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INTRODUZIONE

Sembra opportuno premettere, al resoconte sommario dell’attivita
teenico—scientifica sveolta dall’lstituto superiore di sanita (ISS) per affrontare
i problemi connessi con la produzione industriale di biomasse da lieviti col-
tivati su n-alcani, alcune brevi netazioni semantiche.,

Sebbene infatti D'espressione bioproteine sia ormai di usc largamenie
diffuse ¢ non sembri possibile al moemento bandirla, non vi &€ dubbiv che essa
gia priva i significato almeno nel contestn in cui di norma vienc usata:
nessuno infatti, non altrimenti informato, potrebbe immaginare che con tale
terminc si vogliano indicare particolari biomasse da destinarsi all’alimenta-
zione zootecnica. Ed inesatta & anche la stessa espressione inglese single cell
protein {SCP), peoiché suggestiva dell’erronea informaziene sccondo cui
tratterebbesi di prowine di organismi unicellulari mentre &, come noto. la
intera cellula microbica e non la sua sola frazione proteica ad esserc destinatz
all’alimentazione animale. Sembra dunque che ’espressione biomasse per ali-
mentazione animale sia quella che possa deserivere in modo pili corrette »
comprensibile la reale natura ¢ la prevista destinazione di queste nuos«
fonti proteiche di caratiere non convenzionale,

Lo studio dei problemi igienico—sanitari connessi con la produzione
e I'impiego in alimentazione animale dei lieviti coltivati su n-alcani risale,
per quanto concerne I'ISS, al 15 ottobre 1970, quando la Direzione generale
per ligiene degli alimenti e la nutrizione del Ministero della sanita inoltrava
all’Istituto una prima specifica richiesta di informazioni tecnico—scientifiche.
A quel tempo, sia 'Amministrazione sanitaria che il monde accademico ¢
scientifico avevano scarse conoscenze di quanto era stato sperimentato u
livello industriale, prevalentemente in altri paesi, su tali fonti proteiche
non convenzionali, principalmente a causa Jdel carattere di segretezza con cul.

Aptn. Fot. Npper. Sauite (1070w 15, 47 311
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per ragioni brevettuali, le industrie interessate avevano trattato i risultati
ottenuti. Tali carenze conoscitive erano ulteriormente aggravate dalla novita
di tali prodotti e delle relative tecnologie, per cui non erano dispenibili,
né nel nostro paese né in altri, adeguati termini di confronte che patessero
rsgere utilizzati dal’ Amministrazione sanitaria per la pronta elaborazione di
un modello di intervento. Incltre, I'industria si era principalmente dedicata
alio sviluppo delle tecnologie produttive ed all’acquisizione di dati relativi
all’efficacia dei nuovi prodotti in alimentazione animale piuttoste che allo
studio degli aspetti di rilevanza igienico-sanitaria,

A distanza di quasi nove anni dall’inizio della vicenda, & oggi possibile
itare una puntuale indicazione dei pii rilevanti aspetti, sotto il profile igienico-
sanitario, connessi alla problematica in questione:

1) 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 es. produzioni di metaboliti, anti-
biotici, amminoacidi, ece.);

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

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

1) il previsto uso di rilevanti quantita di tali biomasse in alimentazione
animale non consentiva ’applicazione in questo caso dei criteri convenzional-
mente adottati per gli additivi ed impeneva, quindi, la necessita di definire
nuovi critenn tossicologici sia per la valutazione delle biomasse che della
produzione Zootecnica ottenuta con I'impiego dei lieviti in questione, In
particolare, vi era la necessitd di verificare la possibile presenza nella
produzione zootecnica di componenti indesiderabili e/o nocivi derivanti
dai lieviti.

Benché tale serie di problemi e carenze conoscitive, che investono que-
stioni di importanza fondamentale per la tutela della salute ¢ deli’ambiente.
abbia reso inizialmente difficoltose cd incerto "operato dell’Amministrazione
sgnitaria, essa & stata affrontata dall’ISS, ricorrendo ove necessario alla
cidlaborazione di altri organismi competenti, attraverso molteplici interventi
che hanne consentito alla fine un’adegunata razionalizzazione dell'intera
materia ed il superamento delle incertezze iniziali.

Ana. Fato Sirper, Sanitd (10790 18, 347414



Jan LIE¥ITI COLTIVATI 51U N -ALCANI { BIOPROTEINT )

La complessitda ¢ la durata plariennale della vieenda. che ha visto il
continuo intrecciarsi ¢ sovrapporsi di interventi seientifici ed amministrativi
da parte di diversi organi dell’Amministrazione sanitaria. oltreché il coinvol-
gimento di numeresi operatori della comunita scientifica nazionale ed inter-
nazionale ¢ di altre componenti sociali, hanno suggerito 'opportunita di uti-
lizzare due diversi approcei per la descrizione dell’attivita svolta dall’ISS
nell’affrontare i problemi igiemco—sanitari connessi alle biomasse in questione.
H primu approceio consiste nella cronistoria essenziale degh eventi rilevanti
quale risulta agli seriventi. 1l secondo riguarda la trattazione delle conoscen-
ze scientifiche comcernenti i diversi aspetti sanitari del problema e della
loro evoluzione in relazione allintenso lavoro di ricerca svolto da piir
parti ed al progressivo rendersi disponibili di nueve acquisizioni.

SINTES] CRONUDLOGICA DELLE ATTIVITA
TECNICO-SCIENTIFICHE E AMMINISTRATIVE

1971,

17 febbraio. - L’ltalproteine S.p.A. (una societd paritetica ANIC -
British Petroleum) presenta domanda per 'ammissibilita in alimentazions
animale del prodotto Toprina. costituito da lieviti del genere Candida cre-
sciuli su n—alcami ed essiccati. I brevetto per la produzione era stato messo
a punte nei laboratori inglest della BT

La domanda per 'ammissibilita del Liquipron nell’alimentazione zoote-
eniea fu invece presentata il 28 luglio 1971 dalla Ditta Ligquichimica S.p.A.
che aveva acquistato il brevetio dall'industria giapponese Kanegafuchi.
Liquipron & il nome commerciale di una biomassa ottenuta, analogamente
alla Teprina. dalla coltivazione di lieviti del genere Candida su n-alcan.
la eni produzione industriale non era stata avviata m Giappone a causa della
decisa opposizione di alcuni settori dell’opinione pubblica.

La diversitd fra le due tecnologie proposte, consisteva principalmente
nella natura del ceppo microbice da impiegarsi. nonché nelle caratteristi-
che funzienali degli impianti produttivi.

o7,

15 marzn. — Parere favorevole, circa Pammissibibta in alimentazione
animale del prodotte Toprina. di un gruppo di esperti istituito in seno alls
Commissione tecnica prevista dalla legge 8 marzo 1968, n. 399 (Gazzena
Ufficiale n. 98 del 17 aprile 1968). sulla disciplina della preparazione dei

mangimni.

Aen. fot. Napre Sapibd 1107 18, R4T 4
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21 luglie. — L’ISS esprime parere di massima favorevole all’ammissi-
bilita del prodetto 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 Voeding Onderzoek (Istituto centrale per
la nutrizione e le ricerche alimentari) e 'ILO - Institut veor Landbouw-
kunding Onderzoek van Biochemische Producten (Istituto per le ricerche
agricole ¢ delle produzioni biochimiche) entrambi sezioni del TNO - Teege-
past Natuurwetenschappelijk Onderzoek (Organizzazione olandese per la
ricerca applicata}.

il parere favorevole & subordinate alle seguenti condizioni:
1) definizione di limiti massimi delle sostanze indesiderabili;

2) esecuzione di una sperimentazione sulle specie animali per le quali
«i prevede 'utilizzazione della Toprina, nonché di una sperimentazione diretta
« indiretta sui prodetti zooteenici ottenuti dagli animali cosi alimentatis

3} controlle alla produzione, al fine di verificare che il prodotto indu-
striale mantenga le caratteristiche di quello attenuto a livello di impianto
pilota;

4) vendita del predotto attraverso catene di distribuzione controllata

3 agoste. — La Commissione tecnica prevista dalla summenzionata
legge 199, esprimendo parere favorevole sull’ammissibilita del prodotto To-
prina. ravvisa la necessita che il prodotto proteico in argomento venga sotta-
posto ad una sperimentazione nazionale organizzata e diretta dall’ISS allo
scopo di approfondire il problema delia chemiobiocinesi, persistenza negli
orgam di residui idrocarburici, nonché di altre sostanze indesiderabili assunte
dagli animali con il prodotto medesimo.

12 agoste. — 11 Ministro per la sanitid pro—tempore di inecarico all’ISS
i intraprendere la sperimentazione sulla Toprina.

22 settembre. — 1l Consiglio superiore di sanitd {CSS) di parere favorevole
all’ammissibiliti del prodotte Toprina ed allo schema di decreto predisposto
per I'inclusione del prodotto stesso nell’elenco delle sostanze chimico—indu-
striali consentite per I'alimentazione animale,

i4 novembre. — Decreto del Ministro per la sanita, di concerto con il
Vinistro per I’agricoltura e foreste e con il Ministro per I'industria, commercio
¢ ariigianate (vedi Appendice I), relativo all’inclusione della Toprina nel-
I'clenco di cui sopra. Il decreto tissa le norme di impiego ¢ le caratteristiche

e dot. Muper. Nuwite (19703 15, 37404
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cui deve rispondere il prodotto Toprina (compesizione in amminoacidi.
livelli dei metalli pesanti. ecc.), riservande al Ministero della sanita il nufla
osta per il suc impiego ed all'ISS il centrollo sul prodotto finite, descritto
come farina derivante « da lieviti essiccati del genere « Candida» (lipelytice
e/e tropicalis) coltivati su n—parafline...». L’art. 2 dello stesso decrete prevede
inoltre Veffettuazione a cura dell’Istitute di un controllo sulla « purezza
dei ceppi (Candida) utilizzati nelle colture di produzione...».

29 novembre. — Il Ministero della sanita chiede all’ISS un parere sul-
I'ammisgibilitd del Liquipren in alimentazione zootecnica.

30 novembre. — La Liquichimica presenta una documentazione secondo la
quale il ceppo di cui propone I'utilizzazione industriale per la produzione del
Liquipron, apparterrebbe ad una nuova specie denominata Candida noevellus.

1973.

21 maggio. — L’ISS comunica al Ministro per l2 sanita 'avvio, in ottem-
peranza a guanto disposto dal D.M. 14 novembre 1972, di un complesso
piano di indagini analitiche e nutrizionali sulla Toprina alle scope di appro-
fondire fra I’altro lo studio degli idrocarburi paraffinici e policiclici, nonché
degli acidi grassi a numero dispari di atomi di carbaonio, e di completare alcune
sperimentagioni zootecniche, in collaborazione con 1'Istituto sperimentale
per la zootecnia di Modena (prove su suini) e con I'Istituto sperimentale
zootecnico di Tor Mancina a Roma (prove su bovini),

30 maggio. — La ditta Italpreteine richiede I'elevazione dei livelli massimi
consentiti di metalli pesanti nel prodotte Toprina, previsti dal D.M. 14
novembre 1972

19 giugno. - 1'ISS si pronuncia a favore della richiesta di aumento de
livelli massimi di metalli pesanti nella Toprina.

17 ottobre. — L’ISS richiede ulteriori dati sugli aspetti micologici, zoote-
cnici, toseicologici e di composizione chimica del Liquipron, poiché nella
documentazione fornita dalla Liquichithica essi risultano trattati in mode
tale da non permettere la formulazione di un definitivo parere scientifico-
sanitario.

17 novembre. — La Liquichimica trasmette all'ISS un rapporto mtitolato
The strain di K. Watanabe ¢ H, Kawatani che ribadisce 'appartenenza del
ceppo alla nuova specie C. novellus.

Awn. Tol. Super. Sanita (1979] §5, 847-414



ALBERANI, D'AGNOLO, DONELLI, MACR], $itAnNG 53

Il Gruppo di esperti, istituito in seno alla Commissione teenica mangimi,
esprime parere favorevole ai nuovi livelli di metalli pesanti richiesti per la
Toprina proponendo al contempo altre modifiche al decreto 14 movembre
1972.

19 novembre. — 11 CSS esprime il proprio avviso favorevole sui nuovi
limiti di tolleranza per i metalli pesanti e raccomanda di limitare aila sola
specie Candida lipelytica il tipo di liévite da impiegarsi per la produzione di
Toprina. ' '

Nella stessa seduta viene istituito il Gruppo di esperti sulle bioproteine
composto dai proff. L. Bellani, E. Biocca, A. Corrias, F. Cotta—Ramusino,
G. Gatti, E. Malizia, E. Paroli, F. Pocchiari, A. Tonolo, F. Valfra.

19 dicembre. — La Commissione tecnica prevista dalla legge n. 399/1968
csprime parere favorevole sulle 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 bioproteine, nominato dal CSS,
per discutere il problema deila 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 sanitd, e Shack-
lady, Fasella, Fagnani, Pascucei e Messina, quali delegati dell’Ttalproteine

Sulla base delle proposte della Commissione tecnica mangimi e delle
raccomandazioni del CSS, si concorda sull’opportunita di imitare il tipo di
lievito da impiegare per la produzione di Toprina alla sola specie C. lipo-
lytica, Inoltre, in relazione alle preoccupazioni espresse dal prof. E. Biocea,
la Direzione generale dei servizi veterinari del Ministero della sanitd invita
i rappresentati dell'industria a far pervenire all’ISS il ceppo di Candida che
verrd impiegate per la produzione.

1974.

18 gennaio. — Riunione del Gruppo di esperti sulle bioproteine, istituito
dal €SS, in cui il Direttore dell’ISS propone I’elaborazione di un piano speri-
mentale per I’accertamento della patogenicitd delle Candide.

2 febbraio, — Decreto di modifica (Appendice IT) del D.M. 14 novembre
1972 che, tra I'altro, descrive la Toprina come « farine derivanti da HKeviti
essiccati di Candida lipolytica (Harrison) Diddens et Lodder...» ed eleva i
livelli massimi dei metalli consentiti nel prodotio stesso.

an. Fad. Super. Nanitd {1978) 15, 547414
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15 febbraio. — La Direzione generale dei servizi veterinari del Ministero
della sanita richiede all'Italproteine di depositare presse ISS un cam-
pione del ceppo di C. lipolytica utilizzato per la produzione della Teprina,

18 febbraio. — Lu Liquichimica trasmette due rapporti contenenti ulte-
riori documentazioni sul ceppo di C. novellus.

23 febbraio. — La Direzione generale dei servizi veterinari del Ministero
della sanita, in riferimento alla problematica emersa nell’ambito del Gruppo
di esperti sulle bioproteine relativamente alla eventuale patogenicita delle
Candide ed alla conseguente necessita di prevenire pessibili inquinamenti
ambientali massivi tali da minacciare la salute sia degli addetti alle lavora-
zioni che delle popolazioni circostanti gli impianti produttivi, chiede sia
all'Ttalproteine che alla Liquichimica dati informativi circa le misure caute-
lative previste in tal renso.

4 marzo. — La Liquichimica comunica 'avvenuta realizzazione ¢ I'entrata
in funzione, entro il mese di aprile 1974, di un impianto pilota per la produ-
zione di lieviti coltivati su n—parafline, situato in localiti Robassemero
(Torino), specificando che esso ha una capacitd produttiva di 8 tonnellate
mese di farina di lievito da destinarsi ad uso zootecnico sperimentale. Invia
inoltre un rapporto suni sistemi antinquinamento e sui dispositivi di preven-
zione ¢ picurezza sanitaria previsti per 'impianto di Saline di Montebello

Ionico (Reggio Calabria).

7 marzo. — L’ISS dopo aver esaminate i due rapporti ricevuti dalla Liqui-
chimica ribadisce che la specie C. novellus, cui apparterrebbe il ceppo da
usarsi per la produzione del Liquipron, non pud essere accettata come nuova
specie poiché non si & pervenuti alla sua definizione tassonomica utilizzando
procedure consolidate a livetlo internazionale.

9 aprile. — L'Italproteine, in base a studi condotii su embrioni di pelle
dal prof. Winner del Charing Cross Hospital di Londra, sottolinea la nen
patogenicitd del ceppe di lievito impiegato. Fornisce inoltre alcuni dettagli
sui previsti sistemi di controllo e di filtrazione degli efluenti gassosi, speci-
ficando altresi che gli effluenti liquidi di processe verranno riciclati e steri-
lizzati all’interno degli impianti. Comunica quindi di aver predisposto sia
un controllo sul personale in corse di assunzione, onde valutarne 'eventuale
sensibilita alle pelveri ed ai lieviti proteici, sia un programma di sorveglianza
medica continua per il personale che operera negli impianti.

La Liquichimica presenta una relazione relativa all'impianto di Saline
precisando di aver gia portato a conoscenza di tale relazione 'apposita Com-

Ann, Int, Syper. Sanita (1079) 1§, 347414
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missione attivata dal Ministro per P'ambiente. Tale relazione descrive glhi
accorgimenti previsti ai fini della tutela dell’ambiente interno ed esterno
all’impianto. La mancata presentazione di una dettagliata documentagione
progettuale degli impianti viene motivata con il segreto brevettuale.

11 aprile. — La Liquichimica consegna all’ISS tre campioni del ceppo
di lievito da impiegare nel processo di produzione del Liquipron, contrasse-
goati dalla dicitura Candida novellus ATCC 20275 IS.

10 maggie. — L’Italproteine comunica la propria indisponibilitd alla
consegna all'ISS del ceppo di Candida da impiegarsi per la produzione di
Toprina, per motivi di segreto industriale.

6 giugne. — L'Ttalproteine trasmette i progetti di massima dello stabili-
mento di Sarroch (Cagliari), richiesti dall’Amministrazione sanitaria il 23
febbraie dello stesso anno, completi della descrizione degli impianti di tratta-
mento degli effluenti solidi, liquidi ed aerifermi.

10 giugno. - La Liquichimica inviz un rapporto del CBS (Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Delft, Olanda) in cui si esclude che if ceppo di lievito
da utilizzare per la produzione del Liquipron sia classificabile come Candida
tropicalis.

11 giugno. — L’ISS comunica alla Liquichimica che le caratteristiche del
ceppo di C. novellus ATCC 20275 IS sono conformi a quelle previste per la
specie C. tropicalis, secondo le metodiche descritte da J. Lodder in The
Yeasts, North-Holland, Amsterdam, 1970.

26 giugno, — La Liquichimica comunica che il CBS ha classificato il
ceppo ATCC 20275 1S, precedentemente attribuito alla nuova specie C. no-
vellus, come appartenente invece alla gid nota specie Candida scké.

17 luglio. — L’Italproteine, ripetutamente sollecitata a tal riguardo dal-
FAmministrazione sanitaria, conzegna all’ISS il ceppo di Candida da impiegare
per la produzione della Toprina, contrassegnato con la dicitura 246 BP,

19 luglio. - I proff. A. Tonole e G. Serlupi Crescenzi dell’ISS visitane 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 I'ISS partecipa il prof. V. Silanoe.

[Inm, Fat. Super. Sanitd (1070} 1§, 7414
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23 gennato. — La Liquichimica invia un rapporte preparato dai proff.
D. G. Ahearn (Georgia State University, Atlanta, USA}, 5. A. Meyer (Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, Md., USA), D. Yarrow (CBS.
Delft, Olanda}, intitolato The taxonomy of Candida novellus ATCC 20275,
the strain used by Liquichimica Biosintesi to produce Liquipron. Il rapporto
afferma che il ceppo appartiene alla specie Candidae maltose, e pud essere
meglio distinto dalla specie C. tropicalis ricorrendo alle 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, Universita di
Pisa) e dal prof. Elio Baldacci (Istituto di Patologia vegetale, Universita
di Milano) su richiesta della Liquichimica, ambedue a sostegno delle conclu-
sioni eui perviene il rapporto di Ahearn, Mever e Yarrow.

24 marzo. — Incontro tra ricercatori dell’ISS e della Liquichimica per
approfondire aleuni aspetti del succitato rapporto.

26 aprile. — Dopo aver preso in esame l'ulteriore documentazione pro-
dotta dalla Liguichimica ed in particolare 1 dati ottenuti con le nuove meto-
diche di ibridizzazione DNA-DNA propeste, I'IS5 ribadisce che, seconde le
metodiche classiche del Lodder il ceppo Liquichimica deve essere classificato
come appartenente alla specie C. tropicalis. I dati acquisiti con le nuove
metodiche proposte non vengono ritenuti sufficientemente conclusivi data
I’esiguita del numero di specie confrontate in base a tale nuove criterio
tassonomico.

