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Riassunto. - Sono state studiate le interferenze di vari idrocarburi 
presenti in un miscuglio ed è stato messo a punto un metodo di separazione, 
che permetta la loro determinazione quantitativa nel miscuglio steuo. 

La separazione cromatografica su lunga colonna di allumina, seguita da 
successive ulteriori cromatografie su colonne più piccole, offre la possibilità 
di ottenere abbastanza bene separati i vari costituenti in eaame, che per la 
massima parte possono essere identificati e dosati con notevole esattezza. 

Summary. (Chrorr&mography on long alumino column and speclroplwto· 
melry of polycyclic aromatic hydrocorbons). - The interferences of various 
hydrocarbons pre11ent in a mixture were studied and a method of separation 
was developed which permits their meajurement within the mixture. 

To this end, investigation.s were carried out in three steps : 

l o Spectrophotometric analysis of 15 pure polycyclic aromatic hydro· 
carbona chosen among those most frequently found in tobacco smoke, dis­
solved in cyclohexane and examined from 450 m11- to 2~5 m11. The spectra 
obtained were ntilized for both qualitative detection and quantitative ana· 
lysis of the hydrocarbons under examination. The characteristic maxi.mum 
wavelength of each hydrocarbon and its respective standard optical height 
are given (Tables l and 2). 

2° Spectrophotometric analysis of several mixtures of the same pure 
hydrocarbons (in groups of two and four) in order to study the qualitative 
and quantitative interferences of each upon the others (Figa. 1-3). 

3° Chromatographic separation, by means of long alumina column, 
of the mixture of the 15 pure hydrocarbons, followed by the spectrophoto• 
metric measuremeut of the eluates "obtained. 

(•) Già o8pite dei Laboratori di Chimica Terapeutica dell'btituto Superiore di Sanitill. 

Ann. /BI. SuJlf'r. Hanilà (1967) 3, 411·59 • 
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The chromatographic separation through long alum.ina column, followed 
by further chromatographies using shorter columns, permits a fairly good 
separation of the various constituents under examination, most of which can 
be identified and measured with remarkable accuracy (Fig. 4.). 

PARTE GENERALE 

La determinazione degli idrocarburi aromatici policiclici ha assunto grande 
interesse, da quando questi composti sono stati riconoscipti importanti agenti 
dell'inquinamento atmosferico sia di origine industriale e domestica, sia deri­
vanti dalla combustione di carburanti per motori a scoppio. Questi stessi com• 
posti sono stati inoltre ritrovati nel fumo di tabacco e vengono prodotti anche 
durante la combustione di altre sostanze organiche, sia vegetali che animali. 

Molti idrocarburi aromatici policiclici presentano attività cancerigena, 
dimostrata sperimentalmente su larga scala, sostenendo così un ruolo molto 
impoflante nella etiologia dei tumori maligni. 

La loro determinazione, però, risulta assai laboriosa, poichè essi sono 
numerosissimi [HARTWELL (1951) ne ha descritti 2108] e presentano carat• 
teristiche chimiche molto simili. Inoltre non si ritrovano quasi mai isolati, 
ma mescolati ad un numero notevolissimo di altri costituenti, che ne osta­
colano ancor più la determinazione. 

Le metodiche di analisi maggiormente usate sono per lo più basate 
sulla loro separazione per via cromatografica e sul dosaggio con metodo spet• 
trofotometrico o fluorimetrico. 

La cromatografia su colonna e la successiva analisi speurofotometrico o 
fluorimetrico degli eluati nella determinazione degli idrocarburi policiclici 
è stata seguita da moltissimi Autori, che si sono interessati della ricerca di 
questi composti nel fumo di tabacco, nell'aria inquinata, negli alimenti ed 
anche nelle acque e nel suolo. Fra le indagiJti eseguite nel fumo di tabacco 
citiamo soltanto quelle più recenti di CA.NDELI, LINDSEY & PERSAUD (1960), 
di HOFFMA.N & WYNDER (1960 o; b) e di SCASSELLA.TI SFORZOLINI & MARIANI 
(1961 a; b). 

Per quanto riguarda la determinazione di questi composti nell'aria 
ricordiamo le ricerche presentate al Simposio sugli Inquinamenti atmosferici 
tenutosi ad Atlantic City nel New Jersey nel settembre del1959 (SYMPOSIUM 
ON PoLYCYCLIC HvnaocARBONS, 1960) ed i lavori di STOCKS, CoMMINS & 
AuBREY (1961), di LINDSEY & STANBURY (1962), di VALORI, MELCHIORRI & 
VESCIA (1963), di GRABA.M (1963) e di HETTCB (1964). 

SEPPILLI & SCASSELLATI SFORZOLINI (1963) si sono serviti della Croma· 
tografìa su colonna e del successivo esame spettrofotometrico per la ricerca 
degli idrocarburi policiclici nella carne cotta alla graticola e nel fumo da essa 
prodotto durante l'arrostimento. 

.Ann. lat. Super. Sanitd (1967) 3, 41Hi9. 
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BORNEFF & FÌSCHER (1961; 1962 a; b; c; d; 1963) e BORNEFF & KUNTE 
(1963; 1964) hanno utilizzato la stessa tecnica per evidenziare questi com­
posti nelle acque e nel suolo. 

Fra gli autori che si sono serviti, invece, della cromawgrafta su carta 
ricordiamo quelli che hanno presentato lavori al Simpollio sopra menzionato 
ed ancora HoFFMANN & WYNDER (1960 a; b), SCASSELLATI SFORZOLINJ & 
MARIANI (1961 a; b) e GALUsltiNOV.! (1964). 

Abbastanza recentemente Ili è imposta all'interesse dei ricercatori, 
anche in questo campo di indagine, la croma,ografia su strato sottile, Con essa 
hanno sperimentato BADGER, DoNNELLY & SPOTSWOOD (1963), Kuc&ARCZYK, 
FOHL & VYMETAL (1963), BERG & LAM (1964) e SAWJCKI, ELBERT & STANLEY 
(1965). 

Tra le tecniche cromatografiche che hanno offerto i migliori risuhati 
nella determinazione degli idrocar.J;10ri aromatici policiclici è importante 
ricordare la cromtJW&rafia in fase gassosa, della quale si sono serviti vari 
autori negli ultimi anni. Ricordiamo LIBERTI, CARTONI & CANTUTI (1964), 
LlBERTI & CANTUTI (1964) e CANTUTI et al, (1965). 

Il presente lavoro descrive la messa a punto del dosaggio di 15 fra i più 
interessanti idrocarburi policiclici presenti nel fumo di tabacco, separati 
mediante lunga colonna di allumina. 

PARTE SPERIMENTALE 

In lavori precedentemente eseguiti nel nostro Istituto (SCABSELLATI 
SFORZOLINI & SALUCCI, 1958; SCABSELLATI SFORZOLINI & MARIANI, 1961 a; 
b; SCABSELLATI SFORZOLINI & SALDI, 1961), si era osservato che la determi­
nazione degli idrocarburi policiclici nel fumo di sigaretta risultava sempre 
particolarmente laboriosa a causa della composizione complessa e varia 
del fumo e a causa della interferenza dei diversi componenti nell'esame 
spettrofotometrico. Infatti usando colonne cromatografiche corte la separa­
zione dei vari composti non è mai completa e spesso gli eluati si presentano 
colorati in giallo; questo colore non è dovuto a bande specifiche, ma costi­
tuisce un fondo continuo, che rende ancor più difficile il dosaggio. 

