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I~TRODUZIONE 

Essendo noto che i lieviti sono, in generale, una bnona fonte di \-Ìtamine 
•lei gruppo B, è apparso interessante determinare il contenuto vitaminico 
tlelle biomasse Liquipron e Toprina. Viene tlapprima presentata una brevl'> 
rassegna dei metodi analitici attualmente usati e di'i risultati ottl'nuti .-la 
vari AA. sul contenuto vitaminico di lieviti diversi. Si è inoltre proceduto 
<1d una valutaziDne sulla copertura del fabbisogno vitaminicD in alcuni 
animali (vitello monogastrico, cavallo, suinetto, coniglio, gallina ovaiola e 
pollo da carne) nell'ipotesi di una dieta alimentare integrata, al lO % ~~ 

al 20 %, con le suddette biomasse. 

\t:ETODI ANALITICI 

Per le vitamine del gruppo B sono stati usati sia metodi chimici, ove 
disponibili con sufficiente grado di sensibilità e specificità (vitamine B1 , 

8 2, PP, colina), sia metodi microbiologici. Per le vitamine liposolubili sono 
stati impiegati metodi chimici. I metodi impiegati, sia chimici sia micro
hiDiogici, sono ampiamente descritti in letteratura [l-3] e saranno qui per
tanto solo brevr,mente riassunti, salvo casi particolari. 

Vitamina 8 1 , - Dopo idrolisi acida e digestione con diastasi, si separa 
la vitamina per cromatografia su Permutite T (Decalso attivato), si ossida 
•~on ferricianuro alcalino, si estrae con isobutanolo il tiocromo ottenuto e lli 
procede alla determinazione fluorimetrica di questo p, eccitazione, 365 nm; 
Ìl. '"missione, -135 nm). 

Vitamina B,. - Dopo idrolisi acida e digestione con diastasi, si eliminano 
rnolte ~ostanze interferenti per trattamento con KMn04 e poi H%02 • Si 
••segue quindi la misura fluorimetrica p.. eccitazione, ·140 nm; J.. l"missione • 
. )25 nm), che si ripete dopo trattamento con idrosolfito (prova in bianco). 
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Viatamina B 1,. ~ Dopo idrolisi acid<1. n1•utralizzazimw ,. diluizimw, s1 

fa incuhan• il campiom·, in paralldo cmt soluzioni standard. in prf'"~•·nza di 
un ceppo di lit•vito B0~dipendt•nte (Saccharomyces carlsbergrnsi.~ 4:?2H 
ATCC 9080). Si prncede poi alla misura turbidim•·trica. 

Vitamina B12 • - Dopo trattamt'nto con cianuro, si dilui~ce e si proced•· 
come per la vitamina ll1,, Ubaudo cmrw microrganismo Lactobarillus làch
munnii ATCC 7S:·JO. 

Vitamina PP.- Dopo idrolisi acida. ~i dt'tt1rmina l'acido uieotiniw culo
rimetricamt'ntc (a 440 nm) impiegando la reazioni' con bromuro di cianogeno 
t' aeido solfanilieo. In alternativa si può efff'ttuare la determinazioni" mieru
biologiea con Lactobacillus arabi.nosus (L plantarum) 17~5 ATCC 8014. 

Acido lJ-pantotcnico.- Dopo digestitm•• cor1 papaina e diasta~Si, si diiuisc•· 
t' si proced•· com1• per la vitamina B 0 • usando lo stesso microrganismo im
pit'gato per la vitamina PP. 

Biotina. ~ Si proccd1· come JWr la vitamina B,,. usallllo lo Sli'S!;O mieror· 
ganismo impiegalo pf'r la vitamina PP. 

Acido folico. - Dopo idrolisi ammoniacali~. neutralizzaziouc f' diluizioni'. 
sr proctld1• come pcr la vitamina B9 , usando come microrganismo lo Stn~p
tO('occu.ç lactis R (S. faerali.ç R) ATCC 8043. 