29 aprile. — A conclusione del complesso piano di sperimentazione avviato
nel maggio 1973 I'ISS presenta un rapporto dal titole Indagini analitiche 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 I'appartenenza alla specie C. lipolytica. 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 nelle carni degli animali trattati. Nel presentare tale rapporto viene
richiesta la convocazione del CS8 per il riesame dell’intera questione.

24 maggio. — La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del
Ministero della sanita formula osservazioni di carattere generale sul progeito
di massima degli impianti, ricevuto dall’Italproteine, riservandosi di espri-
mere un parere definitivo dopo aver prese visione del progetto esecutivo
dettagliato dell’impianto stesso, ed una volta accertata la non patogenicita
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del ceppo di lievito impiegato; per quanto concerne la tutela igienico-sani-
taria dei lavoratori rileva I'opportunita di interessare il Ministero del lavoro
e della previdenza sociale che ha la competenza primaria in materia. La
Mirezione stessa invita inoltre I'ISS a formulare eventuali osservazioni tecni-
che aggiuntive sulla stessa materia.

9 giugno. ~ La Direzione generale dei servizi veterinari del Ministero della
sanita, facendo proprio il parere dell’ISS in merito al ceppo da impiegarsi
per la produzione del Liquipron, comunica alla Liquichimica che: « soltanto
se l'evoluzione delle conescenze in materia portera a scegliere nuovi metodi
tassonomici rigspetto agli altri, e se futuri studi potranne stabilire con ragio-
nevole certezza che il ceppo in questione non & correlato a ceppi patogeni per
I'uomo, potra esgere ripresa in csame la posizione sistematica di €. novellus»,

18 giugno. — La Liquichimica trasmette ail’ISS il ceppo originariamente
denominate C. nevellus ATCC 20275 IS, mediante plico (preparato e sigillato
da notaio) contenente tre fiale di cellule liofilizzate, contrassegnate con la
dicitura Candida maltesa ATCC 20275 IS, comunicando che altri due plichi
analoghi sono stati depositati presso uno studio notarile. Viene altresi comu-
nicato che si tratta di campioni dello stesso ceppo gia consegnato all’Istituto
in data 11 aprile 1975,

Il CSS si riunisce in Assemblea plenaria per discutere I'utilizzazione
della Toprina in alimentazione zootecnica. Il Consiglio raccomanda che il
significato biologice ed il comportamento nel tempo dei residui di n-alecani e
di acidi grassi siano oggetto di ulteriore sperimentazione. Raccomanda inoltre
che le ricerche di chimica analitica gia effettuate siano integrate da ricerche
biochimiche, citologiche, istologiche, metaboliche ¢ da osservazioni epide-
miologiche ed epizootelogiche relative ad alimenti di uso comune a composi-
zione sotto qualche aspetto comparabile. Infine, il Consiglio esprime parere
che, in attesa dei risultati delle ulteriori indagini richicste, debba provvedersi
alla sespensione cautelativa del D.M. 14 novembre 1972 per la parte che
riguarda la commercializzazione e uso della Toprina, ed altresi limitarsi
la produzione alle necessitia della sperimentazione.

23 lughie. — E’ISS esprime il proprio parere sullutilizzazione della To-
prina in alimentazione animale. In particolare viene rilevata l'opportunita
di svolgere ricerche per valutare ghi effetti della prolungata ingestione i
notevoli quaptitd di acidi grassi a numere dispari di atomi di carbonio in
specie diverse di mammiferi non ruminanti e la necessita di evitare qualsiasi
ulteriore aumento del livello delle paraffine nella catena alimentare. Secondo
['Tstituto. la Toprina pud essere addizionata al mangimi nella misara in cni
i residui di paratfine siano non superiori ai livelli delle corrisponidenti paraffine
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nei prodotti animali gid comunemente utilizzati in alimentazione umana. Per
poter stabilire quale sia la percentusle di Toprina tollerabile in base a que-
sto criterio, I'ISS chiede che vengano effettuate le seguenti sperimentazioni:

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

2) ulteriori indagini zootecniche con polli, galline, vitelli e suini per
accertare i livelli residwi di parafline negh animali trattati con le quantita
di Toprina previste dal D.M. 2 febbraio 1974 ¢ la dipendenza di tali Livelli
dalla guantitid di Toprina presente nel mangime.

31 luglie. ~ Allo scopo di valutare i problemi connessi ai metodi classici
di classificazione delle Candide ed alla lore eventuale possibilita di integra-
zigne con nmugove metodiche tassonomiche quali quelle propeste per il eeppo
ATCC 20275 IS, I'ISS eonvoca un Gruppo di studio composto, oltre che da
ricercatori dell’Istituto e della Liquichimica, da numerosi esperti italiani e
stranieri di riconosciuta competenza specifica. Ne fanno parte: F. Pocchiari
(Istituto auperiore di sanita, Presidente); D. G. Ahearn (Georgia State Uni-
versity, Atlanta, USA); S. A. Meyer (American Type Culture Collection,
Rockville, Md., USA); J. P. Von Der Walt (Microbiology Research Group-
Council for Scientific and Industrial Research, Pretoria, Sud Afriea); D. Yar-
row (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Delft, Olanda); G. Magni
(Istitute di genetica, Universita di Milane); A. Martini (Istitute di micro-
biologia agraria e tecnica, Universita di Perugia); V. Seardovi (Istitutoe di
microbiologia agraria e tecnica, Universita di Bologna); O. Verona (Istituto
di microbiologia agraria e tecnica, Universita di Pisa); D. Zangrandi (Liqui-
chimica); G. D’Agnolo, G. Denelli, C. Frontali Botti, V. Silano, A. Tenolo,
L. Tuttobello, A. Zampieri (ISS).

Nel corso dei lavori viene comunicato I’avvenuto isolamento, nei labo-
ratori dell’ISS diretti dal prof. A. Tonole, di due sottoisolati rispettivamente
a colonia liscia (CN2) e rugosa (CN3), a partire da colture del ceppo (CN1)
originale consegnato dalla Liquichimica: il ceppo CN3, inoculate in animali
da esperimento, non mostra alcuna patogenicita, come d’altronde il ceppo
originale (CN1), mentre I'inoculazione del ceppe CN2 provoca la comparsa
di effetti patogeni negli animali trattati. Il gruppo approfendisce tale pro-
blema e programma un supplemento di sperimentazione. A tal fine, il prof.
Tonelo consegna agli esperti stranieri D. G. Ahearn, S. A. Meyer e D). Yarrow
le seguenti colture: CNI1 ceppo originale; CN2 sottoisolato da colonia liscia;
CN3 sottoisolato da colonia rugosa; ceppe 5711 di C. tropicalis utilizzato
come riferimento. A conclusione dei lavori il Gruppe sottoscrive, ad eccezione
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det prof. Scardovi, un documento riassuntivo delle conclusioni cui perviene,
(ui riportate nella sua stesura originale:

1y It is agreed that the differences in fermentation reaction rates do not
qualify to differentiste ATCC 20275 from Candida tropicalis.

2} It is ugreed that ATCC 20275 is different from Candida tropicalis
on the basis of differences in the wiilization of soluble starch.

3) It is agreed that in general there are differences in the habitat of Can-
dida maltosa and Candida tropicalis.

4) It is agreed that on the basis of DNA-DNA homology the strain
ATCC 20275 ts distinct from the type strain of Candida tropicalis {4TCC 750)
and can be considered identical with the type strain of Candida maltesa (4TCC
28140).

5) It is agreed that the starch utilizing culture obtained from the culture
lubelled ATCC 20273 recovered by Prof. Tonolo (i.e. culture CN2) could be
cither:

@) @ conteminant or;
b) @ mutant of the original strain.

6} To check these possibilities it is agreed that DN A-DN A hybridization
between this starch-positive variani CNZ and Candida trepicalis, Candida
maltosa and the culture ATCC 20275 be doene.

7) It is agreed that as far as is knewn at the moment Candida maltosa
is not pathogenic.

8) It is agreed that there is no uvailable knowledge whether Candida
maltosa might become pathogenic by mutation and it is recommended that this
ispect be throughly investigated.

9) Should the culture CN2 prove to be a starch utilizing mutant of ATCC
20275 & detailed and fully documented investigation of its possible pathogenicity
be carried out.

1o settembre. — Il dr, D). Yarrow comunica all’Tstituto che i ceppi CN1
» CN3 appartengono alla specie C. maltosa ¢ che il ceppo CN2 appartiene
ulla specie €. tropicalis.

t settembre, — 11 dr. D. G. Ahearn comunica all’Istituto risultati identici a
iuelli ottenuti dal dr. Yarrow concludendo « I can only speculate that C. tro-
picalis CIN2 was introduced as a chance contaminant during routine handling
of C. maltosa»,

8 settembre. — Viene formalmente costituito, nell’ambito della Segre-
teria generale tecnica del Direttore, un gruppo di coordinamento tecnico-
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scientifico delle attivita dell’ISS relativamente alla problematica delle bio-
proteine. Ne fanno parte; V. Alberani, G. D’Agnolo, G. Donelli, G. L. Gatti.
A. Macri, V. Silano, A. Zampieri.

10 ottabre. ~ La dr.ssa S. A. Meyer ottiene, mediante tecniche di ibridiz-
gazione DNA-DNA, risultati circa la classificazione dei ceppi di Candida
CN1, CN2 e CN3 sovrappenibili a quelli ottenuti da Yarrow ¢ Ahearn mediante
metodiche classiche.

11 ottobre. — Allo scopo di valutare attentamente i risultati ottenuti da
Ahearn, Meyer e¢ Yarrow, contenuti in un rapporte congiunto ricevute
in data 1 ottobre 1975, I'ISS convoca una riunione dei soli esperti italiani,
alla quale partecipa anche il prof. V. Treccani degli Alfiert (Istituto di
microbiologia agraria e tecnica, Universitd di Milano). Il gruppo di esperti
propone I'esecuzione di prove con agenti-mutageni sul ceppo ATCC 20275 IS
per verificare se il sottoisolato CN2 sia un contaminante accidentale, come
ipotizzato da Ahearn, o un mutante del ceppe originale stesso, concludendo
che, indipendentemente dai risultati che verranne ottenuti, sara comunque
opportuno procedere ad effettuare adeguati test di patogenicita.

1976.

12 gennaio. — 1’ISS convoca un Gruppe di esperti cui affidare il compito
di definire un protecollo dettagliato di sperimentazione per I’accertamento
della patogenicitad diretta delle Candide. Ne fanno parte: F. Pocchiari (Isti-
tuto superiore di eanitad, Presidente); F. Caprilli (Ospedale San Gallicano,
Roma); L. Castagnari (Istituto di malattie infettive, Universitd di Ferrara):
G. Fara (Istituto di igiene, Universita di Milano); G. Gargani (Istituto di
microbiologia, Universita di Firenze}); A. Mantovani e L. Morganti (Istituto
di malattie infettive, profilassi e polizia veterinaria, Universita di Bologna):
V. Marinozzi (Istituto di anatomia e istologia patologica, Universita di Roma);
C. Collotti, G. D’Agnolo, G. Donelli, G. L. Gatti, A. Macri, E. Palliola,
V. Silano, A. Tenoclo, L. Tuttobello, A. Zampieri {ISS).

Il gruppo traccia le linee guida da seguire per Pelaborazione del suddetto
protocolio.

4 febbraio. — L’15S trasmette agli esperti del Gruppo per la patogeniciti
delie Candide un primo documento di lavero, sollecitande specifici e detta-

gliati suggerimenti tecnico-scientifici.

7 febbraio. — Decreto ministeriale (Appendice 111) di sospensione dell’efli-
cacia del D.M. 14 novembre 1972, meodificato con D.M. 2 febbraio 1974,
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concernente ’inclusiene del prodotto Teprina nell’elenco dei predetti di ori-
gine chimico—industriale, fino all’esito delle ulteriori indagini predisposte.

10 febbraio. — Perviene all’IS38 copia dei progetti degli impianti per la
produzione del Liquipron nonché della documentazione sulla sperimentazione
effettuata sul prodotto stesse,

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

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

cedente.

30 marze. — L’ISS invia agli esperti del gruppe di studio una bozza di
protocoilo per I'accertamento della patogenicitd 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
stesso ternpo alcune modifiche integrative. Nel corse di una visita all’lSS,
il prof. Libero Ajello della Micology Division, Center for Disease Control,
Atlanta, USA, esprime anch’egli parere favorevole su tale bozza di proto-
collo, suggerendo tuttavia alcuni emendamenti semplificativi,

5 aprile. — Si tiene presso I'ISS la prima di tre successive riunioni del
Gruppo di esperti incaricato dal CSS di predisporre un apposite protecollo
di ricerca per il prodotte Toprina. Fanne parte di guesto gruppo: G. Balla-
rini {Clinica medica veterinaria, Universitd di Parma); 1. Bellani (Direzione
generale servizi veterinari, Ministero della sanitd); E. Biocea (Istitute di
parassitologia, Universitd di Roma); E. Paroli (Istituto di farmacelogia,
Universita di Roma); F. Pocchiari (I83); M. Proja (Direzione generale servizi
igiene alimenti e nutrizione, Ministero deila sanita); R. Zito (Istituto Regina
Elena, Roma). Il gruppo perverra, nel corso dell’ultima rinnione {5 luglio
1976), alla definizione deile seguenti linee di ricerca:

1) cancerogenicita degli n-alcani:
2) determinazione dei livelli di n-alcani in tessuti ed organi di ani-
mali alimentati con Toprina:
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3) rapporti fra n—alcani ¢ fenomeni dismetabolici nell’nomeo;

4) indagini epidemiologiche su eventuali effetti della presenza nells
catena alimentare di n-aleani analoghi a quelli rinvenuti come residu
nelle carni degli animali tratiati con Toprina.

29 eprile. — Riunione del Protein—Calorie Advisory Gronp del’ONU
a Bruxelies in eui le preoccupazioni espresse dagli esperti italiani circa la
possibile nocivitd degli n—alcani ¢ degli acidi grassi- dispari residui nelle
carni vengono minimizzate e definite infondate, pur in assenza dei dati
scientifici ritenuti necessari dal €SS per pervenire ad una valutazione di
merite.

30 aprile. — La Liquichimica trasmette un rapporto dettagliato dal titolo:
Identity of a hydrocarbon assimilsting yeast Candida novellus with Candida
maltesa, di T. Kaneko et al., contenente dati sperimentali relativi ad
ulteriori ricerche tassenomiche quali I'identificazione del coenzima Q ¢ 'ana-
lisi NMR dei polisaccaridi di parete, che coenfermerebbere I'attribuzione del
ceppe C. novellus ATCC 20275 IS alla specie C. maltosa.

19 giugno. — L'ISS trasmette al Ministerc della sanita, nonché alle Ditte
interessate, copia del Piano sperimentale di massima per Paccertamento della
patogenicita dirette delle Candide (Appendice IV suggerendo, al fine di dare
concreta attuazione a tale piano, 'opportunitd di avviare una cellabora-
zione con I'Istituto di micrebiologia dell’Universita di Firenze.

I luglio. — Inizia la sperimentazione sul ceppo di Candida della Liqui-
chimica, che viene svolta in collaborazione tra I’'ISS e I’Istitute di microbio-
logia dell’Universita di Firenze, presso i Laboratori di quest’nltimo Istituto,
diretti dal prof. G. Gargani.

9-10 luglio. — T1 CSS approva il documento CEE per 'esame delle bio-
proteine ai fini del’ammissibilitd neli’alimentazione animale, dopo avervi
apportato alcuni emendamenti.

14 luglio. — La Liquichimica, in riferimento a quante previsto dal Piano
di massima per Paccertamento della patogenicitd diretta delle Candide, comunica
all’'ISS di aver programmato ricerche tendenti a verificare 1'innocuitd del
ceppo ATCC 20275 IS su topi e conigli immunosoppressi ¢ di averne affidato
I'esecuzione ai profl. D, G. Ahearn ¢ L. Ajello,

In tal senso indica la necessity di sottoporre il ceppo ad accertamenti
di innocuita preventivi alla sua utilizzazione per la produzione industriale
su larga scala.

Ann, Feto Super. Sonita (1571 15, 347414




ALBERANI, D'AGNOLO, DONELLI, MACRI, SILANO 163

30 luglie. ~ L’ISS fornisce al Ministero della sanitia il proprio parere
definitivo sulla questione della tassonomia del ceppo Liquichimica, basato
anche sugli esperimenti condotti in collaborazione con I'Istitute di micre-
biologia della Universita di Firenze. Secondo tale parere il ceppo da impie-
garsi per la produzione del Liquipron & da considerarsi correlato, sia alla C.
iropicalis che alla C. saké. L’Istituto rileva inoltre che il principale problema
non ¢ quello della classificazione del ceppo, bensi quello dell’accertamento
della sua non patogenicita.

18 novembre. — Riunione del CSS in cui sono approvate le Linee di ricerca
sperimentali per Pesame delle cosiddetts bioproteine (SCP) ai fini dell’ ammissi-
bilitd nell’alimentazione animale (Appendice V).

6 dicembre. — A conclusione della sperimentazione sulla patogenicita
del ceppo ATCC 20275 IS, condotta in collaborazione con I'ISS, il prof. G.
Gargani trasmette una relazione dettagliata sui risultati comseguiti. Talt
risultati, pur non dimostrativi di una patogeniciti 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. Pallicla del Laboratorio di veterinaria e il dr.
L. Tuttebello del Laboratoric di chimica biologica dell’lSS, riassumendo i
risnltati della sperimentazione da lore eseguita sul ceppo ATCC 20275 1S,
concludono che la valutazione dei risultati scaturiti dalle varie esperienze
con C. novellus ATCC 20275 IS « per la persistenza nel tempo di microorga-
nismi vivi negli organi, con la saltuaria presenza in forma pseudomiceliare,
e per gl eventi mortali talvolta verificatisi, lascia nello sperimentatore un ragio-
nevole dubbio sulla innocuita del ceppo in oggetto».

1977.

10 gennaio. — 1’ISS esprime il proprio parere in merito ai problemi igie-
nico-sanitari connessi con I'utilizzazione su scala industriale del ceppo di
Candida ATCC 20275 18. Sottolineande che le sperimentazioni condotte,
pur non fornende evidenze di patogenicita diretta del ceppo esaminato,
indicano I'esistenza di un significativo fattore di rischio per soggetti sensibili,
conseguente alla sua eventuale diffusione negli ambienti di vita e di lavore,
I'Istituto rileva la necessita di:

a) prevenire la diffusione nell’ambiente di tali microorganismi, sia
al fini della tutela igienico—sanitaria della popelazione che in particolare dei
lavorateri addetti agli impianti preduttivi;
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b) approntare, in caso di perziale attivazione a scopo sperimentale di
detti impianti, un adeguate e specifico piano di sorveglianza igienico—sani-
taria, tale da garantire i gruppi di popolazione particolarmente esposti.

I7 gennaio. — La Direzione generale dei servizi di igienc pubblica del
Ministero della saniti, nel concordare sulla necessitd di predisporre un ade-
guate piano di sorveglianza sanitaria in casv di parziale attivazione a scopi
sperimentali degli impianti industriali, precisa di non esser¢ in possesso di
alcun elemento conoscitive circa un’eventuale autorizzazione (attribuita
dalla stampa ad una iniziativa del Ministro per I’industria) ad una produzione
sperimentale di 40.000 tonnellate/anno, sottolineando la propria competenza
nei rigeardi della valutazione del rapporto tra potenzialita produttiva e
rischi correlati per 'ambiente ¢ la popolazione.

22 gennaio. ~ L'ISS trasmette al Ministero della sanita i propri pareri

di competenza circa gli aspetti igienico—sanitari connessi sia agli impianti
industriali di Saline di Montebello Ionico per la produzione di Liquipren,
che agli impianti di Sarroch per la produzione di Toprina. Gli aspetti piu
rilevanti di tali pareri sono quelli riguardanti la predisposizione di misure
atte a:

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

2) ridurre al minimo consentite dalla tecnica odierna la coneentra-
zione di polveri costituite da lieviti essiccati;

3) adeguare allo spirite 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 definizione

e I'attuazione di un piano di sorveglianza medico-epidemislogica.