Si è ritenuto perciò interessante mettere a punto un metodo che, in­
nanzi tutto, permettesse di separare il più possibile i costituenti del miscuglio 
in esame. Per raggiungere lo scopo propostoci abbiamo proceduto per tre 
gradi di indagini: 

Anali&i allo &pettrofotometro Beckman DK 2 a registrazione automatica di 15 idro­
carburi aromatici policiclici puri, ecelti tra quelli più frequentemente ritrovati nel fumo di 
tabacco, disciolti in cicloesano ed eBaminati a lunghezze d'onda da 450 a 215 Jl1!.1.· I grafici 
ottenuti sono stati utilizzati eia per il riconoscimento qualitativo, che per l'analisi quanti­
tativa degli idrocarburi in esame. 

Ann. 181. /Super. Sanità (1961) :J, 45·59. 
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Analisi apettrofotometrica di mi~~eele degli stessi idrocuhuri puri (a gruppi di due e 
di quattro), al fine di 11tudiare le interferenze qualitative e quantitative dtf;li uni sugli altri. 

Separazione cromatografica 11u lunga colonna di allumina della miBCela dei 15 idro· 
carburi puri e &Uooe!llliva determinazione spettrofotometrica degli eluati, ottenuti dalla ero· 
matografia 1u oolonna. 

Determinazione spettrofotometrica degli idrocarburi policiclici puri. 

Gli idrocarburi utilizzati 80no elencati nella Tab. l, 

TABELLA l 

Massimi caratterlsticl di 1!5 ldrocarburl poUclcllcl. 

"" 

ldrooa.rburl (•) l LUtll!'beve d'onda dol mal!>llmi In nljL 

Acenafteoe , 228,5 278 288,5 300 306 320 

Fhurrene •• 221,5 227 254,5 261 265 273 289 
29< 300 

Fenantrene . 220,5 2<4 251,5 274 280,7 292,5 

Anttacene " 246 252,7 351 356 369 375 

Pinne . . . 231,5 238 241 262 272,5 305 318,5 
331 334,2 

Flnorantene . . .. 229 236 253 262 271 276 281,5 
287 322 341 357,5 

l : 2-Benzoantracene .. 221 229 250 257 267,5 277,5 288,2 
298,5 327 341 357 383 

3 : 4-Benzopirene .. . . 220 227 254,5 265,5 272,5 284 296 
329 345,5 363 379 383 392 402 

l : 2-Benzopirene . . .. 222,8 237 256,5 266,5 277,5 288,5 302 
316 330,5 

3 : 4-Benzo8uorantene .. 239 246 256,5 276,5 281 289 293 
301 339 349 358 367 377,5 "" l : 12-Benzoperilene . 222,5 288 299 328 34-4,5 362 383 

l : 2-3 : 4-Dibeuoantraeene 218 241 247,5 256 265 275,5 286,3 
308 323 333 350 373 

l: 2-5: 6-Dibenzoantracene 221,75 232,5 273 278 286 297 320 
332 348 362 373 383 394 

Antantrene • .. . . . 232,5 253,5 258 293,5 306 380 399 

'"' 420 428 

Coronene .. . . ... 278,5 289,5 297,5 302 313 316 323 
333 338 343 353 383 408 

(•) In ordine di sequensa cromatografica con aolvente cicloesano. 

Ann. Id. Supl!r. Sanil<i (1967) :J, 45·1i9. 
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Per ciascun idrocarburo è stata preparata una soluzione in ciclo­

esano alla concentrazione di l y/ml, che l: stata esaminata allo spet­
trofotometro Beckman DK 2 in celle di quarzo dello spessore di l cm 
e del volume di 3 ml. Il cicloesano utilizzato (Carlo Erba RS per 
spettrofotometria) risultava assolutamente puro all'esame spettrofoto­
metrico. 

L'analisi spettrofotometrica dei singoli idrocarburi è stata eseguita 
da 450 a 340 mtJ. usando una lampada a filamento di tungsteno e la 
scale expansion a 2 X ; da 340 a 215 m!J. usando una lampada a 
idrogeno e la scale expansion a l X. l valori di fenditura in partenza 
con la sensi•ivity a 0,12 e il phoeomulriplier a l X erano di 0,025 mm 
alla lunghezza d'onda di 450 m!J. e di 0,22 mm alla lunghezza d'onda 
di 340 m[Lo 

Per tutti gli idrocarburi sonor. stati determinati i valori di assor­
banza e nella Tab. l sono trascritte le lunghezze d'onda espresse 
in m[J., alle quali gli idrocarburi analizzati hanno presentato massimi carat­
teristici. 

Per il dosaggio sono stati scelti per ciascun idrocarburo i massimi 
maggiormente significativi. Per questa determinazione ci siamo serviti 
della formula descritta da ScASSELLATI SFoRZOLINI & MARIANI (1961 a; b) 
che si basa sulla determinazione per ciascun massimo dell'ahezza ottica 
standard (AOS) di COMMINS & LtNDSEY (1956), fondata sul calcolo della 
linea basale di CoOPER (1954), successivamente modificata da CoMMlNS 
(1958 b), riferita ad una soluzione contenente l y di idrocarburo 
per ml. 

La formula applicata a ciascun massimo caratteristico è la seguente: 

dove: AOS 

AOS _ a _ (-cb_,_, -:+:-"h-",) 
2 

altes11a ottica standard riferita ad una solu11ione contenente ly/ml di idro· 
carburo: 

a = den&ità ottica dell'apice della punta; 

h 1 denaità ottica di una base; 

b1 = densità ottica dell'ahra baRe, 

Per questa valutazione abbiamo preso, come linee di base, bande della 
larghezza di 4-8 m[J.; le lunghezze d'onda corrispondenti ai punti di base dei 
massimi più caratteristici di ciascun idrocarburo e le rispettive altezze ottiche 
standard sono riportate nella Tab. 2. Per l'antracene e per l'l : 2-3 : 4-diben­
zoantracene i valori delle AOS sono riferiti a soluzioni contenenti 0,5 y/ml 
di idrocarburo. 

.lnn. Ist. Super. Sa,.ifà (1!167) 3, 45·59. 
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TABELLA 2 

Alteue otdclte standard corrb:pondentl al massimi piU caratteristici di 1!1 Idrocarburi 

Lun· AltoUD Lnn· jAit..zza Lnn- ~Altezza Luu- Altezza 
Khezze ottica ghezze ottica ghnz•.o ottica ghezzo ottica 

IdrooRrburl (*) d'onda ata.n- d'ondalstan· d'onda! ~tan- d'onda atan-
("") """ (

0
") dard ( 00) d&rd ("") """ '""'' (AOS} (tJJtL) (AO~) (mf'-) (AOS) (m{t) (AOS) 

i 
224,5 318,0 

Acenaftene . 228,5 0,374 320,0 0,006 
232,5 322,0 

297 ,o 
Fluorene , 300,0 0,04-6 

303,0 

247 ,s 290,5 
Fenlllltrene 251,5 0,131 292,5 0,042 

255,5 294,5 

l 248,7 352,0 371,0 
Antracene (•u) . 252,7 0,395 356,0 0,009 375,0 0,014: 

256,7 360,0 379,0 

239,0 268,5 314,5 331,2 
Pirene . 241,0 0,094 272,5 0,116 318,5 0,043 334,2 0,096 

243,0 276,5 322,5 337,2 

285,0 
Fluor1111tene 287 ,o 0,102 

289,0 

273,5 284,2 
l : 2-BenBOantracene . 277,5 0,24.8 288,2 0,4.33 

281,5 292,2 

292,0 379,0 399,0 
3 : 4.·Benzopirene 296,0 o, 186 383,0 0,055 402,0 0,015 

300,0 38J ,o 405,0 

273,5 284.,5 328,0 
l : 2·Bemopirene . 277,510,088 288,5 0,158 330,5 0,089 

281,5 292,5 333,0 

299,0 
3 : 4.·Bemoftuorantene • . 301,0 0,091 

303,0 

l 
(•) In ordine di sequenza cromatografica con !lOlvente cicloesano. 