Jnositr1/0. - Si proef'dl' COmi' per Ja vitamina ll.,. U.'\ando COmi· IIIICror· 
ganismo il Saccharomyces carlsberf{l'nsis 4228 -- ATCC 908(1. 

Colina. - Dop1• ~~saurirntf' estrazium· mPtanolira r idrolisi con lla(OH)~
sl f'rl'cipita comt· rcinf'ckatu l' si determina quest1o colorimrtricament1• (a 
520 nm) in soluzione acetoni1;;t, 

Vitamina e prnt•itamim• A. ~ Dopo saponificaziom• alcalina ddla fra
zioni" lipidica [4] e separaziorw cromatografica su allumina [5]. si proced•· 
Jlt'r i caroteni alla misura SJICttrofotometrica t' per la yitamina A alla detrr· 
miuazione colorimetrica secondo il nu·toclo eli Carr-Price (ShCI, in clorofor
mio, misura a 610 nm). 

Vitamine e proritamine lJ. - Dopo 8aponifh:aziont• alcalina della fra· 
zionc lipidica [4]. si separa la frazione ~terolica mediante cromatografia su 
strato sottile (gel di silicc 60 F254 • solventi• benzene-acetone 95: 5); si proct'de 
Jlni alla determinazi,one dei singoli componenti mediantt• gascromatografi11 
previa silanizzazione, [5] o ml'diantt· cromatografia liquida ad alta pressione l6J. 

ViUlmina E. - Dopo saponificaziom~ alcalina della frazion1• lipidica [4], 
separazione cromatografica su allumina [5] ed eventualmente su strato sot· 
tile (gel di silict' 60 F 254 , solvente cloroformio) [7], si procede alla determina· 



(;AL'DIA:-.10. BELI.OMO!'iTE, ~A;<;ZI:-.11 .itl9 

~.ione colorimt~trica (a 524 nm) secondo il metodo tli Emmerie-Engel con 
Fr-CI~ e o:,o:' -dipiridile. Si possono tliffert-nziare i tocoferoli dai tocotrienoli 
pr-r il fatto che questi ultimi non danno la rr-aziontl t!i Emm•~rie~Engel dopo 
trattamento con acido solforico; l'itlentificazione dei singoli tocoferoli e toco· 
trienoli viene effettuata per via gascromatografica previa silanizzazione [8J. 

Vitamine K. - In mancanza di dati specifici in lt>tteratura, si sono ri· 
t•••rcate le vitamine K sviluppando un metodo per la lnro determinazione. 
Le diverse tecniche tli estrazione precedentemente dt~scritte per altri micror
ganismi [9] non hanno dato risultati soddisfacenti, Buoni recuperi si sono 
invece ottenuti con la tt'cnica seguente: la biomassa viene lasciata per lO mi
nuti a temperatura ambiente dopo aver aggiunto una volta t' mezza il suo 
peso in acqua, contenente l % di Triton X-100: si aggiunge quindi alcool 
t•tilico in quantità tale da ottenere un grado alcolico di 800, lasciando il tutto 
:w minuti a temperatura ambiente. Si filtra, si diluisce con acqua e si estrae 
eon esano. Dopo concentrazione della soluzione esanica, se ne sottopone una 
aliquota a cromatografia su strato sottile (lastre di gel di silice 60 F 2; 1, 

~olvente cloroformio), L'o~servazione a luce U.V. rivf'la come zone scure il 
lillochinone (RF = 0,69) e i \·ari menachinoni (RF ~ fra 0,61 e t1,75), che si 
pnssono poi eluire con alcool e determinare mecliaote spettrofotumetria U.V. 

RISULTATI E mSCUSSIO'o'F. 