25/26 gennaio—7 febbraio. — Si tengono due successive riunioni congiunte
delle Sezioni I, I e V del CSS sulla protezione igienico-ambientale connessa
alla produzione di bioproteine. Nel corso di tali riunioni vengono discussi
e Bostanzialmente recepiti i vari pareri espressi dall’ISS sull’intera materia.
In particolare il Consiglio raccomanda che:

a) I'eventuale autorizzazione all’attivazione sperimentale degli im-
pianti abbia carattere di temporaneita; 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 carice delle industrie produttrici, preventivamente
all’attivazione degli impianti, esami clinici ¢ immunologici dei gruppi di
popolazione espesti ed in particelare delle maestranze addette, secondo un

Ann. Tat. Super. Sanita (1079} 15, 345 414



ALBERANI, D'AGNOLD, DONELLI, MACRL, 3ILANO 365

piane la cui elaborazione e realizzazione sia seguita da una apposita Com-
missione medico—epidemiologica.

18 febbraie. - La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del
Ministero della sanitd, in accordo con le raccomandazioni del C8S (di cui
trasmette copia integrale) relativamente alla formazione di una specifica Com-
missione medico—epidemiologica, invita i Ministeri deli’industria e del lavoro,
i Presidenti delle Giunte regionali della Calabria e della Sardegna e 1'ISS
a voler procedere alla designazione dei propri esperti. Incarica incltre I'Isti-
tuto della sorveglianza su tutta la sperimentazione industriale, in collabora-
zione con i competenti organi locali, nonché del controlle e della valutaziene,
periodici e sistematici, dell’attuazione del piano di tuteia igienico—sanitaria.

16 marzo. — 1l dr. D. G. Ahearn trasmette all’'IS5 un formal report sugli
studi sperimentali di patogenicita eseguiti secondo le linee indicate dal Piano

sperimentale di massima per Uaccertomento della patogenicita diresta delle
Candide.

31 maerzo-1° aprile. - Si tiene a Milano il simposio Investigations
on single cell proteins organizzate dall’stituto di ricerche farmacologiche
« Mario Negri» in collaborazions con il Protein—Advisory Group (PAG)
Jell’ONTU. In occasione di tale simposio viene tenuta una rinnione del PAG
Working Group on Single-cell Proteins, conclusosi con la stesura di un rapporto
che ripropone alcune delle piti rilevanti valutazioni igienico— sanitarie solle-
vate dall’ISS. Il rapporto infatti sottolinea, tra Paltro, la necessiti di deter-
minare & priori la non patogenicita dei microorganismi impiegati, di adottare
adeguate misure di protezione ambientale, di sviluppare metodologie per la
valutazione dei rischi di ipersensibilizzazione sia dei lavoratori addetti alla
produzione sia degli eventuali consumatori dei prodotti finiti.

6 aprile. — L'ISS comunica al Ministro per la sanitd la designazione dei
proff. N. Frontali del Laboratorio di igiene del lavoro, G. Vicari del Labo-
ratorio di biologia cellulare e immunclogia ¢ A. Zampieri del Laboratorio
di epidemiologia e biostatistica, quali propri esperti nell’ambito della Com-
misgione medico—epidemiologica,

20 aprile. — Presso la Direzione generale delle fonti di energia e industrie
di base del Ministero dell’industria, si tiene una riunione interministeriale di
cvordinamento per 'esame dei problemi relativi alla produzione di bio-
proteine da n-alcani nonché all’attuazione dei piani di tutela igienico-
sanitaria, cui sono chiamati a partecipare rappresentanti dell'ISS, delle
Regioni interessate ¢ delle Societd Italproteine e Liguichimica.

Jnn, Fet, Nuper. Samitd (19791 15, S47-414




366 LIEVITI COLTIVATI St N—-ALCANI {(BIOPROTEINE}

22 aprile. — L’Italproteine, anche in riferimentv a quanto discusso nel
corso delia riunione del 20 aprile presso il Ministero dell’industria ribadisce
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 gono in via di allestimento unita di controllo e metodi di determi-
nagzione delle immissioni nell’ambiente; ¢) sono in corse di attuazione esami di
selezione preventiva del personale, di tipo clinico-immunologico, seguiti
dall’istituzione per ogni lavoratore prescelte di una apposita cartella mirata.
L’Italproteine sellecita inoltre ’autorizzazione alla riattivazione dei propri
impianti limitatamente alla produzione sperimentale, nella misura gia 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 prodotte Kanepron che con il prodotto
Liquipron, suddivisa in dieci volumi.

16 giugno. — Si tiene presso I'lSS un incentro tra esperti dello stesso Isti-
tuto ¢ della Regione Calabria, nel corso del quale i rappresentanti regionali
consegnano une schema per il monitoraggio ed il centrolle di SO;, polveri
¢ lieviti vitali, nonché uno studio sulle condizioni meteorologiche prevalenti
nella zona di Saline di Montebello Ionico, eve sono ubicati gli impianti della
Liguichimica,

20 giugno. — Viene consegnata all'lstituto una bozza di proposta di piano
di controllo epidemiologico, predisposta dalla Regione Calabria, concernente
I'insediamento industriale della Liquichimica.

21 giugno. — Viene effettuato, a cura di esperti dell’ISS, un sopraliuogo
agli impianti Italproteine di Sarroch per verificare il grado di realizzagione
delle misure di salvaguardia ambientale annunciate in data 22 aprile 1977
con nota della Ditta atessa.

30 giugno. — L’Assessorato alla sanita della Regione Calabria comunica
all’ISS che provvedera a periodici controlli dei parametri indici di inquina-
mento, relativi agli effluenti gassosi, liquidi e solidi, nella zona di ubicazione
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 ambientale connesse alla pro-
duzione di bioproteine (Appendice VI),
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19 luglio. — Prima riunione della Commissione medico-epidemiclogica
proposta dal CSS e previeta dall’art. 2 del D.M. 21 gingno 1977. La Com-
missione risulta composta come segue: prof. A. Beretta—Anguissola (Presi-
dente); proff. N. Frontali, G. Vicari, A. Zampieri (IS8); dr.ssa C. Celani
(Ministere del lavoro e della previdenza sociale); ing. S. Razzano {(Ministero
dell’industria, del commercio e del’artigianato); prof. L. Frezza (Medico pro-
vinciale, Reggio Calabria); prof. A. Spinazzola (Istituto di medicina del lavoro,
Universita di Cagliari); prof. D. Mura (Istitute zooprofilattico sperimentale,
Sassari). Nel corso della riunione i rappresentanti dell’ISS presentano una
bozza di piane di controllo clinico-immunolegico, ¢elaborata tenendo conto
delle proposte formulate sia dalla Regione Calabria che dail’Italproteine.

20 tuglio. - L'Ttalproteine invia all’ISS una documentazione riguardante
le caratteristiche tecnico-funzionali delie nuove instaillazioni progettate ed
in fase di realizzazione per 'adeguamente dei propri impianti alle preseri-
zioni dell’Autoritd sanitaria.

27-28 luglie. — La Commissione medico—epidemiologica visita i presidi
igienico—sanitari di Cagliari ¢ Reggio Calabria specificamente previsti per
I’attuazione a livello regionale dei piani di tutela ambientali.

1o agesto. — L'ISS trasmette agli organi centrali ¢ regionali competenti,
nonché alle industrie interessate, uno schema unificate di piano igienico~
sanitarie relativo ai controlli clinici e di laboratorio per ghi addetti agli
impianti preduttivi,

2 agosto. ~ L’ISS trasmette agli organi centrali e regionali competenti,
nonché alle industrie intereseate, distinti e dettagliati pareri cirea 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 ¢ igienico~sanitaria delle popola-
ziont circostanti e dei lavoratori addetti. L'Istituto esprime inoltre parere
sui piani predisposti dall’Italproteine e dalla Liquichimica, per il rilevamento
dei contaminanti emessi dai rispettivi impianti.

16 settembre. — La Liquichimica consegna due volumi aggiuntivi conte-
nenti ulteriore documentazione circa gli esperimenti di tossicita cffettuati
su ratti e conigli.

23 settembre. — Riunione della Commissione medico-epidemiologica in
cui viene approvata la scheda sanitaria definitiva da utilizzare per la sorve-
glianza clinico-immmunologica delle maestranze addette alla produzione.
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20 settembre-6 ottobre. — Nel corso di due successivi sopralluoghi agli
stabilimenti di Sarrvch, I'lepettorato provinciale del lavore di Cagliari
verifica che Vltalproteine non ha ancora completato le modifiche teenico-
funzionali degli impianti necessarie per il loro adeguamento alle misure cau-
telative raccomandate dall'ISS e previste dal D.M. 21 giugno 1977,

17 outebre. — La Commissione medico—epidemiologica affronta i preblemi
relativi ai controlli da effettuarsi sulle popelazioni residenti nelle aree circo-
stanti gli impianti produttivi,

18 ottobre. — L’Italproteine trasmette al'ISS una versione in cinque
velumi, rielaborata ed integrate, della documentazione complessiva riguar-
dante la produzione di Toprina. Da notare che in tale nuova versione il ceppo
di C. Epelytica da utilizzarsi per la produzione, viene indicate con le sigle
G 162 e CBS 6331, nessuna delie quali corrisponde, almeno formalmente, alla
sigla BP 269 con la quale & contrassegnato il ceppo depositato in precedenza
dalla stessa Italproteine presso I'ISS. Dalla documentazione risulta che tale
ceppo ¢ stato sotteposto a prove di patogenicita dal prof., Gargani, dello
Istituto di microbiologia dell’Universitd di Firenze, del quale viene acclusa
una relazione preliminare che conclude affermando che i comportamenti
della C. lipolytica ¢ della Candida utilis sono sovrapponibili, con permanenza
di un certo numero di elementi fungini vivi (in misure maggiore per la
C. utilis) negli organi degli animali inoculati, almeno fino a 15 giorni dal-
Pinoculazione, ¢ scomparsa degli stessi fra i 15 e i 30 giorni.

5 novembre, — L’ISS esprime il propric parere circa I'ammissibilitd in
alimentazione animale del Liquipron, dopo ever verificato la significativita
e Padeguatezza dell’intera documentazione presentata dalla Liquichimica in
riferimento alle Linse di ricerca sperimentali per Pesame delle cosiddette bio-
proteine (SCP) o fini della ammissibilité nell’ alimentasione animale approvate
dal CSS. Gli elementi essenziali di tale parere possone essere cosi delineati.
Viene innanzitutte nlevata una variazione significativa nel contenuto di
numerosi componenti, quali ad esempio oligoelementi, acidi grassi, n—alcani.
ecc., tra lotti diversi di prodotto finite, sostanzialmente espressione di una
non completa standardizzazione del processo produttive. In particolare.
per taluni lotti di Liquipron i livelli di aleuni oligoelementi {Cd, Se, Sh)
sono superiori a quelli massimi previsti dal D.M. 2 febbraio 1974, pubblicato
nella Gazzetta Ufficiale n. 74 del 20 marzo 1974. Preoccupazione desta, inoltre.
il fatto che in alcuni lotti siano stati dosati livelli di 3,4—hengopirene non
compatibili con quantoe stabilito dal CSS nel parere formulato il 18 giugne
1975, secondo cuni tale composto deve risultare assente all’anslisi con un
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metodo di sensibilita pari almeno ad 1 ppb. I dosaggi effettuati dall’Istituto
su alcuni campioni indicano un contenuto di n-alcani pari a 0,35-0,38 9
{ciod 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 & melto elevate e comparabile a quello della
Toprina. Per quanto attiene alla presenza di contaminanti, viene altresi
sottolineato il riscontro di enterobatteri nei campioni esaminati. 5i osserva
ancora che gli studi condotti sia su animali da esperimento (ratto, topo,
scimmia) che su specie a reddite zootecnico (polle, suino, visone e pesci),
forniscono indicazioni di un difficite adattamento al consumeo di diete conte-
nenti la biomassa in questione, specie ad elevati livelli di integrazione; tale
difficolta si esprime in un temporaneo ridotte consumo dell’alimento ed in
un comseguente minore incremento ponderale, Studi di tossicitd sul ratto
evidenziano che la somministrazione della biomassa provoca alcune modifi-
cazioni di parametri ematici, parte delle quali tende ad annullarsi con ii
prolungarsi del periodo di trattamento. Viene anche rilevato che in tak
studi ai sono esservate modificazioni nel peso di alcune ghiandole endocrine ed
organi, nonché fenomeni di tesaurosi caicica. In particolare, la diminuizione
di peso delle gonadi (~ 15 %) e 'aumento di peso della prostata (~ 25 %)
e dell’ipofisi (~ 200 9,), appaiono costanti per presenza ed entita dope 24
mesi di somministrazione. Studi a lungo termine effettuati sul pollo indicano
che ad un livelle pari al 50 9, delle proteine della dieta, il Liquipron deter-
mina minore accrescimento corporeo a paritd di ingestione di mangime. Essi
inoltre confermane alcune delle transitorie variazioni nei parametri ematici
e le alterazioni nel peso di aicune ghiandole ed organi. Per quanto riguarda i
risultati relativi al dosaggio dei residui (n-paraffine, acidi grassi a numero
dispari di atomi di carbonio, ecc.}, e alle prove di teratogenesi e di tossicita
di relais previste dal protocollo del CSS, i rileva la scarsith dei dati presentati.
I risultati disponibili circa ghi esperimenti di tossicitd cronica indicano che in
aleuni esigui gruppi di ratti, sacrificati prima della fine dell’esperimento,
la frequenza dei tumori ipofisari ¢ mammari & pih elevata fra gli animali
trattati con il Liguiproa, 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 I’esiguo numero
di animali esaminati, ed i} carattere incomplete della sperimentazione, si
sottolinea la necessitd di acquisire i dati conclusivi relativi alla sperimenta-
zione a 30 mesi, Per quanto riguarda la valutazione della sperimentazione
i cocancerogenesi, si rileva la limitata significativitid della documentazione
prodotta a causa del fatto che i livelli di agenti cancerogeni utilizzati (DMBA
+ MC) sone superiori a quelli ottimali per evidenziare la presenza di agenti
cocancerogeni. Per quanto riguarda gli esperimenti di mutagenesi, si rileva
'assenza di qualsiasi documentazione in merito.
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9 novembre. — Assemblea generale del CSS convecata per esprimere un
parere sul’ammissibilitd in alimentazione zootecnica dei prodotti Toprina
e Liquipron.

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

o) Ja valutazione delle sperimentazioni di oncogenesi effettuate sull:
biomasse ed in particolare I'approfondimento dell’eventuale rischio oneogeno
associato ai residui di n-alcani presenti pei tessuti degli animali trattati:

b) la valutazione del significato biologico degli acidi grassi a numero
dispari di atomi di carbonio presenti nei tessuli di animali trattati, in riferi-
mento al consumo da parte dell’'uome di produzione zootecnica ottenuta
medianie 'impiege di mangimi addizionati con le biomasse.

Al fine di realizzare il necessario approfondimento di tali aspetti, I'assem-
blea propone la costituzione di una appoesita Commissione di studio operant:
nell’ambito del CSS. La presidenza di tale Commissione, successivamente
nominata dal Minigtro per la eanita, sara conferita allo stesso Presidente del
Consiglio superiore di sanita, prof. A. Cimmino. La Commissione verra arti-
colata in due sottogruppi: uno relativo agli aspetti di oncogenesi e mutagencsi
composto dai proff. A. Cimmino (Presidente), A. Carere, G. Della Porta,
S. Garattini, G. G. Giordano, D. Guerritere, N. Loprieno, C. Maltoni.
F. Manzoli, G. Pontieri, G. Prodi, R. Zito; I'altro agli aspetti biochimico—
metabolici riguardanti gli acidi grassi dispari, composte dai proff. A. Cim-
mino {Presidente), Castelli, 8. Garattini, A. Mariani, M. Rossi Fanelli,

Per quanto riguarda il punto a) viene inoltre proposto ad esperti oncologi
I'incarico di procedere ad un accurato esame collegiale dei reperti autoptici
relativi agli animali sottoposti a sperimentazione, allo scopo di pervenire
ad una interpretazione univeca dei risultati, con particolare riferimente alla
natura dei fenomeni neoplastici riscontrati,

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

25 novembre. — La Liquichimica eonsegna all’Istitute Superiore di Sanita
la documentazione relativa alle prove di tessicitd di relais eseguite.
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10 dicembre. — La Direzione generale dei servizi di igiene pubblica del
Ministero della sanitd trasmette alle Amministrazieni 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 rigpettivamente la Commissione
relatrice e I’Assemblea generale del CSS. La prima giornata dei lavori viene
dedicata all’esame delle risoluzioni dei sottogruppi di esperti operanti nel-
I'ambite della Commissione Cimmino. Il sottogruppo oncogenesi e mutagenesi
aveva espresse unanimamente il parere che una eventuale autorizzazione alla
produziene e all’uso delle biomasse in questione potesse essere concessa limi-
tatamente ad alcune specie animali per un periodo non superiore a guattro
anni, al termine del quale avrebbe dovuto essere comunque riesaminata {’in=
tera materia (Appendice VII). Raccomandava in conseguenza di vincolare la
concessione dell’eventuale antorizzazione alla realizzazione, da parte delle
itte interessate, di wlteriori ricerche di cancerogenesi, mutagenesi ¢ tossici-
ta, utilizzando secondo i casi le biomasse, le produzieni zootecniche e le classi
di composti chimici presenti nelle biomasse stesse. Sottolineava infine che
dlovranne comungue essere adottate limitazioni e restrizioni d’use atte a pre-
venire un’aumento dell’assunzione dietetica di n-alcani. Il sottogruppo bio-
chimica aveva evpresso unanimemente il parere che i livelli di acidi grassi
ispari rinvenibili nelle carni e negli organi degli animali allevati con le bio-
masse in questione, ad eecezione delle mucche lattifere ¢ delle galline ovaiole,
non presentavano problemi degni di rilievo per la salute delll'mome (Ap-
pendice VIII). In ogni caso il gruppo consigliava di adettare 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 gede di
Commissione relatrice che in sede di Assemblea, ma non si perviene ad aleun
parere definitivo.

4 marzo. - Viene riconvocata la Commissione relatrice del CSS per la
stesura di una risoluzione conclusiva sulle btoproteine che tenga conto degli
clementi emersi nelle precedenti discussioni del 27-28 febbraio. La Commis-
sione relatrice facende proprie nella sostanza le nsservazioni dell’Istituto
decide di proporre all’Assemblea del CSS di esprimere parere favorevole
all’utilizzazione del Liquipron e della Toprina in alimentazione animale,
subordimatamente all’indicazione di: ¢) definite specifiche tecniche e caratte-
ristiche di qualita per tali prodotti: 8) precise limitazioni e restrizioni d’'uso
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(si propone non pit del 10 %, del mangime somministrato per i volatili
di allevamento, ad esclusione delle ovaiole ¢ non pin del 7 %, per i suini:
si raccomanda inoltre che P'utilizzazione delle biomasse in questione sia con-
sentita per un periodo non superiore zlla prima metd del ciclo produttivo
di ciascuna epecie animale); ¢) apposite norme di confezionamento ed eti-
chettaggio; d} idonei controlli da effettuarsi sia a livello produttivo sia sul-
Posservanza delle norme indicate (4ppendice IX).

22 marzo. — La Liquichimica, 2 completamento della propria documen-
tazione, trasmette ufficialmente altri due volumi che, tra ’altro, contengono
1 nsultati definitivi di uno studie di tessiciti a lungo termine sul ratto.

5 maggio. — L’Istituto, in riferimento ad una richiesta in tal senso per-
venuta in data 4 aprile, trasmette al Ministro per la sanita pro tempore una
relazione riassuntive dei problemi igienico—sanitari connessi ¢on la produ-
zione ¢ la commercializzazione delle biomasse Liquipron e Toprina.

A parere dell’lIstituto l'intenso lavoro svoito, ha da un lato conmsentito
di impostare sul piano igienico-sanitario il problema bieproteine nel suo
complesso in modo adeguato e scientificamente corretto, ed ha dall’altro
posto le premesse indispensabili per ’emanaziene di una serie di dovuti
provvedimenti amrninistrativi idonei a tutefare la salute pubblica nella
previsione di una successiva attivazione degli impianti produttivi. Tali
provvedimenti hanno consentito pili in particolare di minimizzare il
rischio per I'ambiente e per la salute degli addetti agli impianti nonché
delle eventuali popolazioni esposte. Resta invece ancora da definire sul piano
amministrativo ui 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 microorgani-
smi consentiti;b) le caratteristiche analitiche delle biomasse;c} le specie anima-
li, con particolare rignardoe a quelle di rilevanza zoetecnica, per le quali ei an-
torizza I'uso delle biomasse, accompagnate dall’indicazione delle relative dosi
e modalita di somministrazione; d) le norme di confezionamento e commer-
cializzazione delle biomasse stesse; e} I'indicazione delle ulteriori ricerche ne-
cessarie per una revisione delle limitazioni e restrizioni d’uso di cui al punte ¢).