( .. ) In conivo la lunghezza d'onda del manimo più caratteristico su cui è stato fatto 
il calcolo dell'AOS, in tondo la lunghe~:za d'onda delle basi. 

( .. •) Per l'antracene e per l'l: 2·3: 4.·dihenzoantracene i valori delle AOS sono riferiti 
a soluzioni contenenti 0,5 y/ml di idrocarbuto. 

.Ann. I81. Super. Sa11ità (1967) :J, 45·!i9. 
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.'ì".!IUII TABELLA 2 

---; 
r .. un- IAito~3n Lnn· IAltezzB Lnn· Alteu .. L nn· Altozz 

gbezu l ottica. glwue ottica g\mue ottica gbog~" ottica 
d'onda. ~tan· d'onda. stan- d'omla at.m· d'onda ..... 

('0) dBrd (''l "'" (") <iQrd ('•) da•d 
(mfL) l (AOtl) (m!J.) (AOS) (ll!fl.) (A08) (m!J.) (A08) 

" 

-

295,0 358,0 380,0 
l: 12-Ben:ooperilene .... 299,0 o ,157 362,0 0,028 383,0 0,038 

303,0 366,0 386,0 

272,5 282,3 
275,5 0,116 286,3 0,333 
278,5 290,3 

l; 2-3: 4-DibenzoantrBcene 
(•u) ...... ' .. 

293,0 316,0 
l: 2-5: 6-Diben:ooantracene. 297,0 O,·J83 .148,0 0,019 

301 ,o 350,0 

302,0 417,0 426,0 
306,0 0,232 420,0 0,083 428,0 0,138 

l 310,0 423,0 430,0 
Antantrene . . . . . . . , 

287,5 298,0 336,0 
Coronene ........ . 289,5 0,106 302,0 0,64S 338,0 0,120 

291,5 
306,_'_1 __ 

340,0 

. 
·---- - -·- --

Per le note vedere a pagina precedente. 

Determinazione spettrofotometrica di mi$cele di due e quattro idrocarburi 
policiclici. 

Per mettere in evidenza le eventuali interf~~rcnze fra idrocarburi a strut­
tura simile e perciò a comportamento cromatografico c spettrofotometrico 
assai vicini, abbiamo miscelato tra di loro i 15 idrocarburi a gruppi di 2 e di 4, 
secondo la sequenza teorica precedentemente riportata. 

Miscele di due idrocarburi. 

Nella pr~parazione delle ~oluzioni in ciclot>sano di ciascuna coppia, ab­
biamo miscelato i due idrocarburi in modo da avere per ciascuno di essi 
una concentrazione finale di 0,5 y/ml. I .. c 14 coppie sono state analizzate allo 
spettrofotometro Beckman DK 2; sui grafici sono stati ricercati e dosati 
gli idrocarburi prcs(mti. 

Dalla lettura dci grafici si possono trarre alcune deduzioni, che ripor· 
tiarno qui di seguito per ciascuna coppia : 

a) acenafrene -j- jluorl'cne ; il grafieo ha riportato fedelmente i picchi caratteri~tici 

dei due idrocarburi, ma non nei suoi valori quantitativi. ; 

.hU<. Jsl. Supcr. su.,.;lit (1~G1) 3, t.'h>l!. 
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b) ftuormw ·i femmlrerw: il grafico hu riportato fedelmente i picchi caratteristici 
d~i dul' idrocarburi, ma l'analisi quantitativa è realizzabile solo per il flnorene a 300 l1lj..t e 
per il fenantrene a 292,5 mt-t ; 

c) Jernmtrerw. + antraccn~; il grafico ha riportato fe.delmentc i picchi caratteristici. 
A 252,7 111[.1. si sommano il picr.o del fenantrene (251,5 mfl.) e quello dell'antracene (252,7 IDf.L). 
Il fenantrene può essere dosato a 292,5 ffi!J. e l'antracene a 356 m(.t oppure a 37.~ llif' (Fif!,". l); 

_,_o,------------ ------------~ 

••• 

" 
O.t 

1\\ 

' L_;"';'~':>~'-";·c-:.c;;.o'_·_··~--~~\~~~-~-::·~.::::~·~'~:;.::~,~~ .. ::,.,_~-~-~"é<::-"'":!:'-<"0::;:---,d - - - - - - - - -.-
l<'ig. l. --Spettri di assorbimento deJI\mtracenc ( ..... ), del fenantrene (-- -) e della 

miscela dei due idrol'arburi (---), alla concentrazione di 0,5 yfml. 

d) a•llracen" + piremJ : il grafico ho riportato abbastanza fedelmente i picchi carat· 
teristici dei due idrocarburi, che però non po<!sono ll!!sere Cl!attamente dosati alle loro punte 
più significative ; 

e) pirene-+ fluororllene: il grafico ha riportato fedelmente i pil:chi caratteristici, 

ma la valutazione quantitativa non è effettuabile per interferenza tra i due idrocarburi ; 

f) fluoromene + l : 2-ben.walllracene : il '-grafico ha riportato fedelmente solo alcuni 
picchi caratteristici, sui quali non è ponibile fare la determinazione quantitativa; 

g) l : 2-ben:tmnlr~ne + 3: 4-ben=opirene: il grafico ha riportato abbastanza 
fedelmente i piechi caratteristid, ma il d,osaggio di entrambi gli idrocarburi non è realizza· 
bile, in quanto e.:osi interferiscono nei picchi più significativi. Infatti i massimi a 296 e 284 ffi!1. 
del 3 : 4·benzopirene interferiscono con il piceo a 288,2 ffi!l. dell'l : 2-benzoantracene. Il 3 : 4· 
benzopirene, però, può essere dosato a 383 e 402 m{J.; 

h) 3: 4-bemopirene + l : 2-ben.wpirene: il grafico ha riportato abbastanza fede!· 
mente i picchi caratteristici, ma il dosaggio non è realizzahile per tutti e due gli idroearburi, 
perehè le bande a 288,5 e 277,5 ffi!1. dell'l : 2-benJ:opirene interferi8cono eon quelle a 296 e 284 
ffi!l. del 3: f.-benzopirene e la banda a 330,5 mp. dell'l: 2-benzopirene eon il massimo a 329 del 
3: 4-benzopitene; quest'ultimo idrocarburo, però, pnò essere dosato a 383 oppure a 402 m{J. 

(:Fig. 2); 

i) l : 2·bemopirene + 3 : 4-ben.w/luoranlttne : il grafico ha riportato abbastanza 

fedelmente i piecbi earatteristid, ma il dosaggio non è possibile; 

Am•. IBI. SuJHJr. Sanità (1967) 3, 41>·511. 