È da premettere che, come segnalato da vari AA., il contenuto vitaminico 
tlei lieviti varia non solo c1m la specie e il ceppo, ma anche cnn le condizioni 
.. olturali, Per esempio, Vulf e Dunee [lO] analizzando molti lieviti hanno tro
vato un contenuto vitaminico complessivo più elevato in Ctmdida !ropicalis 
t>:l6. La Torula utilis mostrava invece un minor tenore in piridossina. pan
totenato e folato; ed inoltre si hanno notevoli perdite come comwgut"nza ddl'f's
siccamento: 62,6% per la B6 , 57,8 <Yo per il pantott"nato t' perdite minori 
per biotina e fnlato. Anche la riboflavina, vitamina notevolml'ntf' stabile al 
ealore, viene parzialmente 1legradata dall'essiccamento (11]. 

Per quanto riguarda le c.nndizioni colturali, Borukaeva [12] ha dimostrato 
<·he la resa in vitamine B1 e B6 e in pantotenato dipende ,Jalla fonte di •~ar

honio: per es, in Candida lipolytim la ~~~~tituzione del gluco~io enn paraffine 
fa tliminuire piridossina c pantotf'nato. mentre fa aumentar!" la tiamina. 

_\.Jcuni valOri rapprt>sentativi tll'i dati tJUantitativi ripurtati in lc•ttl"ra
tura per la Torula t' pr!r il lievito di hirra [l3l snno raccolti in Tah. l. 

Riportiamo inoltre 'lui di s••guito i valtJri medi trovati t la Popnva ( U, J 

-~u l i •~eppi •li Candida per alcune vitamine dd gruppo B, ··~prt•ssi in m g. kf!; 
di so..,tanza ~eeea: B1, lO: 8 6 15.5: PP. 524; pantott>nato, -'9fl: ino~itolo. 27.S7. 
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TABELLA l 

Valori relativi al contenuto vitaminieo di Torula e di lievito di birra (mgjkg) 

Tiamina •. 

Rihoftavina 

Piridosaina · HCI 

Niaciua ..... 

Acido pantotenieo 

Biotina .. 

Acido folico 

PABA 

VITAHINE 

: 

T~,~~~ 

5,3 

45,0 

33,4 
417,3 

37,2 

'·' 21,5 

17 ,o 

l Lievito di .bina 

50 - 360 

36 - 42 
25 - 100 

320 - 1000 

100 

5- 11:1 

15 - 8() 

9 - 102 

Per la vitamina B1a è stato riportato [15], in Candida puldwrrimo, un con· 
tenuto di 4,5 [.1.8/kg di materiale sedimentato. 

l lieviti contengono anche piccole quantità di vitamina E e un discreto 
quantitativo di provitamina D, che diventa attiva dopo irradiazione. La 
maggior parte dei lieviti non contiene vitamina A né ~rotene [13]. 

In Tab. 2 sono stati raccolti i dati quantitativi disponibili per campioni 
di Liquipron e di Toprina [16--19), intesrati da alcuni valori da noi ottenuti. 
l nostri risultati sulle vitamine lipoaolubili confermano che eue sono pratica
mente assenti sia nel Liquipron che nella Toprina. La reazione di Carr
Price per la vitamina A è risultata negativa, la reazione di Emmerie
Engel per i tocoferoli è rilmltata debolmente positiva e la principale sostanza 
reattiva si è dimostrata essere un tocotrienolo, con tracce di IX-toooferolo e 
di ar.-tocotrienolo. Assenti sono risultate anche le vitamine K. Per quanto 
riguarda le provitamine A e D. eono risultate assenti le prime, mentre delle 
seconde è presente in discreta quantità l'ergosterolo (provitamina D1): 

370 mg/kg nel Liquipron, 70 mg/kg nella Toprina. 
Come era da prevedere trattandosi di lieviti, le due biomasse mostrano 

un contenuto abbastanza rilevante di vitamine del gruppo B. Tuttavia i 
valori ottenuti da campioni diversi della atessa biomasaa presentano talora 
(ad es., per la vitamina B12) grosse differenze, riconducibili presumibilmente 
ad un proceHo fermentativo o estrattivo non ben standardizzato. Per tal 
motivo è difficile valutare se le ditferenze tra Liquipron e Toprina, che assu
mono un notevole rilievo per alcune vitamine quali la Bh la 8 6 , l'acido pan
totenico e l'acido folico, siano significative. Le nostre determinazioni di 
vitamina 8 1 (Tab. 2), effettuate su campioni di cui non era noto il tempo di 
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'{'ABEL!,,-\ 2 

