad esclusione delle ovaiole, per una quantità non superiore 
al 10 % del mangime somministrato; 

c) suini per una <JUantità non superiore al 7 % del mangime ~omministrato al fine 
di evitare fra l'altro l'aumento degli n-alcani nella dieta. 

In ogni caeo la utilizzazione delle farine ~arà limitata per le •rrd!." di cui ai precl"denti 
punti b) e c) ad un periodo non superiore alla prima metà del ciclo produttivo di ciascuna 
•pt!cie animale e dovrà essere prevista una idonea integrazione delle farine con mt>tionina. 
La wrveglianza della corretta applicazione delle norme di impit!go è affidata al Direttore 
Sanitario dell'allevamento. 

4. - Contrauegni delle canfezioni: 

sulle confezioni dei prodotti Liquipron e Toprina saranno dkhiarati: 

- i contt!nuti analitici percentuali ai sensi degli articoli Il l" 12 della legge 15 fPbbraio 
1963, n. 281, modificati dagli articoli IO c 11 della ll"jtgC-{1 marzo 19611, n. 399; 

- le condizioni di impiego di cui al punto 3. 

Sulle confezioni dei mangimi composti e mangimi compo~ti integrati, tra i componenti 
elencati in ordine decrescente di quantità presente, ai Sl'nsi de!l;li articoli 14 e 16 della il"gge 
8 fchbraio 1968, n. 281, modificati dagli articoli 12 e 14 della lrgge 8 marzo 1968 n. 399, devono 
risultar!!, se presenti, anche il prodotto Liquipron o Toprina con l'indicazione, a fianco e 
tra parentesi, della percentuale aggiunta. 

1') La •en•ibilitlt del ntetodn ~i onali•i olo"'~ ~'"" pari aol •lmenn l ppb . 

. l nn. h!. Super. S~ni!<Ì (lY79) 15, 3t7-4U 



I.JEV!Tl COLTIVATI ~11 !"-ALCANI (B!OI'RUTJ:II\"i:) 

La l:om1nissione re]alrie•· raccomanda. inoltre, che sia stabilito un controllo sul prodotto 

LiquiJtron f' su quello Toprina da drcttuar•Ì alla produ:.ione industriale a cura deii'Autoritio 
Re![ÌOnal~ compt'tentP ~otto la ~orve!(lianza ddl'lstituto Superiore di Sanità, ai fini di acc<'r
tamenti di tutte ],. caratteristiche sul st•ceo e della purezza d•·i Ct'ppi di Candida utilizzati 
nrollc cohure di produzion.,, nonchP di esereÌUlrP altri eVf'ntuali controlli. Entro un amw 

dall'autorizzazione all'uso, dovrà altresì essere pro~rammato ed l!ft'ettuato un contl'flllo 
su scala nazionak dei man!!-'imi allo scopo di Vt'rifiPau l'os~ervanzn df'i limiti mnMimi d; 

inte!l'raziont· const'ntiti. 
La Comrnissionf' relatrice proponi' al Consiglio Superiore di Sanità di esprimere, inoltre. 

pan•rt· favorevok all'esercizio de!!-'li impianti e delle attrezzature per la produzioue indu~trialf' 

delle farin" proteiche denominat<" Liquipron <' Toprina, pur.,hè l'autorizzazione in tal l!CnSu 
~ia conce~sa subordinatalll<"Utl' all'adozione dellt• nnsurr di tutela Ì!(Ìenieo-Ballitaria di cni 

aj!:li articoli 2, 3 e 4 del D.M. 21 giugno 1977, 11. 182. 
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APPENDICE X 

PARERE DELL'ASSEMBLEA GENERALE DEL CONSIGLIO SUPERIORE 
DI SANITÀ DEL 28 GIUGNO 1978 

CONSIGLIO SUPERIORE DI SANITÀ 
SESSIONE XXXVI 

ASSEMBLEA GENERALE 
Sedu&a del 28 giugno 1978 

IL CONSIGLIO SUPERIORE DI SANITÀ 
ASSEMBLEA GENERALE 

Udita la relazione della Commi1111ione relatrice riunitasi il giorno 13 giugno 1978 

ESPRIME PARERE 

favorevole (voti a favore n, 29; contrari n. 15; astenuti n. 8) all'ammissibilità di bioproteine 
nell'alimenta.Pone di animali le cui eami o i cui prodotti non ~iano comunque destinati 
all'alimentazione dell'uomo (cani, gatti, animali da pelliccia, animali degli zoo, animali da 
laboratorio) 

ESl'lliME PARERE 

non favorevole (voti contrari n. 21; favorevoli n. 16; astenuti n. 15) circa l'ammis~ibilità 
di hiop.roteine nell'alimentazione di volatili da allevamento anche se limitatamente alle 
•pede per le quali nei dossier sperimeotali esaminati dagli esperti si è dimostrata l'assenza 
di n-lllcani o di quantità di n-alcaoi non ouperiore a quella conte~tulllmente dimostrata 
nelle ~pecie di volatili controllo degli esperimenti. 