Si sottolinea che, sulla base delle conoscenze fino ad oggi acquisite,
sono da considerarsi disponibili scluzioni tecniche valide in riferimento ai
precedenti punti a), b), d), ). Restano invece aperte alcune questioni relative
al punte c), ed in particolare quelle correlate alla valutazione del rischio
oncogeno, per la cui definizione I'ISS sensibilizzo il Ministro della sanita
pro tempore che, accogliendo la richiesta, convoctd I'apposita Commissione
gia ricordata. E parere dell'lSS che il documento finale (4ppendice VII)
del sottogruppo di esperti oncologi operante nell’ambito della suddetta Com-
missione, unitamente ad alcune specificazioni successivamente fornite dagli
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stessi esperti in sede di CSS, configuri in moedo chiaro le modalita di ntiliz-
zazione delle biomasse in alimentazione animale ritenute accettabili dagh
stessi esperti ¢ tali da poter soddisfare i quesiti posti in tal senso dall’Ammi-
nistrazione. Tali modalitd 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 mele di lavoro svoltajera stata
almeno parzialmente recepita nel documento elaborato dalla Commissione
relatrice (Appendice IX) del CSS riunitasi in data 4 marzo 1978,

A conclusione di quanto sopra espostoe, I’ISS riteneva opportuno ribadire
come 'attivitd fino ad allora svolta, nonostante le persistenti note carenze
Jli tecniei qualificati in alcuni settori, avesse obbiettivamente rese gia dispo-
nibili, anche attraverso i numerosi interventi effettuati nelle diverse sedi,
adegunati elementi di valutazione igienico—sanitaria per una definizione sul
piano amministrative dei provvedimenti relativi alla problematica delle
hiomasse.

28 giugne. — Assemblea generale del CSS convocata per esprimere un
parere definitivo sulla utilizzazione in alimentazione animale delle hiomasse
Liquipron e Toprina.

L’Assemblca generale conclude i propri lavori, eludendo sostanzial-
inente le proposte avanzate dalla Commissione relatrice in data 4 marzo 1978
e limitandosi ad esprimere parere favorevole all’utilizzazione delle biomasse
per 'alimentazione dei soli animali da tiro, da affezione e da pelliceia (Appen-
dice X).

1979.

26 novembre. - D.M. relativo a: Seppressione della voce n. 67 relativa alla
sostanza denominata Toprina dall’elenco dei prodoti di origine minerale e
chimico—industriali di cui ol decreto ministeriale 30 luglio 1969 e revoca del
decreto ministeriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto ministertale
2 febbraio 1974, concernente Uinclusione della Toprina nell’elenco dei prodostt
di origine minerale e chimico—industriali che pessono essere impiegati nel-
Ualimentazione degli animali, (Appendice XI).

ASPETTI SCIENTIFICO-SANITARI
TASSONOMIA E PATOGENICITA DEL GENERE CANDIDA

Come & hen noto, la classificazione degli rsseri viventi & basata sulla
definizione ¢ correlazione deile loro proprieta. Nel caso dei microorganismi
i criteri tassonomici classici si basane sulle caratteristiche morfologiche e
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di crescita ¢ sulle proprieta biochimico-fisiologiche. Nei lieviti, ad esempiv,
le famiglie sono relativamente ben definite dalla riproduzione vegetativa.
dalla forma delle spore, dalla prescnza di micelio e dalla capacita di assimi-
lare i nitrati; all’interno del genere, invece, la definizione di specie non risulta
altrettanto semplice a causa della diversiti di risultati ottenibili per taluni
caratteri e della difficoltd di stabilire un ordine di priorita fra i vari caratteri
utilizzabili. Anche in considerazione dell’inadeguata standardizzazione di
alcune prove tassonomiche, ed in particolare di quelle di natura pit quali-
tativa, si pud giungere paradossalmente, privilegiando alcuni earatteri ri-
spetto ad altri, a contrastanti definizioni di specic. F noto dalla letteratura
che, nei microorganismi in genere, un singolo carattere, quale I’assenza di
crescita su un determinato substrato, pué non essere risolutivo per ’attribu-
zione di gpecie, ma essere espressione di differenze genotipiche, che danno
origine a possibili alternative metaboliche quali l2 mancata sintesi di una
permeasi specifica, la mancata sintesi dell’enzima necessario per metaboliz-
zare il substrate, I'inibizione della sintesi dell’enzima specifico da parte dcl
repressorc. Anche allo scopo di superare tali limitazieni sono stati svilup-
pati negli ultimi anni nuovi eriteri di classificazione. Tra questi si poessono
ricordare quelli basati sul grado di omologia genetica, sulle proprieta antige-
niche, sulla natura dei polisaccaridi di membrana quale determinabile
mediante analisi NMR. sull’'analogia di sequenze amminoacidiche di speci-
fici enzimi, ece,

Nel periode novembre 1972-aprile 1974 veniva sottoposta al parere
dell’ISS la documentazione tecnica della Liquichimica, contenente, tra I'altro.
la descrizione delle caratteristiche del ceppo che si intendeva utilizzare per
la produzione del Liguipron. Secondo la Ditta il ceppo apparteneva ad una
nuova specie di Candide {denominata C. novellus).

L’ISS tuttavia giudicoé la documentazione prodotita un supporte nen
adeguato per dimestrare I’attribuzione di specie proposta. Sole in data 11
aprile 1974 la Liquichimica provvedeva a consegnare il ceppo in questione
all’ISS allo scope di censentire l'effettuazione dei test di classificazione.
accettati internazional mente, secondo le metodiche descritte da J. Lodder [1].
I risultati, ottenuti dal gruppo di ricercatori diretto dal pref. Tonolo, indi-
carono I'appartenenza del ceppo C. novellus alla specie C. rropicalis.

Essendo nete dalla letteratura che in alcuni stati patologici la C. tro-
picalis pub essere isolata da reperti umani, i risultati ettenuti dall’ IS8 solle-
vavano fondati dubbi sulla sicurezza dell’utilizzazione industriale del ceppo
C. novellus.

Successivamente la Liquichimica rinunciava a sostenere la tesi dell’appar-
tenenza del ceppo ad una puova specie e comunicava che, secondo 1l Centra-
albureau voor Schimmelcultures (CBS), il ceppo stesso dovesse essere consi-
derato appartenente alla specie C. saké. Persistendo le differmita di valu-
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tazione in relazione alla classificazione in questione, la Liquichimica sollecitd
il contributo di due istituzioni scientifiche di riconesciuto valore internazio-
nale, PAmerican Type Calture Collection (ATCC) e la Georgia State Univer-
sitv, in cui erano allo studio nuove metndiche tassonomiche.

] Nel gennaio 1975 la Liquichimica presentd all'ISS un rapporto congtunte
di ricercatori dei tre Istituti summenzionati. T.a relazione, intitolata The
taxonomy of Candida novellus ATCC 20275, the strain used by Liquichimica
Biosintesi to produce Liquipron, firmata da G. Ahearn, 5. A. Meyer, D. Yarrow
riferiva 1 risultati di saggi tassonomici sia di tipo classico [1] sia di nuova
acquisizione, come la determinazione della composizione media in basi del

DNA ed i saggi di ibridazione [2].

I risultati presentati possono tvssere cosi riassunti:

w

s} I'incapacita di assimilare amido solubile & un carattere comune di
ceppi di C. novellus, C. subtropicalis, C. maltesa ¢ C. cloacae, mentre la capa-
cita di assimilarlo appare un carattere costante dei ceppi classificati tradi-
zienalmente come C. tropicalis;

b) la temperatura massima di crescita dei ceppi di €. novellus, (.
subtropicalis, C, maltosa e C. cloncae, compresa tra 38 °C e 42 o€, distingue
yuesti ceppi da quelli classificati tradizionalmente come C. saké, che hanno
temperature massime tra 28 9C e 34 °C, ma wnon dai ceppi di C. tropicalis
{#0—43 °C). Va notato che i ceppi C. maitosa ATCC 28140 e C. cloacae ATCC

20184 erano originariamente indicati come C. suké;

r) le prove serologiche indicano identitd tra il ceppo C. novellus od
un ceppo di C. subtropicalis (CBS 6465), il cui antisiero riconesce a sua volta
uno dei 2 o 3 antigeni identificati per 2 ceppi di C. tropicalis;

d) la cemposizione media in GC oscilla tra 38 ¢ 41 % in 10 ceppi
di €. saké, tra 35 e 36 9 in tre ceppi di C. trepicalis, ¢ tra 353 e 37 %, in C.
subtropicalis (2 ceppi), C. maltosa, C. cloacae e C. novellus. Questi dati evi-
lenziano dunque una differenza tra i ceppi di €. saké e tutti gli altri ceppi
suggiati, mentre non permettono di distinguere i ceppi di . tropicalis dai
restanti ceppi;

e) le differenze genetiche suggiate con prove di ibridazione DNADNA
tra nove ceppi di C. saké e ciascuno degli altri ceppi citati sono noteveli,
essendo infatti i livelli medi di omologia del 12 %, Va qui sottolineato che
Pomologia genetica tra i ceppi di C. saké & stata saggiata solo in due ibri-
dazioni {ATCG 14478/CBS 6717 ¢ ATCC 14478/CBS 6716);

f) 1 ceppi denominati C. novellus, C. maltosa, C. subtropicalis ¢ (.
~loacae mostrano tra loro un’omeologia genetica del 100 °/; questi stessi ceppi
mostrane in media un livello di ibridazione del 25 % con il ceppo di C. tro-
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picalis ATCC 750, il quale a sua volta ibridizza al 96-100 ¢, con altri due
ceppi di C. tropicalis.

La relazione giunge alla conclusione che C. novellus, C. subtropicalis.
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 eeppo, tra questi, registrato per primo.

E opportuno chiarire come la classificazione basata sull’'omologia gene-
tica, misurata con il metode della ibridazione del DNA, pui fornire indi-
cazioni diverse da quelle basate sui test classici. Non sono infatti rari i casi
descritti in letteratura in cui nell’ambito di una specic apparentemente
ben definita dal punte di vista fenotipico, sono stati riscontrati due o pil
gruppi di omologia. Numerosissimi sono poi i casi di ceppi che, classificati
fenotipicamente in un gruppo, hanne dimostrato di non possedere alcuna
omologia con gli altri ceppi dello stesso raggruppamento (ne sono un esempio
i casi descritti dal rapperto in esame, relativi ai ceppi di C. cloacae ATCC
20184 e di C. maltesa ATCC 28140 inizialmente identificati fenotipicamente
come appartenenti alla specie C. saké, con cui hanno, secondo 1 dati riportati,
livelli di omolegie intorno al 10 9).

La relazione riporta che il DNA di C. novelius ibridizza meno de! 30 9,
con quello di un ceppo di C. trepicalis, il quale a sua volia ibridizza al 90~
100 ¢, con altri due ceppi. Tale risultato appare criticabile per i seguenti
agpetti: a) rappresentativita dal punto di vista genetico dei tre ceppi uti-
lizzati, nei riguardi della specie C. tropicalis; b) univacitha di specie della C.
tropicalis dal punto di vista genetico; ¢) distribuzione dei ceppi patogeni
nei nuovi raggruppamenti tassonomici ottenibili per omologia genetica.
E ovvio che la risposta a questi interrogativi pud venire solo da una lunga
ed approfoudita indagine lunge lc stessc linee sperimentali intraprese nel
rapporto in esame.

In conclusione, la relazione non aggiunge elementi distintivi tra C.
novellus e In specie C. tropicalis, sia per quanto concerne i test fenotipici,
che per I'analisi della compesizione in basi de! 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
genctica della C. novellus rispetto a C. saké (12 Y, circa) e rispetto ad un
ceppo di C. tropicalis (intorno al 25 9%).

Sebbene il ceppo C. novellus sia quindi scarsamente correlato dal punto
di vista genetico con I'unico ceppo di C. tropicalis saggiato (ATCC 750),
¢ evidentc, per le considerazioni precedentemente svolte, che I'assegnazione
di un ceppo ad una determinata specie mediante il ricorso a questa nuova
metodica, sara possibile solo quando la stessa sara stata estesa ad un suffi-
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ciente numero di ceppi e ne sarh stata comunque riconescinta la validita
come test tassonomico discriminante,

Alta luce di quanto sopra, & stata riesaminata completamente la metodole-
gia tradizionale di classificazione delle Candide, valutando. in particolare, tutti
i contributt scientifici elaborati successivamente alle chiavi analitiche preposte
¢ contenute nell’edizione del 1970 del testo di riferimento The Yeasts [1].

Inoltre sono state applicate metodiche rigorosamente quantitative,
basate su un’analisi numerica dei risnltati e tendenti a ridurre per quanto
possibile i margini di interpretazione soggettiva. In particolare si & 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 & state applicato ail’analisi
di 53 caratteri fenotipici del ceppo ATCC 20275 IS, differenziali sotte il
profilo della morfologia, delle caratteristiche colturali, dei test di assimila-
zione ¢ fermentazione di substrati carboniosi ed azotati, ecc. I! numero dei
caratteri esaminati corrisponde a quello di tutti i test tassonomici per i quali
erano stati ottenuti, per il ceppo ATCC 20275 IS, dati sperimentali da quattre
laboratori differenti. Tali dati erano stati ottenuti rispettivamente dai proff.
A. Tenolo e L. Tuttobello del’ISS, dal prof. Gargani dell'Istituto di micro-
bielogia dell’Universitid di Firenze, daila dr. 5. A. Meyer et al, del’ATCC,
dal dr. T. Kaneko et al. per conto della Kanegafuchi Chemical Industry.
I risultati dei testa sopraccitati sone stati confrontati sia tra loro, sia con
yuelli ottenuti da Kaneko et al. ¢ da Meyer et al. per i ceppi di riferimento
di C. subtropicalis e di C. maltosa da loro utilizzati, sia con quelli descritti
da Lodder per 10 specie del genere Candida; tali specie, camprese dalla
Campbell in un unico cluster, presentano, quanto ai lore caratteri tassono-
mici secondo Lodder, un coefliciente di sovrapposizione con C. trepicalis
e C. maltesa del 50 %, o pil. Dal raffronte tra i dati disponibili & emerso
che dei 53 caratteri presi in considerazione solo 21 di essi risultavano diseri-
minanti nell’ambito delle specie prese in esame. 3i & proceduto, quindi, alla
messa a punto di un programma di calcolo elettronico, che permettesse di
ricavare, sulla base dei 21 caratteri il coefficiente di sovrapposizione delle
specie esaminate rispetto ai dati ottenuti dall’ISS sul ceppo ATCC 20275 1S,
E stato riscontrate un ottimo livello di coincidenza tra i dati dell’ISS ¢ queili
relativi allo stesso ceppo ottenuti nei laboratori dell’Istituto di microbiologia
dell’Universita di Firenze, del’ATCC e della Kanegafuchi, anche se il numero
di test distintivi di cui sono stati comunicati i risultati da parte di questi
laboratori & stato di 8/21 nel primo, di 16/21 nel secondo e di 1721 nel terzo.
Al di 13 di questa pur importante precisazione, il risultato pi significativo
i tale analisi & stato la dimostrazione deil’elevata correlazione del ceppo
ATCC 20275 IS sia con la specie C. tropicalis (90 %)) che con la specie
C. saké (86 °).
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Questi risuliati portavane I'Istituto ad esprimere nei termini che se-
guono il propriv parere: « Sulla base dei metodi tassonomiei e dei caratteri
morfologicl, colturali, fermentativi, assimilativi, ecc., contenuti nel testo
The Yeasts |1] il ceppo €. novellus ATCC 20275 IS presenta. fra tutte I
specie riportate dal sumrmenzionato testo, un’elevata correlazione non solo
con la specie (. tropicalis, come precedentemente indicato, ma anche con la
specie (. saké, L’entitd di tali correlazioni non & tuttavia, sufficiente per
consentire ununivoca attribuzione di specie per il ceppn in oggetto che
presenta alcuni significativi caratteri differenziali rispetto alle due specic
in questione, 3i rileva, inolire, che recentemente alcuni ceppi in precedenza
attribuiti alle specie €. saké e (. tropicalis sono stati riclassificati [2, 4-7)
sulla base dei metodi proposti dal Lodder [1] e di nuovi metodi tassonoemici.
Sccondo aleuni Autori [2, 4-7], le specie C. subtropicalis, €. cloacae v (.
maltosa, che per il Lodder sono specie ginonime della (. seké, potrebbern
essere classificate in una nuova specie distinta dalla C. saké con denomina-
zione C. maltesa; questi Autori, inoltre, affermano che a guesta Ruova specic
¢ da attribuire il ceppo C. novellus ATCC 20275 IS. In merito a questa pro-
posta di nuova specic e relativa attribuzione ad essa del ceppo in oggetto.
st rileva che solo pochi eeppt di microorganismi sono stati sotlopusti ad
investigazione con i metodi tassonomict aggiuntivi recentementle proposti.
1 dati preliminari disponibili nen sono pertanto suflicienti per stabilire nuovi
raggruppamenti tassomomici che, peraltro, devono in ogni caso subire il
vaglio degli organismi nazionali ed internazionali competenti».

Tali conclusioni dell’ISS sono state confermate nella sostanza dagli
espertl internazionali. Infatti dalla relazione tenuta dalla dr. S. A, Mever
al Simposio PAG di Milano del 31 marzo 1977, emergeva che: @) in base
alle prove di omologia genetica, il ceppe ATCC 20275 IS ibridizza al 100 2,
con le specie di riferimento C. subtropicalis ¢ C. cloacae; b) C. saké come defi-
nita da Lodder & un conglomerato di specie; ¢) molte C. tropicalis, classificate
come tali in base al Lodder, non ibridizzano con la C. tropicalis di riferimento.
Questi risultati portavano la dr. 3. A. Mcyer a proporre da un late di rag-
gruppare ATCC 20275 I8, C. maltosa, C. cloacar ¢ C. tropicalis, nella specie
(.. subtropicalis e dall’aliro a concludere che i test di omologia genetica non
sono in grade di discriminare singole mutazioni. e quindi le loro eventuali
cspressioni fenotipiche rilevanti ai fini sanitari. A tale proposito si possuno
citare le osservazioni fatte dalla stessa Meyer che riscontrava un’analogia
genetica del 100 ¢, tra la ben nota specie patogena per I'uvomo. C. elbicans
e la specie (. clausennii, che non risulta sia stata identificata come agente
patogeno per 'uomo, ¢d inoltre che ceppi diffcrents di C. tropicelis presen-
tavano livelli di omologia significativamente diversi tra loro.

Quanto sepra csposto costitui una valida conferma a posteriori a quella
parte del parere finale delPISS ove st affermava « Si precisa, infine, che il
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previsto uso del ceppo in oggetto per produzioni industriali su larga seala
impone un approfondito studio sperimentale per I'accertamento dell’inno-
cuita, date che le caratteristiche di patogenicitd non seno strettamente
correlate a quelle tassonomiche». E appunto in questa ottica che I'ISS
elabord, con il contributo di qualificati esperti italiani e stranieri, una
serie di linee guida per la sperimentazione sulla patogenicitd delle Candide
che confluirono nel piano sperimentale riportato in Appendice IV, in cui
vengono altresi indicati definiti criteri di valutazione dei possibili risultati.

Al termine delle sperimentazioni esegnite in conformita a tale piano,
I'ISS formuld il proprio parere in merito alla patogenicita dei ceppi di Candida
dei quali era stata proposta 'utilizzazione a livello produttivo. Tale parere,
concludendo per Vassenza di patogenicitd diretta dei ceppi in gquestione,
metteva altresi in evidenza la possibiliti di fenomeni di sensjbilizzazione
allergenica per i lavoratori addetti agli impianti produttivi ed in genere per
le popolazioni esposte, come indicato dai risultati sperimentali complessi-
vamente acquisiti.