Valori relativi al contenuto vitaminico di campioni di Liquipron e di Toprina 

(mg/kg) 

i Liquipron !16, "' Toprina {IB, l~] 

l VITAMINE 

1-
• • ' 

B, 28,3 38,7 12 s.oo 2.9 l. l 

82 136,9 129,7 94,00 102 

•• 10,4 14,5 29.00 30 

PP 4-119,8 589,0 442,00 439 

Acido pantotenico 312,3 334,7 ,,8,00 33 

Biotina 1,25 0,83 

.\.cido folico 11,10 10,3 1,60 1.2 

8,2 0,0245 0,0023 l 0,0026 0,023 

Colina , . 5827 614.0 7150 6000 

lnositolo l H20 2800 

A. N.D. 9 tracce l tracce 

D tracce N.D. 
E. 40 ' -; lO tracce < IO 

K l N.D. N.D. 
Provitamina D, l 370 70 

l valori delle oolonne a e b oon<> d••unti dai riferim•nti bibliogralici {16-UJ. l nlori drlla co>lonna ,. "'"" 
rdalivi a dati otoenuti d"'li AA. N.O.= Non determinahil~; ri•ulta a•oent• c<>n i met<>di impie~ati. 

immagazzinamento, sembrano indicare da un lato una differenza reale ma 
(}all'altro una scarsa stabilità della vitamina nella biomassa, che pertanto si 
comporterebbe, da questo punto di vista, analogamente ad altri prodotti usati 
in mangimistica [20]. Nell'ambito delle notevoli oscillazioni sopra evidenziate, 
risulterebbe comunque un contenuto io vitamine del gruppo B dello stesso 
ordine di grandezza di quello trovato in altri lieviti, salvo un tenore più 
elevato in nboftavina e più basso in folato. 

L'assenza, o quasi, di vitamine liposolubìli appare correlabile alla loro 
scarsa stabilità al calore in presenza di ossigeno; il processo produttivo delle 
biomasse prevede infatti un trattamento di oltre un'ora a temperaturt~: 
intorno ai 100o. 

È da segnalare la presenza di un certo quantitativo di ergosterolo (pro
vitamina D2), comunemente presente nei lieviti; i valori da noi misurati sono 
inferiori a quelli riportati per )a Toprina [21], e ciò è dovuto, probabilmentt>. 
alla scarsa stabilità dell'ergosterolo all'aria e alla luce. 
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Per valutare la rilevanza nutrizionale del contenuto vitaminico ddk 
biomasse, abbiamo calcolato se venisse coperto o meno, per le singole vita· 
mine, il fabbisogno di alcune specie animali, nell'ipotesi di un 'integrazione 
del mangime con il lO %e il 20 %di Liquipron o di Toprina. Gli animali presi 
in considerazione sono stati il vitello monogastrico, il cavallo, il suinetto, il 
coniglio, )a gallina ovaiola e il pollo da carne (broiler). Il contenuto vitami· 
nico delle biomasse è desunta dai valori medi riportati in Tab. 2, mentre i 
fabbisogni sono qualli indicati dal National Research Council [22]. 

l dati ottenuti (Tabb. 3 e 4) indicano che l'integrazione coprirebbe, in 
genere, il fabbisogno di riboftavina anche alla concentrazione del lO % di 
Liquipron o di Toprina. Per le altre vitamine del gruppo B il fabbisogno 
verrebbe coperto completamente o parzialmente a seconda della speci1• 
animale, del tipo di biomassa (Liquipron o Toprina), della percentuale di 
integrazione, dello stato di conservazione; per le vitamine liposoluibili, prati
camente assenti nelle biomasse, il fabbisogno non risulterebbe, ovviamente, 
ma1 coperto. 