SCASSELLA'fl SFOBZOT.INI, PASCASIO, MAli.CHESO'f'fl E Cllll:ccHIÙ 53 

•.• .r---­

' 5o,, , 
-~ 0,3 
Q 

Fig. 2.- Spettri di assorbimento del 3: 4-benzopirene ( .. ,, .), dell'l: 2-benzopirene 
(-- -) e della miscela dei due idrocarburi (---), alla eomentrazione 
di 0,5 yfml. 

l) 3 : 4-bemofluoronwm + l : 12-be,;:wperilene : il grafico ha riprodotto fedelmente 
sohanto alcuni picchi caratteristici dei due idrocarburi. Il dosaggio è realizzabile soltanto per 
l'l: 12-benzoperilene a 383 m!L; 

m) l : 12-ben'o,pf'rilene + l : 2-3 : 4-dibemoanlrcu:en" : il grafico non ha riportato 
fedelmente le curve caratteristiche ed alcuni picchi si presentano a lunghezze d'onda difl'e· 
renti, Infatti la banda a 288 mp. dell'l : 12-henzoperilene interferi&ee con quella a 286,3 mtJ. 
dell'l : 2-3: 4-dibenzoantraeene, Si può dosare soltanto l'l : 12-henzoperilene a 362 mtJ.; 

n) l : 2-3: 4-diben:oantrcu:e/16 + l : 2·5: 6-dibelW>Gntr!JC4'ne: il grafico non ha ripor­
tato fedelmente le curve caratteristiche ed alcuni picchi si presentano a lunghezze d'onda di­
vel'l!e. La banda a 286,3 mp. dell'l : 2-3 : 4·dibenzoantl'acene con la banda a 286 mj.l dell'l : 
2-5 : 6-dihenzoantraeene appare nella miscela a 285,5 mp. ; la banda a 275,5 mp. dell'l : 2-
3 : 4-dihenzoantracene appare a 274,5 fD!J.• Si può d01111re soltanto l'l : 2-5 : 6-dibenzoantra­
cene a 297 mj.l ; 

o) l: 2·5: 6-dibemoant.racBIUI + antant.re>le: il grafico ha riport11to abbutan~a 
fedelmente le CIU'Ve caratteristiche, ma quantitativamente può essere determinato soltanto 
l'l: 2-5: 6-dihenzoantraeene a 348 fD!.L· Infatti le bande a 306 e 293,5 m!J. dell'antantl't!ne 
interferiscono con quelle a 297 e 286 mp. dell'l : 2·5: 6-dihenzoantl'acene, rendendo impos­
eihile il dosaggio dell'antantrene, che non può essere dosato nemmeno alle lunghezze d'onda 
piU alte (Fig. 3) ; 

... ,-------·----

• i 0,4 

J 0,3 

••• /\ 
/~\_,:' ' \ 

- '/ ' 
0,1 ........... ,_/ .... ' '•, 

' / ---\:.::.__________ ·--·--'~·..::~:;~-

'" 

l 

410 mJ' HO 

Lung,..•• ~·o".,. 
Fig. 3, - Spettri di assorbimento dell'l: 2-5: 6-dihenzountracene ( ..... ), dell'antnn­

trene (-- -) e della miscela dei due idrocarburi(---), alla concentrazione 
di 0,5 yfml. 

.·hm. /st. Supa. sa,.;u, (W67) 3, !5·.111. 



54 TECNICHE E METODOLOGIE 

p) anlanlrene + wronenc: il grafico noli ha riportato fedelmente le curve earatte­
rU.tiche. Infatti i massimi a 306 e 293,5 IJltl. dell'antantrene interferiseono CQD quelli a 302 e 
289,5 mi' del eoronene, dando una dev:iuione nella branca aseendente. Il coronene, però, 
può essere dosato alla ì.. di 338 IJI!L e l'antantrene alla À di 420 ll1jJ. e alla À di 428 111(J.. 

Miscele di quattro idrocarburi (esclusa la miscela 8 formata da tre idrocarburi). 

a) acenoftene + jiiWrf!ne +fenantrene+ antracene; 
h) fenOnlN!ne + antracene + pirene + jl~Wrantene ; 
c) pinme + jlaoramene + l: 2-b.!moalllrlll'fl'ne + 3: f.-hllmopirene; 
d) l ; 2-bemoontrocene + 3 : 4-be,qopirllne + l : 2-beruoperine + 3; 4-bem.ofluorant..ne ; 
e) l : 2-bemopirene + 3 : 4-bemoftuoranleoo + l : 12-bemoperilene + l : 2-3 : 4-di­

b..n:oonlroune ; 
f) l : 12-bemoperilene + l : 2-3: 4.-dibemoanlracern~ + l : 2-5: 6-dibe1uoal'ltranne + 

amal'ltrene ; 
g) l : 2·5 : 6-dibetmJantrcu:erw + amantrenc + a>ronene. 

Nella preparazione delle diven~e miscele abbiamo unito i singoli idro­
carburi in parti in peso eguali tra di loro, in modo da ottenere, per ciascuno 
di essi, una concentrazione finale di 0,25 y/ml. Anche queste miscele sono 
state analizzate allo spettrofotometro registratore e sui tracciati ottenuti 
110no stati ricercati e dosati gli idrocarburi presenti. Dall'esame di questi trac­
ciati spettrofotometrici è risultato che quando più idrocarburi sono presenti 
contemporaneamente, l'analisi quantitativa degli stessi è assolutamente irrea· 
lizzabile ed anche difficile si presenta il riconoscimento qualitativo. 

Dalle prove effettuate si rileva, perciò, necessario cercare di separare il più 
possibile tra di loro gli idrocarburi prima dell'esame spettrofotometrico, per 
permettere una buona valutazione sia qualitativa che quantitativa degli stessi. 

Separazione cromatografica su colonna di allumina, di una miscela di idrocarburi 
policiclici puri e loro successiva lkterminatione spettrofotometrica. 

Le conclusioni sopra riferite ci hanno indotti a mettere a punto un me· 
todo di analisi con il quale si potelllle realizzare una separazione il più possi­
bile completa dei singoli idrocarburi policiclici presenti nella miscela. A tale 
scopo ci siamo serviti della cromatografia su lunga colonna di vetro (GRABAM, 

1963), riempita di allumina con particolare attività ed utilizzando solventi 
a differente grado eluente. 

t stata preparata una miscela dei 15 idrocarburi policiclici puri sciolti 
in cicloesano (5 y per ciascuno di essi) ; la miscela, ridotta al volume di circa 
3 mi per evaporazione a temperatura ambiente, è stata cromatografata su 
lunga colonna (60 X 1,3 cm) di allumina così preparata: allumina attiva 
neutra Merck riscaldata in stufa a secco a 115°C per 3 giorni e tenuta in 
essiccatore in presenza di H,S04 al 50% per 36 ore circa. Con questa allu­
mina sospesa in cicloesano è stata riempita la colonna fino ad una altezza 
di 58 cm; la miscela degli idrocarburi è stata cromatografata ed eluita con 

.Anu. Illt. Super. 8anifù (1967) 3, 4~·69. 
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cicloesano e successivamente con cicloeSar;J.O più etere. Sono stati raccolti 
eluati da 3 mi, con il distributore di frazioni automatioo RadiRac LKB. 

La colonna osservata alla luce di Wood (a À = 366 m[J.) presentava zone 
a fluorescenza differente, dal giallo al violetto. Sono state raccolte complessi· 
vamente no 6.200 frazioni: fino alla frazione no 200 è stato usato come 
eluente solo cicloesano; dalla no 200 in poi è stato usato cicloesano mescolato 
ad etere (Carlo Erba RS puro per spettrofotometria) in quantità crescente, 
come risulta dalla Fig. 4 in alto. Al termine dell'esperienza la colonna è stata 
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Fig. 4. - Sequenza di eluizione ttomatografica della mi8Cela degli idrocarburi in e&llllle e 
peu:entuale ritrovata, 
Il grafico in alto mostra la pet't:entuale di etere aggiunta al cicloesano nei sucees· 
sivi momenti dell'elnizione. 
Il grll1ìco colonnato in baMO mostra la percentuale ritrovata dle lungheue d'onda 
segnate tia parentesi, degli idrocarburi messi a cromatografare : la linea conti~ua 
significa che l'idrocarburo è stato isolato e dosato con la prima cromatografia ; 
la linea tratteggiata 1lgnifica che fidrocarburo è 1tato ritrovato mi8Celato ad a.ltri 
nella prima cromatografia ed è stato invece quantificato dopo la seconda croma· 
tografia. 

l) AumajtsntJ (228,5 ffijL) - 2) FenantreM (292,5 mf.L) - 3) Pirern~ (334,2 lllf.L) -
4) FluroonUntl (287 ffijL) - 5) AntrO«'ne (252,7 ffijL) - 6) l : 2-BeiUOOntracene 
(288,2 UljL)- 7) 3 : 4-Benaopirerw {383-402 ffijL)- 8) l : 12-&~~.Wperikmo (383Ulf') -
9) l: 2·3: 4-Dibemoantrll«'ntl (286,3 UljL) - lO) Antcmlrene (428 lllf.L) - ll) Coro­
Mntl (302 mp.) - 12) l : 2·5: 6-Dibenzoomtraum~ (297 lllf.L). 