ACIDI GRASSI CON NUMERC DISPARI DI ATOMI DI CARBONIO

Gli acidi grassi con numero dispari di atomi di carbonio sono presenti
in quantita relativamente basse nei mammiferi, mentre i lipidi dei pesci sia
marini che d’acqua dolee ne contengono dal 2 al 6 %, del totale, con I'ecce-
zione della triglia in cui si raggiungono valori del 15-30 9%, secondo le sta-
gioni [8, 9]. In generale gli acidi graesi con numero dispari di atomi di carbonio
presentane in natura la stessa distribuzione dei pari, con quantita pid ele-
vate per gli acidi grassi a 15 ¢ 17 atomi di carbonio ¢ con guelli a catena pit
lunga (a 19 e 21 atomi di carbonio) essenzialmente polinsaturi. E stato
dimostrato che ghi acidi €y e Cy; polinsaturi vengono convertiti a prosta-
glandine attive, con un’attivitd pari al 40 %, di quella dell’acido arachi-
donico [10]. Setto queste profile Cyy e Gz polinsaturi si comportano come
lacido linoleico e possono essere considerati esseuziali.

Pii diffase degli acidi grassi dispari sono, nel regno animale, le aldeidi
gragse (5 ¢ Cj;. Sebbene le interrelazioni metaboliche tra acidi grassi ed
aldeidi non siane ancora state chiarite, & noto che frazioni particolate di
lievito sintetizzano aldeidi libere a partire da acetato, uno dei prodotti di
degradazione degli n-alcani [11]. Quantita elevate di aldeidi a numero dispari
di atomi di carbenio seno state identificate nel latte bovine [12] e nel burro
[13], derivanti in larga misura dai batteri del rumine [14}.

T dati riportati in letteratura sulla composiziene lipidica di diverse specie
di lievito indicano che gli acidi grassi variano da C, a (i, e sono tutti a
numero pari di atomi di carbonio [15]. Livelli notevoli di acidi grassi dispari
uei lieviti si trovano solo quando questi ultimi vengono coltivati su n-—alcani,
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Liucidenza nei lipidi i Candida di acidt geassi con lunghezza di catens
corrispondente agli n-alew presenti nel substrato suggerisee che gli u—aleani
del substrate. dope essidazione in posiziene ierminale, sona incorporali
direttamente nei lipidi. T interessante osservare elie gl acidi grassi dispari
saturi siaroy ane di preferenza nei trigliceridic mentre glhi acidi dispari inkatuni
=1 coneentrans nei fosfolipidi. L'eceesso di amd grassi dispari nei lipidi del
Liquipron « delia Toprina indica che il sistema endogeno di biosintesi degli
acidi grassi pari deve essere parzialmente nattivo, Recentemente Gill o
Ratledge [11] hanno infatti osservato che la sintesi de nove degli acidi grassi.
im Candide coltivate su n—alcani, é completamente assente probabilmene a
causa dellinibizione della acetil-CoA carbossilasi, La presenza di un inibitore
dell’acetil-CoA carbossilasi cra suggerita dal fatto che aggiungendo cstrani
di Candida, coltivata su n-alcani. ad estratti di Candide, coltivate su glu-
cosio, D'acetil-CoA carbossilasi di quest’ultima veniva totalmente inibita:
Fattivitad di gueste enzima veniva ripristinata per aggiunta di eitrato, un
noto attivatore allusterico [16]. I dati, ottenuti nella sperimentazione con le
hiomasse Liguipron e Toprina, non permettonoe tuttavia di verificare se
tale eventuale inibitore vengu assorbite dagli animali trattati e se possa
in qualche modo alterare il metabolismo degli acidi grassi dei tessuti [17].

Nei tessuti degli animali alimeptlati con le biomasse, sono presenti gh
stessi acidi grassi dispari contenuti nel mangime, Caratteristica comune dei
:ampioni esaminati @ 'assenza di acidi grassi dispari G,y ¢ (. sia saturi
che insaturi. Il mancato allungamento degli acidi €;; e (- presenti nells
biemasse, non si osserva con gl omologhi pari.

H flusso degli acidi grassi, sia liberi che esterificati, dai siti di assorh:-
mento intestimale ai loei recettori sulla celiula ed allinterno della stessa, &
determinato da una sovrapposizione di meccanismi biochimicl. neuronali e
circolatori. cosi complessi da rendere difficile interpretazione delic difte-
renze osservawe nell’accumulo di acidi dispari da parte det vari tessuti degli
animali alimentati con biomasse. Ad esempio. mentre nel lardo, nel cuore
¢ nel museole gli acidi grassi dispari saturi ed insaturi mantengono fo stesso
rapporte osservate nel mangime {1 :3). nel fegato tale rapporto =i sposta
a favoere degli acidi grassi satari (p. 649). I minore accumulo di acidi grassi
dispari, osservato nel cervello, dipende dal fatto che il trasferimento deglh acidi
grassi dal plasma al eervello & funsione sia della lunghezza di catena che del
grado di insaturazione [18].

Tl significato biochimico ¢ funzionale del piu elevato contenuto di tali
acidi grassi nei tessuti degli animali trattati con hiomasse da n-aleani @
difficile da valutare, £ neto che aumentando la temperatura di una
miscelu acido-acqua. l¢ catene carbonisse foudonoe in un intervalle di
temperatura curatleristico (temperatura di transizione), dipendente dalia
Junghezza di catena. Tale temperatura di transizione per un acido graxso
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insaturo con un doppio legame cis ¢ sempre pit bassa di quetla del suo iso-
mero trans, ed entrambi hanno temperature di transizione inferiori a quella
del loro omologo saturo. Lo stesso fenomeno si verifica per gli acidi grassi
dispari; I'acido pentadecanoico, ad esempio, ha una temperatura di transi-
sione di 8 °C inferiore a quella del suo omoloege pari, il palmitico, In una mi-
scela complessa di lipidi, percid, ad ogni data temperatura, ogui lipide si
trovera nella fase liquido—cristallina {fiuida) o nella fase cristallina, assumendo
{a conformazione termodinamicamente piu stabile, in dipendenza del punto-
di transizione dei suoi acidi grassi {19].

La distribuzione degli acidi grassi nei lipidi naturali & tale che, alle tem-
perature vitali, i lipidi di membrana sono alle stato liquido-cristalline (fiuido).
Anche se i principi generali della costruzione di tale mosaico fuido nelle
membrane non sono noti, vi & evidenza che la sostituzione degli acidi grassi
naturali con acidi a catena pid lunga, che rendono la membrana pit «cri-
stallina», porta alla lisi delle cellule [20]. L’importanza degli acidi grassi
presenti nei lipidi di membrana in relazione alle proprietd funzienali e
strutturali delle membrane biologiche, come permabilita ed attivita enzima-

tiche & state 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 & un aumento del contenuto in acidi grassi dispari, proporzionale alla
quantitd di acidi grassi dispari somministrati con la dieta. Tuttavia le con~
centragioni risultanti nei tessuti sono tali da non permettere di evidenziare
alterazioni nella fluiditd della membrana con i metodi chimico—fisici oggi
dieponibili. Con tali metodi (NMR, EPR, CD, ORD, ecc.) & infatti possibile
dimostrare un’alterazione della fluiditad della membrana solo quando gli acidi
grassi dispari rappresentano almene il 20 9, degli acidi grassi totali. Per
tale motive sono state intraprese ricerche volte a chiarire alcuni degli aspetti
menzionati {Serlupi e Salvati, p. 447},

N—ALcAN

Gli idrocarburi saturi, e fra questi gli n—alcani. sone di norma presenti
in tracce nei tessuti dell’vome [26] e di altri mammiferi {27]. Essi, possono-
aumentare notevolmente in presenza di lesioni epatiche e spleniche, menin-
giomi, arteriosclerosi ecc. [28, 29].

In assenza di evidenze sperimentali che mostrino la possibilita della
hiosintesi di idrocarburi saturi ¢, in particolare. di n—aleani nei tessuti dei
mammiferi, si deve ritenere che i reperti di idrocarburi saturi dei mammiferi
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e di altre specie animali abbiane origine alimentare (vegetali commestibili).
Nel caso dell'uomu, poi, si deve tener conto di idrocarburi saturi di origine
grologica (eliov minerale} usati come additivi alimentari 0 a scopo terapeu-
tico [30]. Gli idrocarburi delle piante sono in prevalenza costituiti da n—pa-
raffine da (3, a C;; con prevalenza di €y, mentre I’'olio minerale contiene
percentuali variabili (13-49 9;) di idrecarbhuri lineari ¢ ramificati, di cielu-
alcani (21-26 %) ¢ cicloaleani policondensati {31-33].

Chiare evidenze sperimentali dimosirane che 'assorbimento degli idra-
carburi saturi attraverso la muecosa intestinale dei mammiferi & limitato
essenzialmente dalla scarsa emulsionabilitd nell’intestino [34, 35]. Owe
gli idrocarburi saturi siano stati adeguatamente emulsionati prima della
somministrazione, essi possono essere assorbiti in misura pari all’olio di oliva
{36]. In ogni case, rilevanti assorbimenti di paraffine si verificane anche in
assenza di tali emulsioni, ove le quantiti ingerite siano meolto elevate
[37].

Gii n-aleami da €, a Cz possono esserc attivamente metabolizzati in
nwmnerosi animali superiori come il pollo, il ratte, il topo, Ia capra. il bovino.
ecc. [38-43). In questo rispetto vi sona rilevanti differenze di specie, come
risulta dal fatto che i volatili di allevamento sembrano dotati, rispetto alle
altre specte, di uwna maggiore capacita metabolizzante degli n-aleani. Di
norma il prodotto dell’ossidazione & 'acido grasse con un egual numero di
atomi di carbonio ¢ laleou] corrispondente & un intermedio della ossidazione.
11 sistema ossidativoe delle n-paraffine sembra localizzato, come quello di
numerosi altri composti ¢ farmaci, nei microsomi ed & dipendente dal NADPH
« dall’()s. L’organo deputato al metaholismo delle paraffine & il fegato, ma é
stato osservate che alcuni n-alcani pessono essere metabolizzati anche in
organi diversi come il rene, il polmone ¢ lintestino [44-48).

Nessuna attivita biologica & statu assvciata ai reperti di idrocarburi
saturi rinvenuti nei tessuti dell'nomo e deghi altri mammiferi. Studi ad hoc
suggerisconn che gli n-alcani possano inibire gli enzimi mobilizzanti i lipidi
e. pertanto, aggravare i sintomi arteriosclerotici in conigli in cui I'arterio-
sclerosi era stata indotta sperimentalmente [29]. E. inoltre, noto come un
prolungato uso di olio minerale come lassativo possa interferire con assor-
bimento delle vitamine liposolubili [34].

Massive somministrazioni di olic minerale per tempi brevi (150 mlikg
per 15 giorni) nel ratto causano una diminuzione della crescita del 25 %,
non correlata ad una diminuzione del cibo ingerito. I ratti trattati inoltre
hamme mostrato diuresi, polidipsia. proteinuria. alcalinuria, oltre che ccci-
tamento mauniaco, diarrea. Jesioni della pelle ed alopecia. Il tratto intestinale.
come quelle gastrico ¢ numerosi aliri organi somo risultati infiammati ¢
hanno rivelato una perdita di acqua. Scarse sono rtate le evidenze di feno-
neeni degenerativi [49).
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L’inoculazione di olio minerale nel peritoneo di topi BALB/c produce
tumori delle cellule plasmatiche, mentre in topi DBA/2 si sono osservati
reticolosarcomi ed infiltrazioni leucemiche nel fegato ed in altri organi [50, 51].
Alenni di questi neoplasmi sono stati trapiantati con successo. Neoplasmi
delle cellule plasmatiche, simili a quelli caunsati dali’olic minerale, sono seguiti
all'iniezione intraperitoneale di pristano (2, 6, 10, l4-tetra metilpentade-
cano) altamente purificaté in topi femmine del tipo BALB/c AaN [52].
Una maggiore incidenza di cancro gastrointestinale sarehbbe stata evidenzia-
bile in consumatori di paraffina liquida a scopi lassativi [30].

Gli n-alcani da C,4 a Cgy hanno mestrato [53, 54] capacitd di potenziare
Pattivitd di sostanze cancerogene a seguito di applicazieni cutanee {35-57],
ed in particolare il dodecano & risultato essere cocancerogeno del benzo—
(A)-pirene. Recentemente & stato anche dimostrato che ’attivitd cocance-
rogena & funzione deila lunghezza di catena degli n—alcani, aumentande fino
al Cjy per poi restare costante fino al Cyy [58]. Si & visto che il decano, il do-
decano ed il tetradecano sono in grado di potenziare ['effetto canceregeno in
topi trattati con raggi ultravioletti [59]. Si & inoltre osgervata un’aumen-
tata incidenza di tumori cutanei, indicativa di un’attivita promotrice deghi
n-aleani {33, 54], in topi trattati preventivamente con dimetilamineazo-
benzene e successivamente con n—-aleant, Per attivitd promotrice si intende
infatti la capacitd di una sostanza di indurre tumori in animali trattatiin
precedenza con piccole dosi, ritenute non efficaci, di sostanze cancerogene.

E molto probabile che I’zccumulo degli idrocarburi saturi nei tessuti
del’'uomeo sia dannoso. Anche se al momento non esistono prove risolutive
per dimostrare I'attivitd cancerogena nell’nome di idrocarburi saturi ingeriti
per via orale, i dati disponibili in letteratura sono sufficienti per suscitare
una ragionevole preccecupazione in merito e per imporre la necessita di ulte-
riori sperimentazioni. La possibile dannosity dell’accumulo di idrocarburi
saturi non &, comunque, esclusivamente correlata ad una eventuale attivita
cancerogena. Infatti, i livelli degli idrocarburi in questione aumentano
significativamente in presenza di alcuni stati patologici, ¢ nom & possibile
eseludere che essi possano essere in qualche modo responsabili dellaggra-
vamento dei sintomi di tali patoiogie. Inolire, possibili contaminanti degli
alimenti, come ad esempio il piperonilbutessido, possono influenzare la distri-
buzione nei tessuti degli n—alcani [47]. Anche se i tessuti dispongono di
sistemi metabolizzanti localizzati nella frazione microsomiale, & evidente
che tali sistemi detossificanti non sono adeguati a prevenire I'accumulo delle
paraffine nei tessuti. Cid & chiaramente mostrato, fra altro, dal fatto che,
secondo studi condetti negli USA [26], i depositi di idrocarburi saturi nei
tessuti umani sone in rapido e continuo aumento fin dal 1940; tali depositi
sono stati rinvenuti in circa il 70 9 dei linfonedi della vena porta ed in circa
il 50 %, delle milze rimosse dopo autopsia od operazione. Una delle cause di
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tale fepomeno & stata appunte individuata nelle quantina di ofio minerad.
introdotts nella catena alimentare sotto {forma di additivi. Hecentemente &
stata pubblicata un’ampia rassegna [60] sulla discribuzione in natara delle
n—parafline, nella quale viene anche disensso il raolo biologics delle n —pa-
raftine, nonelié il loro metabolisma,

La normativa ¢ la legislazione sanivaria dovrebbers quindi essere ispirate
alle prevenzione deght accumali di idrocarburi saturt nei tessuti deli’vonu.
Tale prevenzione pud essere conseguita soltanto limitando Uingestione degli
idrocarburi in questione alle quantita che possono essere metabolizzate «
che non laseino. quindi. residui neil tessuti,

IMPIANTI PER LA PRUODUZIONE DELLE BIOMASSE

Le caratteristiche tecnologiche degli impianti, la loro elevata capacith
produttiva, la natura dei microorganismi impiegati hanno determinato note-
voli difficolta per la valutrazione del probabile. eventuale, impatto ambientale
conseguente all’attivazione degli impianti stessi, Ad esempio, pur essendo
le concentrazioni di alcuni inquinanti (ad es. rame uwsato come alghicida)
negli scariehi liquidi compatibili con quelle massime tollerate dalla normativa
vigente, le quantitd totali di tali eontaminanti sversati nell’ambiente erann
tali da poter creare rischi per Pambiente stesso. Esiste, d’altronde. in tal
senso un preciso orientamento colnunitario, gia concretizzato in una Direttiva
CEE del maggio 1976, volta a contenere non solo le concentrazioni di specifici
inquinanti negli scarichi, ma anche le quantita totali degli stessi, sversate
nell’unitad di tempo, in relazione alla capacita del corpe recipiente. Alla luee
di simili considerazioni si ¢ quindi reso necessario proeedere ad una analisi
dettagliata delle caratteristiche progettuali degli impianti ed in particolare
degli aspetti concernenti gli effluenti liguidi ¢ gassosi, nenché i riftuti solidi,
Da tale analisi & emersa da un late la necessitda di apportare agli impianti
produttivi, preliminarmente alla loro attivazione, una serie di modifiche
tali da renderli idonei sotto il profilo igienico-sanitario. dall’altro di elaborare
specifici piani per il rilevamento dei livelli di contaminanti emessi dagli
impianti stessi in previsione di un funzionamentv a pieno regime.

La valutazione igicnico—sanitaria degli impianti, per quanto concerne
le polvert di lievito emesse nelle varie fasi di lavorazione, non poteva basarsi
sul limite di accettabilita per la concentrazione al snolo delle polveri. stabilito
dal regolumento di applicazione (D.P.R. n. 322 del 19 aprile 1971) della legy.
n. 615 del 13 luglio 1966, poiché non vi eranoe evidenze che provasscero
Finerzia biologica di tali polveri. Non essendo cioé disponibili informazioni
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adeguate per consentire di fissare limiti di accettabilita per tali tipi di pelveri,
non era sufficente conformarsi ai limiti previsti dalla legge menzionata
ma bisognava contenere tali emissioni al massimo in relazione alla migliore,
moderna, tecnologia industriale,

Sotto questo profilo gli impianti per la produzione del Liquipron 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,
agglomerazione) erano tali da causare il rilascio di circa 600 kg al gior-
no di lieviti essiccati. Inoltre, per questi ultimi impianti. i sistemi di
abbattimento previsti non erane idenei a prevenire il trascinamento, da
parte dell’aria esausta in uscita dai fermentatori, di aerosol contenenti lieviti
vitali prapri del ciclo produitive: Feriita di lieviti vitali riiasciati nell’ambiente
era difficilmente valutabile teoricamente, ed avrebbe potuto essere determi-
nata soltanto attraverso un centrollo in continuo sull’utppianto fanzienante
a picno regime. Nonostante che una attivazione di tali impianti per un
tempo definite fosse stata autorizzata necl 1976 dal Ministro per I'industria
a scopo sperimentale, non furono mai resi disponibili significativi dati quan-
titativi in merito, L’ISS richiese, pertante, una medifica degli impianti tale
da realizzare Pefficace collettazione delle emissioni suddette ed il loro
ronvogliamento ad un idoneo impiante di incenerimento.

L.a possibilitd di una indesiderabile immissione neli’atmeosfera di aero-
sul contenenti microorganismi vitali ed idrocarburi era inoltre presente,
sia nell'impianto Italproteine che in «quello Liquichimica, a livello degli
impianti a fanghi attivi per la depurazione delle acque di scarico e delle va-
sche di raccolta e accumulo di eventuali fermentazioni anomale; tali im-
pianti, infatti, erano entrambi previsti a ctele aperto. In considerazione
dell’'obbiettiva difficoltd di valutare a priori l'idoneita degli impianti a
fanghi attivi per la depurazione dei microorganismi propri della fermenta-
zione, in particolare nelle circostanze di smaltimento di eventuali fermenta-
zioni anomale, furono suggerite dall’ISS modifiche degli impianti che consen-
tissero i separare e distruggere la fase particolata presente negli cffluenti
+ di inviare all'impianto di depurazione la sola fase liquida.

Preoccupazioni di ordine ambientale derivavane inoltre dai tratia-
menth chimici alghicidi defle acque marine, utilizzate per gli impianti di
raffreddamento a ciclo aperto dei fermentatori, data I’elevata portata di
sversamento a mare degli impianti stessi (eirca 60 m?/). Tali tratta-
menti, infatti, portavane al rilascio nell’ambiente marino di elevate quan-
tita di agenti chimici. Da un lato, il sistema alghicida basato sulla
produzione elettrolitica di ioni rame (sistema ltalproteine) comportava
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sversamenti a mare che, pur rientrando nei limiti di accettabilita previsti
sin dalla legge regionale n. 16 del 10 agosto 1973 che dalla legge n. 319 del
19 maggio 1976, avrebbero causato il rilascio di circa 3.000 kg/anno ioni d:
rame con effetti non trascurabili sull’ecosistema marine recipiente. Dal-
Faltro, il trattamento alghicida con ipoclorito (sistema Liquichimica), de!
quale non era peraltro stata resa nota la concentrazione di impiego.
prevedeva lo sversamento di non certe irrilevanti quantitd di cloro attive,
la cui pericolositd poteva essere potenziata dalla capacitda di formare
composti anche pili 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, valgone
ovviamente per qualsiasi impianto industriale che utilizzi e restituisca
all’ambiente masse liquide di rilevante entitd, come & stato peraliro recen-
temente sancite dalla Direttiva 76/464/CEE del Consiglio CEE del 4 maggie
1976 (Gazzetta ufficiale CEE L 129 del 18 maggio 1976). Pud essere sotto-
lineata a tal proposito I’esistenza di sistemi alternativi antincrostazione. di
tipe meccanico, capaci di garantire 'idoneo funzionamento di tali sistemi
di raffreddamento.