Si ringrar.iano il dott. L. Lelli e il 8Ìg. M. Mosca, che hallllo validamente contribuito 
alla parte sperimentai ... 

BIBLIOGRAFIA 

1. STaoHECKER, R. & HENNING, H.M. 1965. VUamin Anoy. Verlag Chemie, Weinheim. 

2. AliSOCIATlON OF 0FFICIAL ANALYTICAL C&EIUSTS. 1975. Official Melhod3 oj Ant>lysis. 
A.O.A.C., Wasbington. 

3. MtNISTEilO DELl<'AGIUCOLTURA E DELLE FollESTE. 197.~. Mdt~di Uffidoii di Ant>lisi tkgli 
Alimenti per Uao ZOOIBCnico. SupplenentG n. 2. Roma. 

4. BELL, J, & CBRISTIE, A.A. 1974. Gas-liquid chromatographie determination of vito
min Do in fortified full-eream dried milk. Ant~ly51. 99: 385-386. 

5. BELLOMONTE, G., GAUDIANO, A., LAURJNJ, C .. LELLJ, L., CIVALLERJ, 5., GtLARDI, G. & 
SANZINI, E. 1977. Determinaaione 6imultanea e parallela delle vitamine A, D, E ne,:li 
alimenti dietetici e intep;ratori per maqimi. Hiv. Soc. Il. Sd. Alim. 6: 83-89. 

6. KNAPSTEIN, H., PocHEL, P. 5CBOU:, H. 1979. SpezieDe Problemc bei de.. Vitamin-ll 
Analytik in Frottermitteln mit HPLC . .P'eue Seifen AMrtchmiU<!i. 81: 121-·126. 

7. WHITTLE, K.J. & PENNOCK., J.F, 1967. The examination of thocopherol8 by two-dimen
sional thln-layer chromatography and subsequent eolorimetric determination. Ano· 
ly.t. 92: 423-430. 

8. SwvEll, H.T., SBELl<EY, L.M. & 8UllKS, T.l. 1967. Identification and estimation of 
toeopherols by gas-liquid chromato~ra(lhy. J. Amer. Oil Clwm. Soc. 44: 161-166. 

9. 8ISBOP, D.H.L., PANPYA, K.P. & KING, H.K. 1962. Ubiquinonf' and Yitamin K in ho<'· 
teria. BiocMm. ]. 13: 606-614. 



GA.UDL\NO, BELLOIIONTE, SA.l'i'ZINJ 575 

10. VULF, L. & DuNCB, M. 1965. Results of detennination of the vitamin B content in yeaet 
produced in the Latvian SSR. Ueh. Zap. L11111. &n. uryv. fi: 171-179; da Cliem. 
Abw, 66: 84740 q. 

11. Wn.EY, A.J., DUBEY, G.A., Lzua:, B.F. & HuG&BS, L.P. 1950, Torula yea1t grown
on 11pent sul&te liqaor. Ind. Efl8'. CIMm. D: 1830-1833. 

12. 80BUJUJCNA, M.R. 1967. EJI'ect of cubon 110uree. on thiamine, pantothenate, and PY• 
ridoxine content ol thutl Candida 6pecies. MiMobWlasiya. 36: 422; da: Clt.em. Aklr. U, 
51593 w. 

13. M.\.TZLBI, R.I. & TA.NNBNBA.UM, S. R. (Ed.), 1968. Shlfle--Wl!.Prouill. The M,I,T. Prese 
Cambridge, MaM. e Londra. 

U. POPOVA, T. E. 1968. Syntheti1 ol 8--vitamhw by Candida yeut 1train growing on n-al
kanel, Prinld. BioJrhtm. MillroiNol. 4: 103-107; da: Clu!n. Akv. 61: 85198 x. 