A.nn. !st. Super. Sanità (1067) :J, 45·59. 
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lavata abbondantemente con etere puro, per assicurarsi che tutti gli idro­
carburi fossero stati completamente eluiti, 

Le frazioni raccolte sono state esaminate allo spettrofotometro; quelle 
che presentavano tracciati spettrofotometrici identici sono state riunite in­
sieme e, per evaporazione a bassa temperatura e sotto vuoto, ridotte a piccolo 
volume. Su questo concentrato è stata eseguita la determinazione quanti­
tativa deJI'idrocarburo presente. 

Quando un composto si è presentato, dopo la cromatografia, miscelato 
ad altri (antracene con fenantrene, ftuorantene e pirene; antantrene con 
l : 2-3 : 4-dibenzoantracene e coronene) si è proceduto ad una ulteriore 
cromatografia su colonna pià piccola (1,1 X 35 cm) riempita con allumina 
deattivata mediante umidificazione in ambiente di H.SO. al 50%; come 
eluente è stato usato cicloesano puro. Dopo questa St'conda cromatografia 
si è potuto osservare che i primi quattro idrocarburi suddetti si sono ben se­
parati tra di loro ed è stato perciò possibile il loro dosaggio. Per quanto 
riguarda il secondo groppo di idrocarburi miscelati, invece, non è stato pos­
sibile separare l'antantrene dagli altri due e perciò questo idrocarburo è 
risultato difficilmente dosabile. 

I risultati ottenuti nel loro insieme sono esposti nella Fig. 4 in basso, 
dove sulle ascisse è riportato il numero delle frazioni raccolte e sulle ordinate 
la percentuale, riferita al teorico, dei singoli idrocarburi ritrovati. Il dosaggio 
di questi è stato eseguito alla lunghezza d'onda di un solo picco significativo, 
ad eccezione del 3 : 4-benzopirene che è stato dosato a due picchi signi­
ficativi. 

Come risulta dalla Fig. 4, dei 15 idrocarburi miscelati, dopo separazione 
cromatografica, ne sono stati determinati quantitativamente 12; gli altri 
3 (fluorene, 3 : 4-benzofluorantene e l : 2-benzopirene) sono stati ritrovati 
solo in tracce. G-li idrocarburi determinati quantitativamente si sono, per la 
maggior parte, presentati ben separati gli uni dagli altri e perciò facilmente 
dosabili. Di essi il massimo numero (ace~aftene, fenantrene, pirene, fluoran­
tene, antracene, l : 2-benzoantracene, l : 2-3 : 4-dibenzoantracene, coro­
nene) è stato ritrovato intorno al 100 % della quantità iniziale; del 3 : 4-
benzopirene è stato ritrovato 1'83 %; dell'l : 12-benzoperilene e dell'l : 2-
5 : 6-dibenzoantracene circa il 60 %; l'antantrene, eluito insieme all'l : 2-
3 : 4-dibenzoantracent' ed al coronene, si è quasi totalmente perduto, anche 
dopo la seconda cromatografia su piccola colonna. 

Si può inoltre osservare che l'antracene, anche dopo la seconda separa­
zione cromatografica, è eluito dopo il fluorantene, mentre teoricamente si 
sarebbe dovuto evidenziare tra il fenantrene ed il pirene; le tracce di 3 : 4-
benzofluorantent: e di l : 2-benzopirene sono state trovate prima del 3 : 4-
benzopirene; l'l : 2-5 : 6-dibenzoantracene è eluito per ultimo, mentre 
sarebbe dovuto scendere subito dopo l'l : 2-3 : 4-dibenzoantracene. 
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CONCLUSIONI 

Da quanto è stato riportato ci sembra si possano trarre le seguenti con­
clusioni: 

a) Quando gli idrocarburi aromatici policiclici si trovano tra loro riu· 
mt1 in miscele di due o di quattro, presentano tracciati spettrofotometrici, 
la cui interpretazione appare assai difficile e spesso impossibile risulta la 
determinazione quantitativa dei diversi componenti. 

b) La separazione cromatografica su lunga colonna di allumina, se­
guita da successive ulteriori cromatografie su colonne più piccole, oft're la 
possibilità di ottenere abbastanza ben separati i vari costituenti, che per la 
massima parte· possono essere identificati e dosati con notevole esattezza. 
Ciò nonostante, una piccola quota ai questi composti viene perduta, forse 
a causa della lunga durata dell'esperimento e dei vari e ripetuti procedimenti 
analitici (essiccamento, distillazione), che possono alterare il materiale allo 
studio. 

A tale riguardo basti ricordare le ricerche del RONDIA (1965), che ha 
dimostrato come tali idrocarburi possono volatilizzare a temperature infe­
riori al loro punto di ebollizione, quando seccati o adsorbiti su materiale pol· 
Vf'rulento o anche su semplice carta da filtro. · 

30 agosto 1966, 

BIBLIOGRAFIA 

BADGEil, G. M., J. K. DONNELLY & T. M, 5POTSWOOD, 1963. Thln-layet chromatography 
using partially acetylated cellu1ose ~ adsorbent. J. Chromatag., 10. 397. 

BERG, A. & J. LA!If, 1964. Sepa:ration of polycyclie a:romatic hydrocarbons by thln·layer 
chromatography on impregna t ed layen. J. Chromalog., 16, 157. 

BORNEFF, J. & R. FISCHER, 1961. Cancerogene Substanzen in Wasser und Boden. VI. Zum 
Nacbweis polycyclische:r Kohlenwassentoffe mittels spektuler Fluoreszenzzerlegung. 
ArJ.. Hyg. Bakkriol,, 145, 241. 

BoRNEPF, J. & R. FlscHER, 1962 a. Cancerogene Substam:en in Wasser und Boden. VIII. 
Untenuchungen an Filter·Aktivkohle nach Verwendung im WaSO!erwerk, Arch. Hyg. 
Bakt.eriol,, 146, t 

BoaNEFF, J. & R. FISCHER, 1962 b. Cancerogene Substanzen in Wuser und Boden. IX. Un· 
tersuchungen von Filtenchlamm eines Seewasserwerkes auf polyzykli11Che, aromatische 
Kohlenwusentofl"e. Arch, Hyg, Bak1erWl., 146, 183, 

BORNEFF, J. & R. FISCBEJI, 1962 c, Cancerogene Substanzen in Wasser und Boden. X. Un· 
tenuchung von Phytoplankton eines Binnensces auf polyzyklische, aromatlsche Kob· 
lenwllB!Ierstoffe. ArcA. Hyg. Bakteriol., 146, 334. 

BORNEFF, J. & R. FISCBt:R, 1962 d, Cancerogene Substanzen in Wa>1ser und Boden. XI. Poly· 
zyklische, a:romati8Che Kohlenwa!lllentoffe in Walde:rde. Arch. Hyg. Bakteriol., 146, 4.\0. 

BORNEFF, J. & R. FISCHER, 1963, Cancerogene Substanzen in W asser und Boden. XII. Poly· 
zykli1che, aromatiiiChe Kohlenwassentoffe in OberAilchenwasser. Arch. Hyg. Balcleriol., 
146, 572. 

A'"'· /al. Hwper. sa .. llù (196'1) :t, -lf>-r,o. 