Oltre a quelle relative ui possibili inquinamenti chimici, furono espres-
se dall’ISS preoccupazioni circa i consistenti preblemi di inquinamento
termico posti dagli impianti in esame, comparabili per entita a quelli
da affrontare per il raffreddamento di una centrale termonucleare da
1.500 MW

I problemi igienice-sanitari individuati in relazione alle caratteristiche
degli impianti produttivi, al di la delie modifiche sopra indicate, erano tali
da richiedere controlli specifici dei parametri indici di inquinamente relativi
agli effluenti gaesosi, liquidi e solidi. Su questi aspetti si & realizzata una
fattiva collaborazione tra I’ISS, le Regioni Calabria e Sardegna e le Societa
industriali interessate, Cid ha portato all’elaborazione di specifici piani di
rilevamento dei contaminanti ambientali sia all’interne che all’esterno dei
perimetri industriali interessati, I piani prevedevano il rilevamento dei Livelli
di lieviti essiccati e vitali nell’aria, nel suolo e nelle acque provenienti dagli
impianti di depurazione, prima della Jore immissione nel corpo idrico rice-
vente. La verifica dell'entita del rilascie nell’ambiente di micreorganismi pro-
pri della fermentazione sia in forma di cellule vitali che di cellule essiccate
{polveri) era elemento indispensabile per attuare il necessario piano di sor-
veglianza medico—epidemiologica sugli addetti agli impianti ¢ sulle popeo-
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 I'entitiy del-
Pinquinamento termico. '
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PIANCG DI SORVEGLIANZA MEDICO—EPIDEMIOLOGICA

L'esecuzione di tale piano, secondo il D.M. 21 giugno 1977 Misure
di tutela igienico-sanitaria ed ambieniale connesse alla produzione di bioproteine
(Gazsetta ufficials n. 182 del 6 luglio 1977}, avrebbe dovuto essere attuata, a
carico delle Ditte produttrici, in due fasi successive. La prima fase prevedev
opportuni esami clinici ed immunologici su gruppi di pepolasione espostl
ed in particolare sulle maestranse, da attuarsi preventivamente all'attiva-
zione degli impianti. La seconda fase del piano consisteva in controlli perio-
dici per ghi addetti agli impianti ed in esami di controllo, da attuarsi in base
a criteri statistico—epidemiologici, su gruppi di popolazione a rischio.

La valutagione dei risultati delle prove cliniche ed immunologiche
era stata afideta ad una apposita Commiesione di esperti, nominata dal
Ministro per Ia sanita, che aveva approntate apposite eartelle cliniche-tipo,
predisposte sotto forma di schede per U'elaborazione dei dati, in relasione ai
controlli clinici e di laboratorio che sono qui di seguito sinteticamente
riportati,

1. — Controlli preventivi per ghi addetsi aghi impionii.

L a, - Esami immunologici: Conteggio dei linfociti del sangue; conteggio dei linfociti T;
conteggio dei linfoeiti B; prove di mitogenicith (PHA, ConA, fitolacca, antigeni); quadre
sisttroforetice ¢ mmunoelettroforetico del siero; dosaggio delle immunoglobuline IgG, IgA
¢ IgM; titolo delle agglutinine naturali anti-A e anti-B: dossggio delle immunoglobuline
IgE; radio-allergo—sorbent—test (RAST), da effcttuarsi solo nel caso che il dosaggio delle
IgE risulti superiore alla norma; test cutanei miranti ad evidensiare una semaibiliesasions
alia Condids allicans: ricerca di anticorpi precipitanti nel siero verso estratti di uppa di
Candide utilissati;

L b, — Studie della funsionalité respiraioria: Capacitd di diffosione; curva flusse—volume:
spirografis,
— Congrolli periodici per ghi addesti aghi impiansi.
IL. . - Esami immunologici (trimesiraliy. Dosaggio delle’ IgE nel siero; radio-ailergo—
sorbent—test (RAST), da effettusrsi solo nel caso che il valore delle IgE risult! superiore

alla norma; riceren di anticorpi precipitanti nej siero verso estratti di ceppi di Candida uti-
lizsati.

IL b. ~ Studio della funsionalits respiraioria {annuals): Capaciti di diffusione; curva.
flusse—volume; spirografia.

1L ¢. ~ Studio radiologico del torace (trimesirals).
HIL — Esami periodici su campioni & popolasione a rischis.

1! piuno prevede i controlli indicati ai punti I.b, Il a, I1.b e IL, ¢

Si ringraxia la sdig.ns Anne Marin Lopomo per la costante ¢ fattiva collaburaxione
prestats nell’archiviasione e nella preparasione del materiale documentario utilissato: per
I'approntamento di questa nota.
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APPENDICE I

DECRETO MINISTERIALE 14 NOVEMBRE 1972
(Pubblicato nella Garzetta Ufficiale n. 308 del 27 novembre 1972)

DECRETO MINISTERIALE 14 novembre 1972,

Integraxione del decreto ministeriale 30 luglio 1969, concernente 'dlenco dei pradotti
di erigine minerale ¢ chimico-industriali che possonc essere impiegati nella alimentaxione
degli animali.

IL MINISTRO PER LA SANITA
DI CONCERTD €ON
1L. MINISTRO PER L’AGRICOLTURA E LE FORESTE
E
IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L’ARTIGIANATO

Vista la legge 15 febbrajo 1963, n. 281, modificata datla legge B marzo 1968, n, 399,

concernente la disciplina della preparazione e del commercio dei mangimi;

Yisto il decreto ministeriale 30 luglio 1969 pubblicato nella Gazventa Ufficiale del 13
_agosto 1969, n. 209, concernente 'elenco dei prodotti di origine minerale ¢ chimico-industriali
. the possono essere impicgati nell’'alimentagione degli animali, modificato dal decreto mini-

steriale 25 febbraio 1970, pubblicato nella Gazserta Ufficiale del 17 marzo 1970, n. 69;

Considerata I'opportunith di consentire V'utilizzazione delle farine proteiche derivanti

de heviti coltivati su n-paraffine per I'alimentarione di alcune specie di animali aflevati:

Considerata, aitresi, Popportunitd di sottoporre ls produszione, la distriburione, la

vendita ¢ la somministrazione delle suddette farine a particolari cautele gl fine di meglio
aceertarne la piens idoneitd all'impiego per la nutrigiome degli animali;

Sentito il parere della commissione teenica, di cui all'art, 9 della citata legge 15 feb-

braio 1963, modificata dall’art. § della legge 8 marzo 1969, n. 399;

Sentito il parere del Consiglio superiore di sanitd;

DECRETA:

Art, 1.

All'elenco dei prodotti di origine minerale e dei prodotti chimico—industriali, di cui al
citato decretc ministeriale 30 luglic 1969 dopo la voce n. 66, & aggiunta quella n, 67 relativa al-
la sostanzg depominata « Toprivaw (Jieviti coltivati su n-paraffine) con rispettivi requisiti
e condizioni d'impiego indicati nellallegato al presente decreto,

Al prodotto « Toprina» ai applicano, altresi, le disposizioni di cui ai seguenti articoli.

Art. 2.

E atabilito un controlio sul prodotto « Toprinae da effcttuarsi alla produzione nazionale
a cure dell'latituto superiore di sanit, ai fini degli accertamenti di tutte le caratteristiche
sul gecco ¢ della purezza dei ceppi di « Candida » ntiliszati nelle colture di produsione e di
esercitare altri eventnali controlli.

Art. 3.

Ii prodotte « Toprina», da utilizzare nclla preparasione ¢ confezione industrinle delle
miscele per il razionamento degli animali da parte di stabilimenti, & sottoposto alle dispo-
sizioni vigenti in materia di mangimifici. I predetti stabilimenti devono chiedere al Ministero
della sanita il rdative nulla osta per Pimpiego.

Ann, Isl. Super. Sanitd {(1879) 1B, J47-414
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Art. 4.

Agli organi del Ministero della sanitd d'intesa con quelli del Ministero dell’agricoltura
e delle foreste, e dell'industria, del commercio e dell’artigianato sono riservati tutti i controlli
a livello di allevamenti che utilizzano le anzidette miseele.

Roma, addi 14 nevembre 1972

Il Minisire per fo sanita
Gaspamz

It Minisiro per Uagricoltura « le forests
NaraL:

11 Ministro per P'industria, il commnercio ¢ I'artigianato

FERRI
(A) Dansminesions. ALLEGATO
Tormma {lieviti coltivati su o—parsfine),
(B} Dascrizions a formuls,

Farine derivanti de Haviti essj idel g « Candide + (lipolytica #/0 tropicalis) coltiveti su o-parsfine
con lungh di mp tra 10 ¢ 30 atomi di carbonin,

Il substrato deve contenere non pii di 50 p.p.m. di idrocarburi aromatici. Inolere it substrato n-parathy
nico, per quanto sttiens alle p sllidentificatione ¢d ai limiti di tolleranga quantitative degli idrocarburt
policiclied quali il 34 bengopirens, I'1, 2, 5, 6 dib tracene & il J-metilcolantrena, deve rispondere ui criteri
fssati dal decreto minieteriale 20 fabhraio 1968, (G Uffciale n. 8% del 5 aprile 1968).

(C) Carattaristichs anl sweee » rondisioni d'impisge.
1. — Carstteristiche sul secco:

a} contenute medic di aminoacidi in grammi per 16 g, di agoto: Alapine 6,85 — Arginine 5,10 - Ac.
Avpartico $,20 - Ap. Glucammics 14,05 - Cistlna 1,10 - Glicion 5,16 ~ Tntidi 2.10 - Tsalexei 5,03 -
Leucine 7,40 ~ Eisina 7,40 ~ Merionine §.80 - Fenilalations 4,30 — Proline 4.20 — Serinn 4,30 - Treonioa
4,85 — Triptofanc 1,40 — Tirowins 3,60 - Valina 5,85;

&) n-peraffine residus per 100 g. di toprine .......

......... Feraeriar e aaae.. mAx 0,3 g

c} quantith ammesse nelle Toptina in p.p.m. di:
ARUEOMIO - 1o e . [N N . ERR I -
ATBEHEO ..o iiar e . B0l
cadmio, . ... ... + D95
merouro .. ..., <0l
piombo . ....., v 0,9
selemio .. ... .. o « 0039

d} presenza di une o pid somtanze atte al ri tive del prodotto

Tuoprina;
2. — Condixiomi d'impiegs.
Quuntith ammesser

w) non pii det 10 %, per potli di allevamento, polli da carne, galline ovaide. galli ¢ galline da ripro-
Jduzione, van pik del 72, per:

srrafe ¢ verri da ripr
now pid del 7%, pen
vitelli da fatee;

, anioi late li, suint da ingrassa,

B} in vgni cass i mangimi che contengone Toprina devone envere addizienati con Metionina.

(D) Da dichiarare.
1) snlle fezienl del prodotte T
a) i eontenutl anglitici percentuali ai wensi degli urticoti 11 ¢ 12 deila legge 15 fehbario 1963, . 241
modificati dagli articoli 10 £ 11 deila legge 8 marze 1968, n. 399;
b} le condizioni d'implego, di cui 8l presente aileguto:

P

2) sulle confezioni dei mangimi posti e gimi posti integrati, tra i 1] el ti in ardi
decrescente di quantith presente, wi sensd deg articoli 14 e 16 della Jegge 8 febbraia 1963, n. 281, modificati
daghi mrticoti 12 & 14 della legge § mareo 1968, n. 199, deve risultere, ne presente, anche it prodotto Toprine,

von lindicasione, a fianco e tra parentesi, delin percentuals aggiunta.

Ann. Tat. Super. Sanité (1979) 18, 347414
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APPENDICE 11

DECRETO MINISTERIALE 2 FEBBRAIO 1974
(Pubblicato nella Gazzettn Ufhciale n. 74 del 20 marso 1974)

DECRETO MINISTERIALE 2 febbraio 1974.

Modificaxioni al decreto ministeriale 14 novembre 1972, riguardante utilizzaxione
della farine proiciea Toprina derivata da lieviti coltivati su n-paraffine,

II. MINISTRO PER LA SANITA
DI CONCERTO CON
II, MINISTRO PER L AGRICOLTURA E LE FORESTE
E
IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL. COMMERCIO E L'ARTIGIANATO

Vista la legge 15 febbraio 1963, n. 281, modificata dalla legge 8 marzo 1968, n. 399,
concernente la disciplina della prepararione ¢ del commercie dei mangimi;

Viste il decreto ministeriale 30 luglioc 1969, pubblicato nella Garzetta Ufficiale del
16 agosto 1969, n. 209, concernente Felenco dei prodotti di origine minerale e chimico-
industriali che possono essere impiegati nella alimentazione degli animali, modificato dal
decreto ministeriale 25 febbraio 1970, pubblicato nella Gasserta Ufficiale del 17 marso 1970,
n. H9;

Yisto il decreto ministeriale 14 novembre 1972, pubblicato nella Gazzetta Ufficiale
n. 308 del 27 novembre 1972, riguardante alcane integrazioni al sopracitate decreto mini-
steriale 30 luglio 1969, con il quale si coneentiva Putilizzazione della farina proteica derivata
da lieviti coltivati su n-paraffine, denominata Toprina per I'alimentazione di alcune specie
animali allevate;

Considerata 'opportunita di apportare alcune modifiche ed integrazioni al sopracitatoe
decreto ministeriale 14 novembre 1972, ed al suo allegato;

Sentito il parere della commissione tecnica di cui all’art. 9 della citata legge 15 febbraio
1963, n. 281, modificato dall’ar. 8 della legge B marzo 1969, n. 399;

Sentito il parere del Consiglic superiore di sanita;

Decreta:

Art. 1.

L’art. 2 del decreto ministeriale 14 novembre 1972, citato nelle premesse, & sostituite
dal seguente:

« E stabilito un controllo sul prodotto Toprina, da effettuarsi alla produzione nasionale
a cura dell’Istituto superiore di sanita, ai fini degli accertamenti di tutte le caratteristiche pul
secco e della purezza dei ceppi di Condida lipalytica {(Harrison) Diddens et Lodder, utilizzati
nelle colture di produzione, ¢ di esercitare gli aitri controlli di innocuitd. In particolare i
procesai di fermentazione dovranno essere esenti da germi patogeni,

Inoltre dovranno essere adottate misure atte a garantire che Parin ¢ I'ecqua utilizzate
dagli impianti di produzione non sianoc contaminate. Parimenti dovranne essere realizzati
efficienti dispositivi atti a prevenire l'inquinamento ambientale da parte degli effluenti di
dett: impianti.

Amn. Ist. Super. Senitd (1979) 15, B47-414
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Art. 2,

L'allegato al decreto ministeriale 14 novembre 1972, indicato nella premessa & sosti-
tuito dal seguente;

(A} Penominazione.

Torriwa (lieviti eollivari »u w-parafine),

B freacrizione ¢ formula.

Farine decivanti da Jieviti espiccati di Candida lipelviica (Hartison) Diddens et Lodder, eoltivati su un
—whatruto 4i n--purniﬂne tom langhezza di vatens colnpresa bra Uik ¢ 30 gtomi < carbanio,

i1 ~ubstrata deve contenere non piin di 50 gpm di dirocarberi aeoiatici. Inellre, il ~abetratn n—paraffinico,
jper uaR10 nttiene alta purezza, all'identificagione ed ai limiti di tolleraoza gouentitetiva degli ideocarburd
poiivicliri, quali 3-4 benzopivene. ', 2. 5. 6 dibrnzantrarene € il 3-metilevluarrene, deve rispondere ai criten
ficngti dal decreto ministeriale 21 mareza 1973 (supplementa vrdinario alla Gaszetin Ugicinle del 20 aprile 1073,
. TS

() Curutterintiche anl secce ¢ condicioni A impinge.
1. Cariea micrabica:
wstenza di ugenti patogeni. 31 prdatta nea deve conteneze pid di 100,000 nuierorgani-mi aon patngeni
el Zramme
2, . Laratteriatiche wnl seccn

al rontenulo medio di aminoucidi proteici in grammi per 16 g di wzotor Alanine 6.8 . Argining 5,1
Awparfien 2.2 - Ae. Glutsammice 100 - Cistina 1,1 - Glicinag 5.1 Istidina 2.1 - [4ole
¥ 7.1 - Lisina 7.4 - ¥etionina 1.8 - Fepiladlanina 1.3 - Prolina $,2 - 5S¢
faio 1.1 - TFiromna 3,6 — ¥alina 5.8

cimw 5,00 - L,

#) n—puratfine residue per U pr, oi Toprine - max 0.5 g

#} quantitd ammesss nella Toprine in ppm di:

antimpaie 1N}
ursenicn 1.0
radmio . . ... it
mereurin .l
piomibn EN
atlemin ..., ... "2

3. - Condizioni d'impicgo:
iInantith dmmesal:

#) nnn pia det 10 prt cenke per;
polii e galline,
non pii ded 7 per renta per:
~uidi,
non pitt del 7 per ventn per.
vitelli da lates:

b} in ngni caso, i mangimi che contengonoe Toprine devonn essere addizionati con Metionina.

L) Pa dickiarare,

1. - Sulle confexioni del prodotio Toprina:

a) i eontenuti anelitici pereentuall ai ~censi degli artivoli J1 e 12 della legge 15 febhruio 463, o 241,
madificat] dagh acticali 10 « 11 della legge 8 murza (%68, 0, 30%:

k) e condizioni dimpiegn di cui al presente allegato,

"

- Sulle confeeioni dei mapgimi composti ¢ mangimi composti integrati, (ra { component elegeali
u ordine deceescente di quantith precente, ai sensi degli articodi ' e 16 della legpe 8 (ebhzaio 1963, n. 2#l.
modificati dagly articoi 12 ¢ 11 della begge 8 nczo 1966 0. 499 deve risaltare, e prevente, unehe i prodonie
Trupina can Pindicwgione, 8 fianco e tra parentesi, della percentwnle aggiunta,

Ann. Tul, Sper, Sundid (19790 15, 347414
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Art. 3.

Il presente decreto entra in vigore il giorno stesso della suz pubblicazione nelly
Gazzeta Ufficiale della Repubblica italiana,

Roma, addi 2 febbraio 1974

I Minisiro per la sanity
Gur

Il Ministre per Uagricoltura ¢ Ie foreste
FERRARI-AGCRADI

I Ministro per Vindustria, il commercio e Iartiginnate
De MiTa

Ann. ot Super. Sanita (1979 15, 314-514
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DECRETO MINISTERIALE 7 FEBBRAIO 1976
(Pubblicato nella Gazzetta Ufficiale n. 62 dell'8 marzo 1976)

DECRETO MINISTERIALE 7 febbraio 1976.

Soepensione dell’efficacia de) deereto ministerinle 14 novembre 1972, modificato dal
docreto ministeriale 2 {ebhraio 1974, coneernente 'inclusione del prodotto Toprina neli’clenco
dei prodetti di arigine chimico—industriale che possono cssere impiegati nell’alimentaxione
sostcenicn.