Si prende atto che le specie di volatili per le •tuali esiste la documentazione sperimentale 
~ono i polli (broilen, primi 65 giorni di vita) e i tacchini. 
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APPEl\'IJJ(.T; X l 

DECRETO MIJ\"ISTEHJALE 26 ì\OYEMHRE I'Ji<J 

DECRETO MINI~TERJALE ~b nonmlm J'J~<J. 

Soppre<~sione della voce n. 67 relativa alla soatan:lla denominata" Toprina • daJI'eiNI<'O 
dei prodotti di ori~~:int' minerale e ehimieo-induatriali di cui al decreto ministeriale 30 luglio, 
1969 e revoca dd dureto miniateriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto ministerialo· 
2 feJ;,Maio 1974, concernente l'inclusione della~ Toprina • nell'elenoo dei prodotti di origint• 

minerale e chimico industriali che posaono essere impiep:ati nc-Jl'alimentaz.iGne def!:li animali. 

IL MINISTlW DELLA SA:\IT_l. 
Ul CO!'iCERTO CO'\ 

IL MINISTRO DELVAGRH.:OLTURA E DELLE FORESTE 

" IL MINISTRO IJELLT!\'DUSTIUA. DEL COMMEUCIO E DELL'ARTIGIANATO 

Visto il decnto ministcriaiP 14 novembre 1972. modific-ato dal d<'c-reto ministeriak 
2 febbraio 1974. concernent<: l'inelusiour dr! prodotto dt•nmuinato « Toprina» nrll'clenco 
dri prodotti di orip;inp min<:ralr e chimico-industriali eh~ possono eb~'"t' impief!;ali nell'ali
mentazione de!!li animali: 

Sentita la couunission(' tecnica di cui all'art. 9 dell<t l\'p:jl:o• 15 febbraio l96:l. n. 281. 
modificato dall'art. 8 della legge 8 marzo 1968, n. 39':1: 

Vi8to il pan,rt• dd Cou~il(!io superioro• di sanità t'hP uella "~duta d,·J 211 f!,"illl\"nn 19711. 
ha CS[If!'bSO parere favorevole alla ammis~ihilità ddlt bioJ•rotPÌIIf' udla alimentazione di aul· 
mali ma alla condiziono· eh•· )t• carni ed i prodotti proveui~nti da d<:tti animali non siaJW 

comump.,. de•tinati all'alimentazioJlr, dell'uomo: 
Ritrnuto neces•arin uniformaroi al suddetto JJarero• del Consip;lio superion di sanitÌt 

e pertanto eliminarP dall'denro dei prodotti di orij!:in<· minerak r chimico-industriali di cui 
al decreto ministerialt• 30 !u!(lin 196':1. la voc~ n. 67 rdativa alla so.tanza druominata «Tu

Jirina» (lir_viti cohivati ~u n--praraffinr): 
Vi~ta la legg~ 15 febbraio 1963, n. 2/ll. modificata dali~ lcp:gt• Il marzo 1968. n .. W9. 

CO!lCernPnt~ la disciplina della prcparazion!• r dt'l conunercio dri mangimi; 
Visto il decreto ministt>rialc 30 lup;lio 1969, pubhlkato nella Gaurrta Vfficia/,. dd IO 

agosto 1969. n. 209, concernentP l'elenro dci prodotti di oril(ine minerale t'chimico-industriali 

che possono esseu impie![ati nella alimcntilzione degli animali. modificato dal decreto 

ministerialr 2S febbraio I no, p•ibblicato nella Gazzella l!Jfiriale d~l li !ll<lrzo 19711. Il. 6':1: 

Decreta; 

Art, l. 

Nell'elenco dPi prodotti di origint' minerale r chimi('o-industriali di cui al decreto miui· 
sterialc 30 luglio 1969, e successivt' modifiche,(- soppressa la voct·n. 67. r.-)ativa alla so~lunza 

denominata« Toprina» (lieviti coltivati su n-paraffine). 
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.\rt. 2. 

È revocato il d~creto ministeriale H nowmbre 1972, mollifieato dal ù.-crcto ministc
rialt> 2 f~hbraio l9H, concernente la inclu•ion<' dP] prodotto« Topriua» m·ll'~lenco dei pro
dotti di origine minerale e chimku-industriali che possono C>oert> impi.-gati ndl'alim.-ntazione 
zoo tecnica. 

Roma, addl 26 nov.-mbre 1979. 

li Mini8tro dt-lki .•<rnilà 
.\LTISSIMO 

Il _Winistro dell'ngrirolmra e ,/,o/le foreste 
MARçORA 

li _Uini•lro dell'ì11dustrin. del cnmmercio e dell'<lrfi)!.i"n"to 
B!SAGLIA 