58 TECNICHE E IIIETODOLOGIF. 

BoRNEFF, J. & H, KuNTE, 1963. Cancerogene Substanzen in Wasser und Boden. XIV. Wei­
tere Untenuchungen iiber polyzyklische, aromatiscbe Kohlenwauerstoffe in Erdproben. 
Arda. Hyg. BakterWl., 147, 401. 

BoRNEFF, J, & H. KuNTE,l964. Cancerogene Sub1tamo:en in Wasser und Boden. XVI. Nach· 
weis von polyzyklischen Aromaten in Wasserproben durch direkte Extraktion. Arch. 
Hyg. Bakteriol., 148, 585. 

CANDELI, A., A. J. ÙNDSEY & K. PERSAtJU, 1960. Detenni.uation of Jl(>lycyclic aromatic 
hydrocarbons in tobacco smoke. Anal. Chem. Aaa, 22, 458, 

CANTIJTI, V., G. P. CARTONI, A. LIBERTI & A. G. TOIUU, 1965. lmproved evaluation of poly­
nuclear hydroca:rbons in atmospheric duet by gas chromatography. J. Clarommog., 17, 60. 

COMIIINS, B. T., 1958 a. Polycyclic hydt'oearbons in rural and urban air. lmern •. l. Air 
Pollution, 1, 1.4. 

CoNMINS, B. T., 1958 b, A modified method for the detemtination of polycydie hydroearbons. 
AnalyM, 83, 386. 

CoMMINS, B. T. & A. J. LINDSEY, 1956. The determination of phenols by chromatography 
and speetrophotometry of their methyl ethers. II. The separation and quantitative deter­
mination of methyl aryl ethen. Amù. Chim. Acta, 15, 551. 

COOPER, R. L., 1954. The determination of polycyclie hydroearbons in town air. Analy&r, 
79, 573. 

GALi'ISKINOVA, V., 1964. 3: 4-bentpyrene determination in the smoky atmosphere of soda! 
meeting rooms and restanrants. A eontrihution to the problem of the noxiowmess of 110· 

ealled pllllsive smoking. NB()plasma, t1, 465. 
GIIAHAM, J. C., 1963. Mellllurement of polyeyelic hydroearbons in the air of Sydney using 

very long alumina eolumns for separatìon. /mem. }. Air Water Pallution, 1, 753. 
HARTWELL, J. L., 1951. Survey of eompounds whleh ha ve been tested for careinogenic acti­

vity. Federai Seeurily Age~~cy", Publie Herùlh Sert1iee, n. 149. 

HETTCH, H. 0., 1964. Bentpyrene und Spurenelemente in Grosstadtluft. fnlern. }. Air 
Water Pollution, 8, 185. 

HDFFMAN, D. & E. L. WYNDER, l96o a. On the iB01ation and identification of polyeyelic 
aromatic hydroearbons. Cancer, 13, 1062. 

HDFFMANN, D. & E. L. WYNDER, 1960 b. Sbort-tenn determination of earcinogenic aromatic 
hydrocarbons. Ancù. Chem., 32, 295. 

KUCHAIICZTJt, N., J. FOHL & J. VYMETAL, 1963. Diinn!!Chlebtchromatographie von Aromati­
sehe Kohlenwallset'l!toffen und Einigen Heterocycly!!Chen Verbindungen. J. Chromatog., 
11, 55. 

LIBERTI, A. & V. CANTUTI, 1964. Determinazione degli idrocarburi polieiclici nel pulviscolo 
urbano mediante cromatografia in fase gaA$0&a. Nuovi Ann. lg. MU:robial., 1S. 502. 

LI BERTI, A., G. P. CARTONI & V. CANTUTI, 1964. Gas ehromatography determination of poly­
nuelear hydroearbons in dust. }. Chromatog., 15, 141. 

LINIJSEY, A. J. & J. R. 5TANBURY, 1962. A &tudy of air pollution by analyais of partieulate 
materia! eolleeted {rom air filtration plants. Part Il, Detetmination of polyeyclic aro· 
matie hydroearbons in total air solids. /mern. }. Air Warer Pollution, 6, 387. 

RoNDIA, D., 1965. Sur la volatilité des hydrocarbtlRil polycycliqullll. lnrern. J. Air Waler 
Pollution, 9, 113. 

SAWICKI, E., W. C. ELBERT & T. W. STANLEY, 1965. The ftuorC!ICence-quenchlng effeet in 
thin-layer ehromatography of polynuclear aromatic hydrocarbon~ and their aza analoga. 
J. Chromalog., 17, 120. 

ScASSELLA.TI SFOJlZOLINI, G. & A. MARIANI, 1961 o, 3: 4-benzopirene ed altri idrocarburi 
polieielici nel fumo di sigarette • Nuionali EttportagÌone "· Boli. Soc. [tal. Biol. SpeT., 
:17, 766. 

Ann. /si. Su.~r. Saulhl (19417) 3, 4~·59. 



SCASSELLATI SFORZOLINJ, PASCASIO, HARCIIESOTTI E CRIUCCHt0 59 

SCASSEI.LATI SFORZOUNI, G, & A, MARIANI, 1961 b, Ricerca del 3: 4-benzopirene e di altri 
idrocarburi pollcicllci nel fumo di sigarette italiane (Contributo allo studio deU'azione 
caocerigena del fumo di tabacco). Ric, Sci. Rendiromi • Sez, B, l, 98. 

SCASSELLATI SFOBZOLINI, G. & G, SALDI, 1961. Ulteriori ricerche sugli idrocarburi policielici 
del fumo di sigaretta (Confronto tra il fumo aBpirato e quello raccolto neU'aria ambiente), 
Boll. Sf.lf:. Jrol, BWI. Sper., :17, 769, 

SCASSELLATJ SJ'OBZOLINI, G. & G, SALUCCI,l958, Prime ricerche sulla presetlJia di idrocarburi 
cancerigeni nel fumo delle 8igarette italiane. Boli. Soe, ltol, BWI. Sper., J4, 424, 

SEPPILLI, A. & G. SCASSELLATI SFOBZOLINI, 1963, Sulla prelletlJia di idrocarburi policirlici 
cancerigeni nelle carni cotte alla graticola, Boll. Soe. Iral, Biol. Sper., l9, IlO. 

SYHPOSIUJI ON POLYCYCUC HYDROCARBONs, 1960. Jruem. ]. Air Waler Pollulion, 2, 201. 
STOCJUI, P., B. T. COJOUNS & K, V. AuBBEY,196l. A &tndy ofpolycyclic hydrocarbons and 

tl'aee elemenb in smoke in Meneyside and other northlmlloealitie&. Inrern. J. Air W 111m' 

Pollution, 4, 141. 
VALORI, P,, C. MELCHIOJIRJ & N, VESCW,l963. Ricerea e determinazione degli idrocarburi 

policiclici nel pulvùcolo atmosferico della cittll di Roma, Nota I : determinazione del 
3: 4-benzopirene, N-i Ann, lg, Mic:robiol., 14, 434. 

Ann. Iat. Su~r. Sanità (1987) 3, 45·59. 



Su alcune metodiche per evidenziare la fibrinolisi 
atafilococcica 

LIVIO CAPOCACCIA (*) e CoSIMO PRANTERA 

Clinica delle Malattie TropicaU e lnfet.tive, Centro di Gaslroenlerologia, Universild di Roma 

Riassunto. - Gli AA. hanno ricercato la fibrinolisi stafilococcica su 44 
ceppi usando il metodo di CBRISTIE & WILSON (1941) che non contempla 
l'allontanamento degli inibitori della plasmina, il metodo di LACK (1957) 
che rimuove questi inibitori mediante cloroformio, e un metodo da loro ap· 
pron.tato, basato su1l'a1lontanamcnto di detti inibitori mediante acido ace­
tico. I migliori risultati sono stati ottenuti con il metodo dell'acido acetico, 
che ha evidenziato la presenza di attività fihrinolitica in 33 ceppi, mentre il 
metodo di Lack l'ha evidenziata in 28 e il metodo di Christie c Wilson in 26. 