IL MINISTRO PER LA SANITA
DI CONCERTO CON
IL MINISTRO PER L'AGRICOLTURA E LE FORESTE
B
1L MINISTRO PER L’INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L’ARTIGIANATO

Visto il decreto ministeriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto ministeriale
2 febbraio 1974, concernente Pinclusione del prodotto denominato Toprina nell'elenco dei
prodotti d’origine chimico—industriale che possono essere impiegati nell'alimentazione zoo-
tecnica;

Visti i risultati delle ricerche effettuate dall'Istituto superiore di saniti, che hanno
evidenziato la presenza di residui di acidi grassi a catena dispari di atomi di carbonio, e di
n-paraffine nelle carni degli animali alimentati con Toprina;

Sentito il Consiglio superiore di sanitd, il quale, in data 18 giugno 1975, ha espresso il
parere che sia necessario integrare la sperimentazione gid iniziata con uniteriori ricerche da
estendersi anche in altri settori ¢ che, in attesa dell’esite di tali ricerche, debba esesre prov-
veduto alla sospensione cautelative dei soprarichiamati decreti ministerinli per la parte che
rigparda la commercializzazione e I'nso della Toprina, e quindi 1a produzione dovra eseere
limitata alle necessith della sperimentazione;

Sentito I'Istituto superiore di sanitd, il quale ha espresso il parere che I'aumento del
tenore di acidi grassi a catena dispari di atomi di carbonio nei tessuti di animali alimentati
col prodotta Toprine non desta precccupazione, mentre sono da evitare ulteriori aumenti
del livello delle paraffine nella catena alimentare in attesa di acquisire tutti i dati indispen-
sabili alla valutagione della intera problematica posta dal significato biolegico delle paraffine
stegaes

Sentita la commissione teenica di cui all’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
vmersi dalle ricerche effettuate dall’Istitato superiore di sanitd, valutate anche aila luce
utelle considerazioni espresse al riguardo dagli esperti della commissione stessa, non sembrano
dare motivo di dover modificare il proprio patere favorevole espresso in precedenza sulla
utilizzazione in alimentagzione animale del prodetto « Toprina», ha espresso 'avviso che siana
s08pesi, in via cautelativa, la commereializzazione e 'uso in alimentazione animale del sud-
detto prodotto, in attesa dei risultati delle ricerche suggerite dal Consiglio superiore della
sanita nella riunione del 18 giugno 1975;

Ritenuto opportune, in attesa di acquisire i risultati delle ulteriori ricerche di cui sopra,
di uniformarsi al parere del Conaiglio superiore di sanita, della predetta commissione teenica
¢ degli organi tecnici sopra citati e, pertanto, di dever sospendere I'efficacia del sopracitate
decreto ministeriale 14 novembre 1972, e successiva modificazione; ¢id tenuto anche conto

Ann. Il Super. Sunitd (1979) 15, 347414
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che dette decreto ministerinle non ha avate pratica attnagzione. now cssendo stati rilusciati
i nulla osta per Uimpicgo, previsti duil’art. 3 del decrete ministeriale medesimo:

Ritenuto. inolire, che lv ricvrchie devono essere svolte sulla hase delle conclusiont cui
¢ pervenuto lstitule superiore di saniti;

Ritenuto, infine, che & opportuno provvedere con sepurato provvedimento alla deter.
minazione di un progetto di ricerca ehe wssieurt 'acquisizione di watti i datt indispensabili
alla valutagione dell'intera problematica posta dal significato bislogico delle paraffine:

Vista la legpe 13 marzo 19538, n. 296:

Visto il testv unico delle leggi sanitaric. approvato con regio decreto 27 luglie 1931,
n. 1263:

Vista lu legge 30 aprite 1962, 2. 283. modificats dalla legge 26 febbraio 1963, u. 44}

Vista la legge 15 fehbruio 1963, n. 281, modificata dalls legge & marzo 1968, n, 394

Decreta:

Art. 1,

E sospesy, con effetto inunediato, Peficacia del decreto ministeriale 14 novembre 1972,
modificate dal decreto ministeriale 2 febbraio 1974. concernente la inclusione del prodotio
Toprina nel’elenco di prodotti di origine chimico—industriale che possono essere impiegati
nell’alimentazione gooteemica, fino all’esito delle indagini che suranno svolte secondo criteri
¢ madalita che il Ministra per la sanita stabilivh con separato provvedimento.

Are, 2,

E eonsentita la produzione della Toprina, limitatamente alle necessita dellu sperimen-
tazione. eschusa ogni forma di commercializzazione ed impiego.

Roma, addi 7 febbraio 1976

It Ministro per la sanith
GurLorTi

Il Ministro prr Uagricoliira o I foreste
Marcora

N Minisgro per Uindustria, il commercio ¢ urtigianato
Donar-Cartin

Awp. Fad, Buper. Sanita (1978) 15, 347—411
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APPENDICE IV

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

1. - Nella sperimentazione sulla patogenicitd diretta dei ceppi di Candide da wutiliz-
zarsi per produzioni industriali, si deveno impiegare in parallelo, oltre i ceppi in esame,
ceppi di Candida albicans isolati di recente daila clinica e ceppi di Candida wtilis di accertata
classificazione. Fra i ceppi disponibili di Candide albicans dovra essere scelto un ceppo di
virulenza tale che, a seguito di somministrazione endovenosa nella cavia di 1 ml di sospen-
sione cellulare (107 cellule/mi), causi la morte dell’snimale non prima di 72 ore, Tutti gquesti
ceppi ¢ quelli proposti per la sperimentazione saranno tipizzati di concerte con I'Istituto
Superiore di Sanitd dal prof. G. Gargani, dell’Istituto di Microbiologia dell’Universitd di
Firenze,

2. — Tutti i ceppi dovranno essere coltivati in condizioni ottimali in coltura liquida
areate con controllo sia della entitd dell’inocule che della curva di crescita mediante conta
in piastra ¢ conta in camera di Thoma. I campioni da somministrare agli animali dovranne
essere prelevati a 2/3 della fase esponenziale della loro curva di crescita,

3. — Gh animali da esperimento dovranne essere mantenuti in gabbie idonee tali da
non consentite I"accumulo di deierioni. Le gabbie debbono essere munite di griglia con
cassetto raccoglitore contenente materiale assorbente sterilizzato in autoclave.

Gli animali dovranno essere alimentati con diete standards prive di sostanze capaci
di interferive con gli esperimenti in corso.

4. — La sperimentazione dovra essere effettuata sn tutte le seguenti specie animali:

«) coniglio {cirea 1,5 kg di peso); b) topo (circa 20 gr di peso); c) cavia (cirea 250 gr di peso);
) pulcino (cirea 15 giorni di etd). La via di somministragione sard endovena: eventualmente
€ per il solo topo, essa potrd essere intraperitoneale, Per quanto riguarda le dosi da sommi-
Ristrare, sard necessario determinare preventivamente la DLy, dei ceppi patogeni di rife-
rimente per ogni specie animale sopraelencata, quindi, inoculare in parallelo ad ogni specie
le tre segmenti dosi:

I} un numero di cellule pari alla rispettiva DL;,;

IT) un numere di cellule pari a 10 volte la rispettiva DL,,;

III) un numero di cellule pari a 50 volte la rispettiva DLy,

5. — Gl animali saranno sacrificati 5, 12, 21 ¢ 30 giorni dopo la somministrazione
i Candide.

6. - Ove animali trattati, ad eccezione di quelli inoculati con Cendida olbicans, moris-
w“ere entro quattro giormi dall'inizio del trattamento, si dovranno sacrificare ed csaminare
anche animali trattati con tutte le specie di Candide in esperimento, compresi quelli di con-
trollo,

7. - Sugli animali morti o sacrificati verranno eseguiti: ) I’autopsia; b) I'esame col-
tnrale ¢ 'esame istologica del rene, cuore, fegato, milza, polmone, cervello e surreni; c) 'esame
volturale quantitativo del reme e del fegato.

74. — Dope 0, 5, 12, 30 giorni dalla somministrazione di Candide ¢ comunque prima
dell’abbattimento, oltre alle consuete osservazioni cliniche, dovranno essere determinati i
seguenti parametri bsiologici: azotemia, glicemia, ereatininemia, formula leucocitaria, eonta
«dei globuli bianchi, conta dei globuli rossi.

dan. Ist. ¥uper. Sanita (1979) 15, 347114
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8. - Dovranno essere impiegati non meno di tre esemplari di ciascuna specie anynale
rer ogni ceppo di Candida esaminate ¢ per ogni tempo indicate al punte 5.

%. — Si ritienc patogena qualzissi Candida che, somministrata in vna gualsiasi dejle
vondizioni sperimentali previste ai punti precedenti. provochi. anche in una sela specie ani-
male, uno dei zeguenti fenomenit morte per candidosi, diffusione negli organi in forma M:
diffusione negli organi in forma Y con reazioni locali dimostrabili istopatologicamente,

10. — Se anche in assenza delle note di patogenicita di cui al punto 9, il ceppo in esunie
risultasse isolabile dagli organi degli animalt trateati, a tempi dalla inoculazione significati-
vamente superiori a quelli dei ceppi di Candida non patogeni utilizzati come controlli, gli
esami istologici dovranno essere estesi a tutti gli altri organi ed apparati non indicati al
punte 7.

11. - Qualora non si osservassero le manifestazioni indicate ai punti 9 e 10, si dovri
procedere ad unha sperimentazione su coniglio mediante inoculazione per via intradermica
di 0.1 ml di sospensioni contenenti 104, 107, e 10¢ cellule/m! dei eeppi di Candida di eui al
punto 1.

12. - Si ritiene patogena qualsiasi Candida che, nelle condizioni sperimentali di cui
al punte 11, provochi, dope 24 ore, un alone infinmmatorio cutaneo di diametre superiore
a 10-15 mm e, dopo 48 ore, necrosi del tessuto, purché analoghi fenomeni non si manifesting
negli animali trattati in identiche condizioni sperimentali con ceppt di Candida non patogeni
di controllo,

13. - Qualora non si osservassero le manifestazioni indicate al punte 12, la sperimen-
tazione devra essere ripetuta con tutte le Candide di cui al punte 1, secondo le modality
indicate dal punto 2 al punto 8, su coniglio, topo, e pulcino specificy~pathogen—free {Candida-
Jree) trattati separatamente con dosi idonee di aureomicina e di cortisonici.

14. — 8j ritiene patogena qualsiasi Candida che, nelle eondizioni sperimentali di cui
al punto 13, provochi anche uno solo dei fenomeni descritti al punto 9, purché analoghi
fenomeni non si manifestino negli animali trattati in identiche condizioni sperimentali con
i ceppi di Candida non patogeni di controlle.

15. — Qualora non si osservassero le manifestazioni indicate al punto 14, la sperimen-
tazione dovrd essere ripetuta con tutte le Candide di cui al punto 1, secondo le modalita
indicate dal punto 2 al punto 8, su ceppi germ—free di coniglio, tepo e pulcino.

16. — 5i ritiene patogena qualsiasi Candidu che, nelle condizioni sperimentali di cui af
punto 13, provochi anche uno solo dei fenomeni descritti al punto 9, purché anateghi feno-
menj non g manifestino cen ceppi di Candida non patogeni di controllo,

17, - Qualora non si osservassere le manifestazioni indicate al punto 16, tutti 1 ceppi
di Candida di cui al punto I, dovranne essere inoculati in colture di linee cellulari stabili
umane in dosi idonee eguali 8 quelle dei ceppt patogeni di riferimento.

18. - 5i ritiene patogena qualsiasi Candida che, nelle condizioni sperimentali indicate
al punto 17, esibisea una veloeith di filamentazione di entita comparabile a quella dei ceppi
di Candida patogeni di controlle.

Anp. Fab. Nuper, Sunitd (109793 15, 4T-414
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APPENDICE V

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

1. - Tassonomia.

A, Sosluntze,

3. - Lipidi.
{. - Gliceridi,
2. — Fosfolipidi.
t. — Steroli ed altri componen-
ti della insaponificahile.

t. - Acidi grassi liberi.

L1. - Caratteristiche generali attinenti alla fabbri-
cazione del prodotio:

1.2

L1, -

L1z -

1.3 -

{Tassonomia) proprietd biologiche
del microorganismo e descrizione
dei test che garantiscono la costanza
¢ purezza dei ceppi coltivati.

Caratteristiche chimiche del sub-
strato e di tutte le sostanze utilizzate
nel processo.

Deserizione delle procedure usate
durante il processo di produzione
{fermentazione, estrazione, concen-
trazione, disidratazione, ecc.) ¢ dei
mezzi di controllo utilizzati nel
corso della produzione allo scopo di
ottenere le necessarie garanzie sani-
tarte ed, in particolare, per garan-
tire I'sssenza di microrganismi pa-
togeni e la costanza della flora
microbica e del prodotto ottenuto.
{Teste concordato riunione (EE
23 novembre 1975).

Caratieristiche del prodotto:

L2, -
L2.2.
L.2.3. -

Morfologia macro e micrascopica.

- Proprietd fisiche ¢ chimieo fisiche,

Composizione chimica:

1.2.3.1. — Composizione chimica centesimale

seconde le norme previste per i
mangimi,

1.2.3.2. - Lipidi.

1.2.3.3. - ldrocarburi aromatici {con parti-

eolare riferimento a 3.6 benzopi-
rene — 3 metilecolantrene — 1,2,5.6
dibenzoantracene).

[.2.3.4, - Identitd e tenore dei principali

glucidi.

AHR, Fet, Super. Sonité {1970) 15, 347-41¢
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4. — Sostenze azotmie. L2.3.5. - Azotle proteico:

- Azolo wwnmoniacale:
Azote da amine ¢ nitrosamine.
- da unitriti ¢ nitrati;
— da wreu,
- Acidi nucleier:

1.2.3.6, — Identita ¢ percentuale degli ami-

neacidi:
- Basi puriniche ¢ pirmidiniche,

1.2.3.7. - Macrv e oligoclementi (di intercsse

nutrizionale ¢ tossicologica),

1L2.3.8. - Vitamine lipo ¢ idrosolubili.

1.3, — Ingninamenti di origine microbica, micolo-
gica (es. Aflatossine) e chimica {es. Fito-

farntaci).

14, - Compertumento o stubilita del prodotto in

Junzione delle condizioni di mugazzinaggio.

L5, - Metode di identificazione.
Metedo di identificazione di un componente

specifice del prodotto in miscela di mangimi

ed eventuale dosaggio,

11. -

I, -

15.1.2. -

1122, -

1IR3, -
H4. -

IL5. -

L1, -

Stiedi di wssicita.

Il nunsero di animali per specie nel gruppo
testimone ¢ nel gruppo trattato  deve
essere sufficiente por garantire un ade-
guatn traftamente statistico dei risultati.

Prove dr tossicith u brece ¢ a media termine
sul roditore.

Prove di teratogenesi ol ratto ed even-
tuulmente su altee specie per e quali
I'nse del prodette & preconizzato,

Prove di tossicitie a lungo termine sul rodi-
tore comprena la determinazione det residui
{come I11.2}.

Prove di canverogenasi,

Prove di riproduzienc in gencrazioni sue-
eessive del ratio,

Prove di mutagenesi {almenn i test in
vitro ed | test i vive)

Prove di wllerabiliti per le specie animali
per cui il prodofio & preconizzato (dosi
e durata di trattamento devono essere
rupportate  alle modalith  previste  per

e Fur Super, Suwitd (0078 15, 347414
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ILz. -

Iv.l. ~
V.2, -

Iv.3, -

V.h

VI

Fimpiego pratice)  queste prove inchu-
dono ad psempio: intormazioni xull’aspetto
generale, il comportamments. it peso cor-
poren ¢ degli organi. la mertalita, [a
patplogia compresa listepatologia. Pema-
tologia. la biochimica del sangue e delle
nrine.

Determinazione di residui ¢ di eventuale
acenmulo di sostanze estranee a livello di
tessuti od argani scelti in funzione della
composizione chimica del prodotto, del

sihstrate o degli eventnali =olventi.

Valore nwiritive del produotto (nel ratto ¢
nelle specie animali per le quali il prodotte
v preconizzato),

Digeribilitd dei principi alimentari,
Parumetri di valutazione sulla qualita
ielle proteine {per i non ruminanti) UPN
{ntilizzazione proleiea netta} (nei ratti e
uelle specie annuali nelle quali i prodotto
i+ precanizzato) lising disponibile.
Rieerca di eventnali effetti negativi nutri-
gionali ¢ metabidict con Pimpiego  deb
prodotto entes wn anpic margine di desi.

Valutaziont i fini defla sunité,

Ricerea di eventuali residui nei prodotti
linatt  van=wmati  dallluomo. es.  carni.
uova. latte ¢ valutazione del loro signi-
ticato biologico,

Effetti deil’incorporazione del prodotto
uella dicta animale sulla composizione
delle produzioni aniwnali ¢ snile caratte-
ristiche arganolettiche e tecnodngiche dei
prodotti i wrigine animake  destinuli
all’alimentazione wmana.

- ‘Fossteith Jdi & Reluise =u: ratto o topo

(¢d eventnalmente altre specie animali).
Esentuali prove di acerctiabilita da parte
delluoma Jdelle carni ed  wltri prodotti
ottenati da animali alimentati con SCP,

Fventuali ricerche puarticolari a seconda
dellorigine del prodotto: incluse ynelle
wiranti a proteggere Pambicnte di lavoro
i a definire la pericolositd per 1'equilibrio
ceologico.

dnn, Fsb, Rupee, Sandta (107 18, 347414



A1 LIEVITI COLTIVAT] $U RK-ALCANI (RIOPROTEINFE)
APPENDICE 1}

DECRETO MINISTERIALE 21 GIUGNO 1977
(Pubblicato nella (Gazzetta Ufliciale n. 182 del 6 luglio 1977)

DECRETG MINISTERIALE 21 giugne 1977,

Misure di tutela igienico—sanitaria ed ambientale connesse nlla produzione di bioproteine

1. MINISTRO PER LA SANITA
I CONCERTO CON
1L MINISTRO
PER IL LAVORQ E LA PREVIDENZA SOCIALE
E
IL MINISTRO PER L'INDUSTRIA, IL COMMERCIO E L’ARTIGIANATO

Viste le relazioni tecniche dell'Istitwto superiore di sanita con le quali viene espresso
il parere che sia da prevenire la diffusione nel’ambiente dei ceppi Candida impiegati nella
produzione dei prodotti Liquipron e Toprina. sia ai &ni della tutela igienico-sanitaria della
popolazione in genere che dei laveratori addetti agli impianti industriali in particolarc.
approntande, in caso di parziale attivazione per scopi di sperimentazione industrisic degli
impianti che prevedono I"utilizzazione dei ceppi in oggette, un adeguato ¢ specifico piano di
sorveglianza igienico—sanitaria:

Visto il parere al rignardo espresso dal Consiglie superiore di sanith in data 7 febhraio
1977;

Ritenute opportuno di uniformarsi al parere del snddetto Consiglio:

Vista la legge 13 marzo 1958, n. 296:

Visto il deercto del Presidente delia Repubblica I4 gennaio 1972, n. 4:

Decreta:

Art. 1,

L'esercizie deghi impiunti e delle attrezzature per la produzione delle farine proteiche
ottenute da lieviti Candida., limitatamente alle necessita della sperimentazione industriale,
¢ subordinate all'adozione delle misure di tutela igienico-sanitaria di cui agli articoli seguenti.

L’eventuale autorizzazione all’attivazione degli impianti agli scopi predetti deve avere
carattere di temporaneita ed i livelli produttivi devone essere contenuti al massimo.

Nei decreti di concessionc saranmo indicate la durata della concessione stessa e la po-
tenzialith massima alls guale potranno funzionare gli impianti ¢ che. comunque. dovranno
ersere commisurate 8l numero delle prove d’impianto strettamente necessaric.

Art. 2.

Le industrie produttrici eseguiranno a proprio carice. preventivamente all’attivazione
degli impianti, opportuni esami clinici ed immunalogici dei gruppi di popolazione esposti
ed in particolarc degli addetti agli impianti.

Sono da prevedersi successivamente controlli periodici per le maestranze mentre la
popolazione esposta a rischio sarh sottoposta ad esami di controllo, secondo eriteri epide-
miplogici ¢ statistici.

A Bef . Ruper, Nanita (1701 18, 347-314
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I risultati dei predetti esami saranno messi a disposizione degli organismi saniteri
competenti.

Un’apposita commissione di esperti, nominata dal Ministro per la sanitd, sarh incaricata
di valutare i risultati delle prove cliniche ed immunologiche suggerite al rignardo dal Con-
siglio superiore di sanitd nel parere espresso in data 7 febbraio 1977.

Art. 3.

Ai fini della tutela igi¢nico—sanitaria ed ambientale, il livelle dei contaminanti biologici,
contenuti nelle emissioni liquide e gassose e nei rifiuti solidi, dovri essere contenuto entro
i pitt bassi livelli consentiti daila tecnica e comunque entro i limiti accettabili sotto il profilo
della tutela della sanitd pubblica.

Saranno predisposti, preventivamente ali’attivazione degli impisnti, ed a carico delle
industrie, idonei sistemi di controlle atti a valutare U'entitd delle eventuale diffasions nel-
I'ambiente interno ed esterno alio stabilimento di micvorganismi propri della fermentazione
sia in forma vitale che essiccata,

I risultati dei predetti controlli saranno messi a disposizione degli organismi sanitari
competenti,

Art. 4.