15. ~OIILUIBVILI, G.J. & OIIPOVA, S.A. Vitamin Bu in yea•U- 1964. MWobiologiya. 31: 
1027-1031; da: CMm. AbW. 62: 6832 d. 

16. MoNDINO, A. 1976. In: l11jormario11 omJ Data 011 Sofe~J of Liquipnm, boot. 2, pp. 270 e 
315. Liquiebimica BioMnte.i S.p.A .. Milano. 

17. RZIN.A., G. 1977. In: l11{ormc.Ro11 11rKI Dom 011 Safe~y of Liquipro11, book 11 {addendum), 
p. 2923. Liquiehimiea Bio&inteti S.p.A., Milano. 

18. MoBDUTI, A., CJ:Nm, 8., ToCCBINI, M., MoNBTTI, P.G. & P,t.RIIJJNI, P. 1977. Zooucn. 
NutTU, Allim, 3: 99 e in; .Docwnerwu:iorae SperirtYRfaU per I'AmmiuWilitò di« Toprina » 
n.U. Alimnda.riorae Animak, vol. l. I. 2.3.8. Italproteine S.p.A. 

19. M.uCHBT'I'l, M. 1977. In: DoeurtYIIIcu:iorae SperiJIMIIUJh par I'AmmU~i6iliM di« ToprirMI» 
nsU. AIÌliM'nCIUÌOM Animale~, appendice, 1.2.3.8. Italproteine S.p.A. 

20. G.A.UDI,t.NO, A. 1977. Stabilità delle vitamine negli integratori per mansimi. Riv. Soc. 
l&. Sri. Alim. 6; 131-134. 

22. j.A.cQUOT, R., LE B.A.BS, H., LBBOY A.M. &SmoNrmr, H, 1964. Données g"ni!iral" snr la 
natrition et l'afunentatiOJJ.. Vol. III di Nlllriho~ A11imak (a Clll'a di R. Jaequot, A.M. 
Leroy, H. Simonnet, F. Courvoi&il!l', M. Weber e H. Le Ban). Baillière Ed., Parigi. 

21. SNA.JD'&OOilT'I'l L. R. B. 1977. In: DocW~W,.:cu:iorN SJNT~ p.,- I'AmmiuiWJiat). di. 
c Toprina• Mila Alimms&uio118 Animak, voL l 1.2.3.2. Italproteine S.p.A. 



i!!/ 
r_--. 

i 
l 
r-

Metodo immuaoehimieo per il rieollOI!Cimeato e d....._;o 
eli ltiom•lbjle nei mantJmi 

VI'I"'''lUO SJLANO 

La6onrlerio di Touicofcwia 

:l:1tato preparato un •iero specifieo anti-Toprina contenente anticorpi 
precipitaati almmi antigeni della Toprina. 

La apeci&.cità di queato Biero per la Toprina ~ atata dimostrata anaJis.. 
zando Jti eHratti ottenuti eia numerosi microrganiami con il siero in quedioae 
mediante doppia immunodìll'nsiooe (Fig. 1). 

A B 

D c 

Fil. l. - A.ulisi IIU!dimte doppia immunodit'aaioae COD il siero aDti-Toprlaa di ettratti 
otteaati da ~i diveni, da TopriDil e da maqimi eoDteaeDti Taprilla 
coa NaCJ 0,1$ )(. 