Summary. (So~m methodi! for the evithntialion of staphylococcal fibrirw· 
lysis). - This invcstigation on tbc stapbylococcal fihrinolysis was carricd 
out on 44 strains of staphylococci, comparing tbc metbod of CHRISTIE & 
WILSON (1941), the method of LAcK (1957) and a personal technique hased 
on tbc removal of tbc plasmin inbibitors through the use of acetic acid. As 
it is known, the mcthod of Christic and Wilson docs not takc into due consi· 
dcration the rcmoval of tbc plasmin inhihitors, which can negativize tbc rcac­
tion. In the method proposed by Lack,._the removal of the inhibitors is ob­
taincd through thc nsc of chloroform, hut this snhstancc can intcrfcrc with 
the reaction of fibrinolysis, as it is capable of destroying small amounts of 
plasmin and of activating spontaneously tbc plasminogen. Furtbermorc, chlo­
roform is said to remove only the labile inhibitor of plasmin. Tbc Authors 
bave used acetic acid as removing agcnt of the inbibitors, as it does not seem 
to interfere in any way with tbe mechanism of tbe fihrinolytic rcaction. 

Tbe best results were obtained witb the method proposcd by tbc Au­
thors, which evhlentiated fibrinolytic activity in 33 strains out of the 44 
investigated. Tbc method of Lack resulted positive in 28 strains and the 
metbod of Christic and Wi1~on in 26. 

(•) Già ospite dei Laboratori di _Microbiologia dell'Istituto Superiore di Sanità. 

Ailil. Isl. SuPf'r. Sum"lil (11167) 3, 60·66, 
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Nei nostl'i laboratori il test della fibrinolisi stafilococ.eiea à stato eseguito 
per molli anni t'OD il metodo di CHRISTIE & WILSON (1941), che però ha dato 
spesso luogo ad inconvenienti, risultando negativo laddove tutte le altre 
prove cosiddette di patogenicità erano al contrario positive, 

LACK (1957), criticando questo metodo, ne ha proposto in sua vece un 
altro basato sull'allontanamento degJi inibitori della plasmina (fibrinoliaina) 
mediante l'aggiunta di cloroformio al plasma usato nel test. 

Oggetto deUa presente ricerca è il paragone tra questi due metodi ed un 
altro metodo da noi messo a punto, basato sull'allontanamento degli ini­
bitori della fibrinolisi mediante aggiunta di acido acetico. 

MATERIALI E METODI 

Metodo di ChristU e Wilson : all'agar semplice sciolto e raffreddato a 
500 C si aggiunge il 12 % di plasma umano ossalatato. La miscela viene te­
nuta a 560 C per 15 minuti per far flocculare il fibrinogeno in fibrina. Si versa 
in piastra e si fa solidificare. Si seminano gli stafi.lococchi e si tiene a 37°C 
per 48 ore. Il terreno è opaco e, in presenza di azione ti.brinolitica, attorno 
alle colonie degli stafilococchi si forma un alone chiaro. 

Metodo di Lack: per rimuovere l'inibitore della plasmina si mescolano 
mll di cloroformio con milO di plasma umano ossalatato e si lasma riposare 
per 20 minuti. L'inibitore si trova nel precipitato. Per il test si usa il llovra­
natante dopo la centrifugazione. Si mescolano ml l di questo soVYanatante 
con milO di agar semplire sciolto e raffreddato a 500 C e mll di fibrinogeno 
bovino Armour frazione I al 2,5 % in acqua distillata, sterilizzato per Seitz. 
La miscela ddle tre soluzioni viene tenuta. a 56o C per 20 minuti e poi versata 
in piastra. Dopo raffreddamento si seminano gli stafilococchi. Si procede 
come sopra. 

Metodo con acido acetico : a mll,5 di plasma umano oBSalatato si aggiun­
gono mi 28,5 di acqua distillata e acido acetico 0,1 M fino a pH 5,2-5,3 (il pH 
è stato misurato con potenziometro Beckmann su un campione del pool di 
plasma. Il quantitativo approssimativo di acido acetico 0,1 M neceBSario 
per ottenere i valori ottimali di pH si aggira sui ml 0,9-1,05 per mi 1,5 di 
pla11ma). Questa soluzione viene centrifugata, attenendosi la sedimentazione 
del precipitato formatosi dopo l'aggiunta deD'acido acetico. Si allontana il 
sovranatante e si ridiscioglie il precipitato in ml 1,5 di tampone Veronal 
a pH 7,8 (m1990 di una soluzione Verona) sodico 0,1 M, mi 510 di acido clo­
ridrico 0,1 N, gr 8 di NaCI e mi 450 di acqua distillata). Si aspetta qualche 
minuto per ottenere il completo ridiscioglimento del precipitato ripetuta­
mente pipettando. Al plasma così trattato si aggiungono ml 1,5 di fibrino­
geno bovino frazione I (Armour) al 2,5 % in acqua distillata (il fibrinogeno 
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va sciolto mettendolo su una ampia superficie, permettendone così un rapido 
e omogeneo assorbimento). La miscela plasma trattato+ fibrinogeno viene 
versata in mllS di agar semplice sciolto e raffreddato a 50° C e il tutto viene 
posto in bagnomaria a 56° C pt>r 20 minuti, per permettere la trasformazione 
del fibrinogeno in fibrina. Si versa in piastra e si procede come per i metodi 
precedenti. 

Ceppi. - Sono stati studiati 44 ceppi appartenenti al genere Staphylo­
coccus isolato da feci di adulti affetti da disordini enterooolitici di vario ge• 
nere e intensità. A parte due ceppi che aJI'atto dell'isolamento fermentavano 
anaerobicamente glucosio e mannite e che si erano in seguito dimostrati 
incapaci a fermentare anaerobicamente la mannite, tutti gli altri ceppi presen­
tavano ancora all'atto della presente ricerca ambedue le proprietà, unite 
variabilmente anche con le proprietà fosfatasi e coagulasi, 

RISULTATI 

I migliori risultali, come tisulta dalla Tab. l, sono stati ottenuti con il 
melodo da noi messo a punto, basato sull'allontanamento degli inibitori 
della plasmina mediante acido acetico. Con questo metodo, non solo sono 
risultati positivi tutti i ceppi positivi con gli altri metodi, ma a volte si è 
avuta una positività laddove gli altri metodi avevano dato risposte negative. 
Le zone di lisi, inoltre, sono state in genere più grandi e più nette che con gli 
altri due metodi, Da notare infine che, mentre ~ come si è detto -tutti i 
ceppi risultati positivi con il metodo di Lack efo con il metodo di Christie e 
Wilson sono stati positivi anche con il nostro metodo, tra questi due pnmi 
metodi c'è stata qualche discordanza, apparendo alcuni ceppi positivi con 
un metodo e negativi con l'altro e viceversa. 

Schematicamente si potrebbe concludere come segue : 

l) Con il metodo di Lack su 44 ceppi esaminati 28 sono risultati po• 
sitivi. 

2) Con il metodo di Christie e Wilson su 44 ceppi esaminati 26 sono 
risultati positivi, Cinque ceppi sono risultati positivi con il metodo di Lack 
e negativi con il metodo di Christie e Wilson, mentre in 3 ceppi è avvenuto· 
il contrario. 

3) Con il metodo dell'acido acetico su 44 ceppi esaminati 33 sono risul­
tati positivi, inclusi tutti i ceppi risultati positivi sia con il metodo di Lack 
che con il metodo di Christie. e Wilson. 
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TABELLA l. 

Rbpo1te alla ftbronoUd secondo l tre metodi da noi confrontati. 