Preventivamente all’attivazione, gli impianti industriali devono essere eventualmente
modificati, ai fini del perseguimento degli obiettivi di cui all’art. 3, e sottoposti al controllo
dell’Istituto superiore di sanitd, nuitamente ai sistemi atti a valutare il livello dei contami-
nanti exmessi.

La vigilanza relativa a quanto disposte nei precedenti articoli 2 e 3 sarh esercitata
dalle competenti autoritd sanitarie regionali, in collaborazione con I'Tstituto superiore di
sanitd per quanto concerne la salvaguardia delle condizioni ambientali nonché la tutela sani-
taria dei gruppi di popolazione eaposti, ed in collaberazione con i competenti organi del Mini-
stero del lavoro & della previdenza sociale per quanto concerne la tutela dei lavoratori addetti
agli impianti.

Art. 5.

£ fatto espresso divieto alle Industrie produttrici di commercializzare e comunqgue
di impiegare le farine proteiche risultanti dalla sperimentazione industriale di cui al prece-
dente art, 1.

La sorveglianza sa quanto dispasto dal precedente comma, oltre aghi organi competenti
al rignardoe, & affidata alla guardia di finanza ed ai nuclei anti-sofisticazione dell’Arma dei
carabinieri,

Art. 6.

I presidenti delle giunte regionali competenti per territorio sono incaricati della ese-
cugione delle norme previste nel presente decreto.

Roma, addi 21 giugno 1977,

Il Ministro per la saniih
Darn Farce

Il Ministro per il lavors ¢ la previdenza sociale
ANSELMI

Il Ministro per 'industria, il commercio ¢ artigianaio
DoNAT-CATTIN

Ann. It Super. Sanild (1579) 15, 347414
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APPENDICE Vi

RISOLUZIONE DEL SOTTOGRUPPO ONCOGENESL E MUTAGENES! OPERANTE
NELL'AMBITO DELLA COMMISSIONE CIMMINO

Il gruppo di esperti di oncogenesi ¢ mutagenesi operante nell’'ambito della Commissione
Cimmino, dopo aver presv in esame le documentazioni di cancervgenesi ¢ mutagenesi prodotte
dalla ditta Liquichimica 8.p.A. e dalla Italprotcine S.p.A. sulle biomasse denominate rispet-
tivamente Liquipron e Toprina, rileva che nobostante le carenze presenti in aleune delle
sperimentazioni effettuate, dai dati disponibili non emerge alcuna indicazione di un'azione
cancerogena delle biomasse in questione in termini di anvmentata incidenza di tumori solidi.
In alcune condizioni sperimentali limitatamente al ratto si & osservata una fluttuazione nei
vari gruppi trattasi dalla incidenza di Linforeticolapatie proliferative la cui significativith
e portata sono di difficile interpretazione stanie le caratteristiche delle sperimentazioni
svolte. Le sperimentazioni di mutagenesi finorn effettuate sono limitate a duc soli tests
(Salmaonella e domenenti letali) e non hanno messo in evidenza attivitd mutagens. Pur con-
siderando i limiti delle sperimentazioni svolte, il gruppo di esperti ritiene che una eventuale
autorizzazgione alla produzione ed all'uso in alimentazione animale delle biomasse in gque-
stione powEA essere conceéssa per ub periodo nen superiore ai quattro anni limitatamente ad
alcune specie animali eon modalita che prevedano quantith massime di impiego ed idonee
sospensioni del trattamento prima della macellazione, Le limitaziont e restrizioni di uso
dovrannoe comunque impedire un aumento della assunzipne dictetica degle n—alcani presenti
nelle biomasse.

L’autorizzazione in questione devra essere subordinata all'impegno di realizzarc da
parte delle ditte summenzionate ulteriori ricerche di cancerogenesi e di tossiciti cromica
sulle biemasse di produzione induostriale, sulle produzioni zeotecniche ottenunte con I'uso
di tali biemasse e su n-alcani. E inoltre necessario procedere ad ulteriori ¢ piti estesi saggi
di mutagenesi, sia in vigro che in vive, sn diversi sistemi genetici ¢ con metodologic piu spe-
cifiche. Inoltre, in considerazione della eterogeneiti delle biomasse in questione, ¢ opportuna
estendere la sperimentazione di mutagenesi a diverse classi di composti chimici presenti
nelle bipmasse. Si ritiene altresi opporiuno sottoporre a continuo contrello mediante tests
di mutagenesi le future produzioni industriali. Tali ricerche, che gecondo le previsioni richie-
deranne un periodo di yuattro anni dall’inizio delta produzionc, dovranno essere effettuate
in modi concordati con I’lstitute Superiore di Sanitd e sotte la sorveglianza dello stesso.
Alla scadenza dell'autorizzazione si dovra procedcre al riesame dell'intera materia €, sulla
base delle nuove conoscenze acquisite, valutare ['idoneitia delle restrizioni di uso indicate
ed, eventualmente, rimuoverle od adottarne di pib severe.

Lt

Ann. Tst. Super. Sanitd (1974) 15, 347-414
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APPENDICE VI

RISOLUZIONE DEL SOTTOGRUPPQ BIOCHIMICA OPERANTE NELL'AMBITO
DELLA COMMISSIONE CIMMINO

Per quanto riguarda il problema degli acidi grassi dispari, la letteratura consultata &,
per alcuni aspetti, come quello della diffusione in natura e dell’esistenza di vie metaboliche,
abbastanza tranquillizzante.

In generale i risultati degli studi effettuati fanno ritenere che i lipidi contenuti nelle
biomasse possone, nei limiti di impiego previsti in mangimistica, essere efficientemente uti-
lizzati ¢ metabolizzati dall’animale.

1 livelli di acidi grassi dispari che possone ritrovarsi nelle carni e negli organi degli
animali allevati con rquesti mangimi non presentanc a tutt'oggi problemi degni di rilievo nei
riguardi della sicurezza e della salute dell’nomo che utilizza tali prodotti a seopo alimentare.

Cid anche perchi esiste la possibilita di ridurre sensibilimente le concentrazioni finali
di tali acidi grassi nei tessuti, riportando l'animale, per un congrno periodo precedente la
mattazione, ad una alimentazione con una dieta priva di biomasse,

Diverso il caso dell’utilizze di queste nell'alimentazione delle mueche lattifere e delle
galline ovaiole che, per l'intrinseca caratteristica delle produzioni, non consentono sospen-
sioni cautelative del trattamento con biomasse. Pertanto si raceomanda di non autorizzare
a#l momento, I'atilizzazione delle biomasse in questione per ’alimentazione delle mucche
lattifere e delle galline ovaiole.

In ogni caso la Commissione ritiene opportune ulteriori e pik ampie ricerche sul
significato biologico degli acidi grassi dispari presenti nelle biomasse, ed in particolare sul
metzbolismo cerebrale nel periodo perinatale € sulle modificazioni biochitiche e metaboliche
conseguenti ad un carico inusuale di acidi grassi dispari.

Ann, Fubo Super, Nonitd (187Y9) 15, 347-414
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APPENDICE X

RISOLUZLIONE DELLA COMMISSIONE RELATRICE DEL CONSIGLIO SUPERIORI
PI SANITA ELABORATA NELLA RIUNIONE DEL 4 MARZU 1478

Bope aver preso in esame le risoluzioni approvate dai sollogruppi « ancogrnesi ¢
mwutagenesin e« biachimica» operanti aell’anito della Commissione Cunmino, la Commissio-
ne relatrice esprime parere favorevole alla ammissibilita in alimentazione animale delle
farine proteiche denominate Liguipron ¢ Foprina (lieviti coltivati su n-alcani), purchi
Fautorizeazione m tal senso sta coucessu secondo le liunitazieni ¢ restriziom di use pio avanti
indicate e e disposizioni e specifiche teeniche. di cai ai paragrali seguenti. Le ricerche sugli
n—aleani e acidi grassi a numero dispari di atemi di carbonio presetitano rilevanza ed inte-
resse che vanno ben uldili delle biomasse in questione essendo 1ali composii gid presenti

sia pure in limitata quantith pelly catena alinentare ymana. Qualsiasi eventuale autorizza-
zione dovri, ineltre, essvre subordinata all'impegno da parte delle 13t produttrici di rea-
lizzare plteriori ricerche di cancerugenesi e di tossieitd cronica sulle hiomasse di produzione
industriale, sulle produzivni zooleeniche ottenute con Puso di tali biomasse e sugli n-aleani.
F. inoltre necessario provedeer ad ulteriori ¢ pil estesi suggi di mutagenesi in vitro ed in sive
su diversi sistemi genetici ¢ con metodologic specifiche. Inoltre, i considerazione della etero-
geneild delle biomasse in questtone, ¢ opportuno estendere la sperimentazione di mutageposi
a diverse classi di composti chimici presenii nelle biemasse, St ritiene anchie opportuno
sottoporre a continnne controllo mediante tests di nmtagencsi le future prodaziond industriali,
Dovranne esseire altresi condotte ricerche tendenti a chiarire il significato bislogico degli
acidi grassi a numcro dispari di atomi di carbonio, in particolare sud metabolisine del tessuto
nervose nel periodo perinatale ¢ sulle modificazion) biochimiche ¢ metaboliche consegucnti
ad un carico dietetico inasuale di acidi grassi dispari di atomi di carbonio. Ee anzidette ri-
cerche, che secondo le previsioni pessono fornire risultati wtili entro un periodo di quattro
anni dall'inizin della produzione industrisde, dovranno essere effettoate in modi coneordati
con I'Istitnte Superiore di Banits e sotto la sorveglianza delle stesso. Alla scadenza di tale
periodo si dovrd procedere all’esame della intera materia o, sulla hase defle naove conoscenze
acquisite, valutare Pidoneita delle litnitazioni e restrizioni di uso r delie disposizioni e speeifi-
che teeniche appresse indicate,

Il presente parere favorevele si intende limmitato ai soli prodotti denominati Liguipron
¢ Toprina ciei: alle farine derivant: da lteviti essiceati nispettivamente dei ceppi di Caadida
ATCC 20275 1S ¢ CBS 6331 (HFP/(: 162) conformi ai ceppi da depositarsi in triplice campionr
presso I'lstituto Superiore di Sanitd entro trenta giorni delf’entrata in vigere del deceeto
di autorizzazione. eoltivati su un substrate di n-aleani con lunghezza di eatena tea 10 ¢ 30
atomi di carbonio. Il substrate deve contencre nen pinn di 30 ppen di idrocarburi aromatici.
Per quanto attienc afla sua purezza o all’identificazione od ai limiti di tolleranza qarantitativa
degli idvocarburi policiclici aromatici. il substrato deve corrispondere ai criteri fissati dul
[}.M. 21 marzo 1973 (supplemento ordinario della Guzzetta Ufheiade del 20 aprile 1973, n, 14,

Le caratteristiche dei prodotti Liquipron ¢ Toprina sul serco devranno essere [e segnenti:

1. — Carice microbica;

secondo i limiti e lo wetedologic previsti, per Uesame batteriologico delle furine di
carie ¢ di peser per uso zootecnivo, dal DN, 9 novenbre 1971 {Guszetre Ufficiale n, 304
del 6 dicembre 1971}, in attuzziene della legge 15 febbralo 1963

Ann st Supree, Sewifd {1979 15, 347-114
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2, - Identitd e composizione dei prodotti:

2.0, - n-aleani residui . . . . . . .. .., ., . ... max 0,59%

2.b - metalli pesanti . . . . . . ... ... ...
antimonio . . . . . . . . .. . ... ...« ... max.0lppm
ArSENICO . . . 4 4 . 4 4 4 4 e e e e e e e ow e« . . max, 1,0 p.p.m.
cadmioc . . . . . . . .. ... ..., ... max. 02p.p.m.
Mercurio . . . . « « . +« + v+ + 4 v s s« o v -« . max, 0,1 p.p.m.
piembo . . . .. .. ... .......... .. max, 2,0ppm.
selepie . . . . . . . . ..., . ..., ., .. ... max 02ppm.

2.e. ~ Idrocarburi policiclici aromatici:
34-bengepirene . . . . . . . ., . . ... .. ... . assentel)

2.d. - Le altre caratteristiche chimiche e quelle immunologiche dei prodotti dovranno
essere conformi a quelle dei campioni da depositarsi presse I'Istituto Superiore di Sanita
entro tre mesi dall’inizio della produzione industriale ed in ogni caso non significativamente
difformi da quelle dei campioni gid utilizzati per le sperimentazioni tossicologico-nutrizionali,

3. — Limitazioni e restrizioni di uso:
Le quantitd massime di uso e le specie animali per !a cui alimentazione & consentito
I'uso dell'una o dell’altra delle farine proteiche sono;

«} animali da pelliceia, da tiro ¢ da affezione, per una quantita non superiore al 10 %,
del mangime somministrato;

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

¢} suini per una quantitd non superiore al 7 %, del mangime somministrato al fine
di evitare fra I'altro 'unmentoe degli n—alcani nella dieta.

In ogni case la utilizzazione delle farine sara limitata per le specie di cui ai precedenti
punti 5 e ¢} ad un periodo non superiore alla prima metd del ciclo produttive di ciascuna
specie animale e dovrd essere prevista una idonea integrazione delle farine con metionina.
La sorveglianza della eorretta applicazione delle norme di impiego & affidata al Direttore
Sanitario dell’allevamento.

4. — Contrassegni delle confezioni:

sulle confezioni dei prodetti Liquipron e Toprina saranno dichiarati:

~ i contenuti analitici percentuali ai sensi degli articoli 11 e 12 della legge I3 febbraio
1963, n. 281, modificati dagli articoli 18 e 11 della legge8 marzo 1968, n, 399;

- le condizioni di impiego di cui al punto 3.

Sulle confezioni dei mangimi composti ¢ mangimi composti integrati, tra i componenti
clencati in ordine decrescente di quantita presente, ai senst degli articoli 14 & 16 della legge
3 fehbraio 1968, n. 281, modificati dagli articoli 12 e 14 della legge 8 marzo (968 n, 399, devono

risultare, se presenti, anche i prodotto Liquipron o Toprina con {'indicazione, a fiance ¢
tra parentesi, della percentuale aggiunta,

{*) La sensibilitd del metado di analisi dovrd sesere pari ad almena L ppb.

Ann. Ist, Super. Sonitd (1979} 15, 347-414
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L.a Comunissione relairice raccomanda, inoltre, che sia stahilito un controllo sul prodottn
Liguipron ¢ su quello Toprina da eflcttuarsi alla produozione industriale 4 cura delf’ Autoriti
Regionale competente sotte lu sorveglianza dell’lstitute Superiore di Sanita, ai fini di accer-
tamenti di tutte le caratteristiche sul sceco ¢ della purezza dei ceppi di Candida wtilizzati
nelle colture di produzionc. nonehe di esercitare altri eventuali controlli. Entro un anno
dall’autorizzazione all'uso, dovra altresi esserc programmate ed effetiuato un contralle
su scala nazionale dei mangimi alln seopo di verificare P'osservanza dei limiti massimi di
integrazione consentiti.

I.a Commissione relatrice propone al Consiglio Superiore di Sanita di esprimere, inoltre.
parere favorevole all’esercizio degli impianti e detle attrezzature per la produzione industriale
delle farine proteiche denominate Liquipron ¢ Toprina, purché I'antorizzazione in tal senso
sty concessa subordinatamente alPadozione delle misore di tutela igienico-sanitaria di cni
agli articoli 2, 3 e 4 del 1MM. 21 giugno 1977, n. 1B2.

Anp. Tat, Super. Sunit; (1976) 18, 347-4U1
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APPENDICE X

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

CONSIGLIQ SUPERIORE DI SANITA
SESSIONE XXXVI
ASSEMBLEA GENERALE
Seduta del 28 giugne 1978

IL CONSIGLIO SUPERIORE DI SANITA
ASSEMBLEA GENERALE

Udita la relazione defla Commissione relatrice riumitasi il giorme 13 giugno 1978

ESPRIME PARERE

favorevole (voti a favore n, 29; contrari n. 15; astenuti n. B) all’ammissibilita di bioproteine
nell’alimentazione di animali le cui carni o i ¢ui prodotti non sianoc comunque destinati
all’'alimentazione defl’uome (cani, gatti, animali da pelliccia, animali degli zo0, animali da
laboratorio)

ESPHIME PARERE

non favorevole (voti contrari n. 21; favorevoli n. 16; astenuti n, 15) eirca 'ammissibilita
di bioproteine nell’alimentazione di volatili da allevamento anche se limitatamente alle
specie per le quali nei dossier sperimentali esaminati dagli esperti ai & dimostrata I'assenza
di n-ulcani o di quantith di n-alcani non superiore a quelle contestualmente dimostrata
nelle specie di volatili controlle degli esperimenti.

Si prende atto che Je specie di volatili per le quali esiste la documentazione sperimentale
sone i polli (broilers, primi 65 giorni di vita) ¢ i tacchini.

|.1nnr. Fef. Nuper. Santtd (1979) 15, 347414
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APPENDICE X]

DECRETO MINISTERIALE 26 NOVEMBRE 1979

DECRETO MINISTERIALE 26 novembre 19759,

Soppresgione della voce n. 67 relative alla sostanza denominata ¢ Toprina » dall'elenca
dei prodotii di origine minerale e chimico—industriali di eni al decreto miniateriale 30 lugliv
1969 ¢ revoca del decreto ministeriale 14 novembre 1972, modificate dal decreto ministeriale
2 febbraio 1974, concernente 'inclusione della « Toprina v neli’elenco dei prodotti di origine

minerale e chimico - industriali che p essere impiegati nell’alimeniazione degli animali.

11, MINISTRO DELLA SANITA
DI CONCERTO COXN
IL MINISTRO DELL’AGRICOLTURA E DELLE FORESTE
E
Il MINISTRO DELLINDUSTRIA. DEL COMMERCIO E DELL’ARTIGIANATO

Visto il decreto ministeriale 14 novembre 1972, modificato dal decreto ministeriale
2 febbraie 1974, concernente Pinclusione del prodotio denoniinato « Teprina» nell’elenco
dei prodotti di origine minerale ¢ chimico-industriali che possona essere impiegati nell’ali-
mentazione degli animali:

Sentita la commissione tecmica di cui all’art, 9 della legge 15 febbraio 1963, n. 281,
maodificato dall’art. 8 della legge 8 marzo 1908, n. 399:

Visto il parere del Consiglio superiore di sanitd ehe nella seduta del 28 giugno 1978,
ha espresso parcre favorevole alla ammissibilith delle bioproteine neblla alimentazione di ani-
mali ma alla condiziene che Je earni ed i prodotii provenienti da detti animali non siano
comungue destinati alPalimentazione dell’'nomo;

Ritenuto necessario uniformarsi al suddetio parere del Consiglio superiore di sanita
¢ pertanto eliminare dall’elence dei prodotti di origine minerale ¢ chimico—industriali di cui
al decreto ministeriale 30 lugliv 1969, la voce n. 67 relativa alla sostanza denominata « To-
prinax (lieviti coltivati sn n-praraffine):

Vista la legge 15 febbraio 1963, n. 281. modificata dallu legge 8 marzo 968, n. 394,
concernente ]a disciplina dellza preparazione ¢ del commercio dei mangimi;

Yisto il decreto ministeriale 30 luglio 1969, publlicate nclla Gasserta Ufficiale del 16
agosto 1969, n. 209, concernentc 'elenco dei prodetti di erigine minerale ¢ chimjco—industriali
che possone essere impiegati nella alimentazione degli animali, modificato dal decreto
ministeriale 23 febbraio 1970, pubblicate nella Gozsenta Ufficiale del 17 marzo 1970, n. 69:

Decreta:

Art, 1.

Nell’elenco dei prodotii di origine mincrale ¢ chimico-indwstriali di cui al decreto mini-
steriale 30 luglic 1969, e successive modifiche, ¢ soppressa la voce n, 67. relativa alla sostunzy
denominata « Toprina» (lieviti coltivati su n-parafline).

Ann, Jst. Super. Senite (19700 15, 347 44
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Art. 2.

E revocato il decreto ministeriale k4 novembre 1972, modificato dal decreto ministe-
riale 2 febbraio 1971, concernente la inclusiene del prodetto « Toprina» nell’elenco dei pro-
dotti di origine minerale e echimico -industriali che possone essere impiegati nell’alimentazione
zootecnica,

Roma, addi 26 novembre 1979,

Il Minisgro della sanits
ALTISSIMO

H Ministro dell’agricoltura e delle foreste
MARCORA

Il Ministro dell’industria, del commercio e dell’urtigianato
BisacLia

Sbaste detl Sper, Sapetn 10T 19, S4T-414