Ylllr'iM A.- J, 3, 5, 8: utipne deUa Toprbla (controllo); 2: Topriaa Su.ari; 4: To
prbla Toriao; 6: c-dUo 11\pelyriM 5654.; 7: C..nditla li~iea 5657, 

v .,..;,.o B. - l, 3, 6, 8: uti1eae della Toprbla (contn~Uo); 2: PenieilUarn ~ 
paeftlm; 4: .8cJdmarn C.U; 5: ~ fll6tUir. 7: Stre~ •P· v.- C. - l, 4, 5, 8: .adpne deDa Toprina (CODtrollo)! 2, 3: lievito di bin-a eom~ 
merciale; 6, 8: miMtla di PtmiciUiam ~ BMWium coU, BeeiU.. •a6rilU. S:lrq
...,_, •P. e lievito di bifta COIIIJile!'dde. 

v.,;no D. - 1: JDa111i- aeua 'Toprina; 2: mangime ooate~~.eate il 2,5 % di Topriaa; 
.3, 6: muapne eoa._... il S % di Topdu; 4, 7: JlliiDiime conteneate il lO % dl TGpriaa; 
5: 11Dtlf- deU. Toprina (oonuaDo); 8: maapne eonteaeate ill5 % di Topriaa. 

AH.lf4. SWJ!fl'. 8 ....... (1019) li, 11'7-Ue 

. ·---· .. -------
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L'analisi in doppia immunodiffUBione con il siero anti-Toprina consente 
il ricon08cimento ed il doeaggio semi-quantitativo della Toprina presente 
·nei mangimi fi.no a quantità pari al 2,5% (Fig. 1). Questo dosaggio semi
quantitativo presenta notevole semplicità tecnica e limitato impiego di 
tempo da parte dell'operatore e si presta, quindi, ad analisi di« routine». 

La determinazione quantitativa della Toprina nei mangimi può essert", 
invece, effettuata con il 8Ìero an ti-Toprina con la metodica di immunodiffu· 
sione radiale, in cui non si ottiene, come nella doppia immunodiffusione, un 
arco di reazione, ma un anello di precipitazione la cui area è direttamentr 
proporzionale alla quantità di Toprìna p:resentt" (Figg. 2 e 3). 

., < .: -~- . 
,..., ..... ~~-:,ffi'fY· 

Fig. 2. - Analisi mediante im-.o.\UlOdiiJullione radiale con il siero anti-Topriua di estratti 
ottenuti da m~mi contenenti Topr:ina oon NaCI 0,15 M. 

Da •iBinra s dutra: Toprina, mangime contenente il 20 %. 12 %, IO% e lo O% d 
Topriua, 

20 

~ 15 

s 

o 60 70 BO 90 100 
area mm2 

Fig. 3. - Dosaggio della Toprina nei mangimi. Aree 
degli anelli di precipitadone della Fig. 2 
contro la pereelltuale di Topr:ina dei cam. 
pioni corriepondenti. 
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Essendo stati i risultati di tale ricerca già pubblicati in extenso (1], questo 
J;1voro propone il metodo in questione sotto forma di protocollo sperimentale 
unitamente alla trattazione di tutti i dettagli sperimentali critici. 

l. - Materiali 

l.l. - .Macinello elettrico per caffè. 

1.2. Ct>ntrifuga da tavolo ed ultracentrifuga preparativa, 

l.3. - Vetrini da microscopia 75 X 25 mm. 

1.4. Palloni tarati da 5 l. 

1.5. - pHmetro. 

1.6. - Becker da 50 mi. 

l. 7. Frigorifero. 

1..8. - Pennello. 

1.9. Stufa a secco termoregolabile. 

1.10. Pipette lla 10, 5. 2 ed l mi. 

1.11. - Foratappi 4 mm e 8 mm. 

1.12. - Pipette Pasteur ricurve. 

1.13. Pompa a vuoto. 

1.14. Camera umida (o scatola di Petri). 

1.15.- Cotone idrofilo. 

1.16. - Vaschette di plastica di varie dimensioni per lavaggi. 

1.17. - Vaschette di plastica di varie dimensioni per colorazioni o de-· 
colorazioni, 

1.18. Carta da filtro. 

1.19. - Bunsen. 

1.20. - f:alibro (oppure, monoculare ingranditore con scala graduata 
incorporata, o microscopio da dissezione con obbiettivo lx). 

1.21. Tavolo di livellamento. 

1.22. - Sorgente luminosa incidente su fondo scuro. 