No. del ceppi 
dl8tap~ 
dilltintl IIOOODdo 

le l'lllll08te al teet 

Metodo per Il test della dbrlno\181 ( 0 ) 

(llJU) LACK (19.:17) =-·· • """"'• l l 
--·-----+------T-----+-----1 

24 

Il 

4 

2 

3 

Tota1e oU 

Totale positivi 

(•) + positivo, - negativo. 

+ 

+ 

26 

+ 

+ 

28 

DISCUSSIONE 

+ 

+ 
+ 
+ 

" 

La fibrinolisi da parte degli 11tafilococchi viene operata per mezzo delle 
stafilochinasi, la cui azione non si discosta da alcuni noti proce11si della fi. 
brinoli11i. 

Come è noto, l'ultimo atto del proce811o coagulativo è la fibrinolisi. 
L'enzima preposto alla idrolisi della fi!trina, il plasminogeno (euglobulina 
inattiva presente nel siero e nel plasma), viene trasformato nell'enzima 
attivo plasmina (fibrinolisina) da due sil!tem.i di attivatori: gli attivatori 
diretti (plasminogenasi) e i proattivatori. 

Gli attivatori diretti, che sono presenti nei tessuti, nel sangue, nel latte, 
nelle urine e in altri umori, agiscono direttamente sull'euglobulina (plasmi­
nogeno) traMormandola nella sua forma attiva. 

I proattivatori, invece, presenti in grande quantità nel sangue e, in 
minore quantità, nella saliva, nel latte e nelle lacrime, sono incapaci di per 
se stessi di agire sul plasminogeno e necessitano, a loro volta, di un altro 
gruppo di enzimi, le lisochinasi. Similmente a questo agisce la streptochinasi, 
proteina batterica extracellulare ottenuta da colture di streptococco emolitico 
di gruppo A. Al contrario della streptochinasi, la stafilochinasi agisce come 
una pùuminogenosi, cioè attivando direttamente il plasminogeno (AsTRUP, 

1956; DAVIDSON, 1960). 
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A regolare il complesso sistema della fibrinolisi sono preposti gli inibì­
tori della plasmina (antiplasmine) e gli inibitori dell'attivazione del plasmi­
nogeno. Di questo secondo gruppo fanno parte le antistreptochinasi, le antiu­
rochinasi, l'acido &:-aminocapronico ed altri inibitori. 

Per una buona esecuzione del test non debbono essere sottovalutati 
questi inibitori, che possono ritardare ed anche impedire la comparsa della 
fihrinolisi attorno a colonie di stafilococchi in realtà pmduttori di enzimi 
litici. Ciò sarà ancora più facile quando scarsa sia la produzione di tali enzimi 
oppure quando il plasma usato sia particolarmente ricco in inihitori. La posai· 
bilità di reazioni fi.brinolitiche falsamente negative è stata sottolineata da 
LAcK. (1957) nella sua critica al metodo di CuruSTIE & WILSON (1941). 

Altro elemento importante per una buona lettura della fibrinolisi è 
una quantità sufficiente di fibrinogeno, la cui aggiunta da Lack stesso è stata 
consigliata sotto forma di fibrinogeno bovino. A questo proposito va notato 
che la stafilochinasi agisce soltanto sul plasminogeno umano e sotto questo 
aspetto la porzione di plasminogeno, sempre presente nel fibrinogeno bovino 
in commercio, non interferisce nella reazione. 

Risulta, quindi, assolutamente necessario l'allontanamento degli ini· 
bitori, così come proposto da LACK (1957). Per raggiungere tale scopo, que· 
sto Autore ha consigliato un metodo che prevede l'allontanamento degli 
inibitori mediante cloroformio, sostanza che rimuove un inibitore della pla­
smina (DE NICOLA & So.ABDI, 1960). Secondo ASTRUP (1956), con conferma 
più recente di DE BARBIERI (1965), esistono due tipi di antiplasmine. Una di 
C8Se, detta in.ibitore labile, può essere rimossa mediante trattamento con clo· 
roformio. L'antiplasmina stabile, al contrario, non ne è rimossa. 

Inoltre, numerosi sono gli effetti del cloroformio sulla fibrinolisi. Nel 
plasma trattato con cloroformio vi è una diminuzione del livello plasminico, 
perchè questa sostanza, in parte, distrugge la plasmina (AsTRUP, 1956). Il 
cloroformio sembra anche causare una spontanea attivazione del plasmirw· 
geno di tipo autocatalitieo (AsTRUP, 1956), 

È chiaro, allora, come il cloroformio non possa dare una risposta soddi· 
sfacente alla necessità di allontanare que1le sostanze che possono impedire, 
ridurre o ritardare l'evidenziazione della fibrinolisi stafilococcica. Certamente 
l'uso del cloroformio non è tale da alterare completamente le risposte fibri· 
nolitiche (vi è infatti una certa identità di risultati tra i vari metodi), ma è 
senza dubbio inadatto a svelare pienamente l'attività fìbrinolitica degli sta· 
filococch.i. 

Ci è parso quindi opportuno usare un'altra teenica che non solo fosse in 
grado di allontanare tutti gli inibitori, ma che per se stessa non interferisse 
nel complesso meccanico fibrinolitico. Un pH acido (tra 5,5 · 5,2), come noto 
(DE NICOLA & SoARDI, 1960; DE BARBIERI, 1965), determina una precipi· 
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tazione della frazione euglobulinica del plasma e con essa del plasminogeno e del 
proattivatore. Sono invece allontanati con il supernatante gli inibitori. Quale 
acidificante abbiamo usato l'acido acetico. 

Probabilmente la mancata evidenziazione di un'attività fibrinolitica 
da parte di alcuni ceppi di stafilococchi con il metodo di CHRISTIE & WILSON 
(1941) e con il metodo di LACK (1957) trova la sua spiegazione nella scarsa 
attività di tali ceppi, scarsa attività negativizzata dalle ragioni precedente• 
mente esposte. 

CONCLUSIONI 

Il test della fibrinolisi è un test ritenuto ancora valido ai fini di giudicare 
la patogenicità di un ceppo, con le limitazioni note a questi test. Ancor oggi 
sulla fibrininolisi è stata richiamata l'attenzione da Mc CABE (1966). Una 
corretta tecnica di esecuzione appare.'quindi fondamentale. 

Il metodo usualmente impiegato è quello di CHRISTIE & WILSON (1941) 
che, però, non contempla l'allontanamento dal plasma degli inibitori della 
plasmina, la presenza dei quali può evidentemente interferire nell'andamento 
della reazione. 

Sotto questo profilo, appare giustificato il metodo di LACK (1957) che 
per primo ha puntualizzato la necessità di allontanare gli inibitori deJla pla­
smina, rimozione da lui ottenuta mediante l'aggiunta del cloroformio. Questa 
sostanza interferisce però nell'attività fibrinolitica con il triplice meccanismo 
di rimuovere solo l'inibitore labile della plasmina, di distruggere piccole 
quantità di plasmina stessa e di attivare autocataliticamente il plasmi­
nogeno. 

Per tali motivi, abbiamo impiegato l'acido acetico quale fattore di rimo­
zione degli inibitori della plasmina. 

Su 44 ceppi di stafilococchi abbiamo paragonato il metodo di Christie 
e Wilson, il metodo di Lack e il metodo da noi approntato con acido acetico. 

Dai nostri dati risulta che il metodo con l'acido acetico è superiore a 
quello con il cloroformio (a sua volta superiore al metodo di Christie e Wil­
son) sia perchè capace di evidenziare una netta fibrinolisi laddove ciò non è 
possibile con gli altri metodi, sia perchè capace di provocare, in confronto 
alle altre metodiche, più ampie zone di lisi attorno a colonie di stafilococchi. 

5 settembre 1966. 
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