1.23. - Microsiringhe da 100 e 25 [li· 

1.24. - Bagnomaria termoregolato. 

1.25. - Carta millimetrata. 

1.26. - Termometro. 

1.27. - Liofilizzatore. 
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2. - Reattit•i 

2.1. - Cloruro di sodiu. 

2.2. Cloruro di potassio. 

2.3. - Agaros1'. 

2.4. - Acqua distillata. 

2.5. - Dietilbarhiturato sodico (Barhitone sodio), 

2.6. - Acido cloridrico, 

2.7. - Sodioazide. 

2.8. - Detergente. 

2.9. - Acido tannico. 

2.IO. - Bleu di Comassil'. 

2.11. - Alcool metilico. 

2.I2. - Acido acetico glaciale. 

2.13. G-licerina, 

2.I4. - Ammonio solfato. 

2.I5. Adiuvante completo di Freund. 

2.I6. - Campioni di Toprina e di mangimi contenenti il 2, 5, IO e 20% 
di Toprina. 

3, - Preparazione fkl siertl anti-Toprina 

3.1. - Preparazioni" dell'antigene, 

L'antigene da iniettare ai conigli per la preparazione dell'immunsierv 
anti-Toprina viene estratto dalla Toprina sospendendo IO g di hiomas~a 

in 100 mi di 0,15 M NaCl (2.1) per 3 ore sotto agitazione meccanica. La so
spensione è, quindi, centrifugata per 30 min a 45.000 g (1.2) ed il super
natante addizionato con ammonio solfato (2.14) fino alla concentraziom~ 

di 4,0 M. 11 precipitato così ottenuto, che costituisce l'antigene, vienl'- ridi
sciolto in acqua, dializzato contro acqua distillata per 5 giorni a 4 oC e 
liofilizzato. 

3.2. - Immunizzazione dei conigli. 

A IO conigli di razza Nuova Zelanda, di circa 3,5 kg di peso, vengono 
iniettati 0,5 mi ciascuno di una soluzione contenente 20 mg di antigene liofilo 
per mi, dopo opportuna emulsione con un eguale volume di adiuvante com
pleto di Freund (2.15). Circa 0,3 mi della sospensione vengono iniettati nei 
polpastrelli delle zampe anteriori ed i restanti 0, 7 mi vengono, invece, 

A""· 1111. Supor. Strlliltl (111-79) U, 5:'7-586 
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iniettati per via intramuscolare. Dopo 21 giorni viene praticata una seconda 
iniezione di 2 mi di soluzione di antigene (40 mg totali di liofilo) per via endo
venosa. Quindi, ad ogni coniglio viene iniettato per due volte, ogni dieci 
giomi, l mi di soluzione di antigene contenente l mg di liofiio per mi. Dopo 
8 giorni circa, i conigli sono sottoposti a salasso dalla vena marginale 
dell'orecchio per il controllo del titolo anticorpale, e, quindi, definitivamente 
salassati, Il siero raccolto yiene scaldato a 56 oc per 30 min per inattivare 
il complemento e conservato ·~ - 30 °C. 

4. - Analisi di doppia immunodiffusione in« agarose» 

t l. - Preparazione dell'estratto del mangime. 

Sospendere IO g di mangime in 100 mi di soluzione N aCI 0,15 M per 3 h 
a temperatura ambiente. Centrifugare la sospensione a 45.000 g per 30 min 
t' liofilizzare il supematante. Ridisciogliere il liofilo alla concentrazione di 
lO mgfml di acqua ed usare questa soluzione per l'analisi in immunodiffusione. 

L2. - Preparazione della soluzione di« agarose». 

-1-.2.1. - Duecento mg di agarose (2.3) vengono disciolti in 10 ml di 
acqua distillata scaldando con cautela su fiamma diretta di Bunsen (1.19). 

4.2.2. - Duecento mg di barbiturato sodico (2.5) vengono disciolti 
in 4,5 ml di acqua distillata e mescolati con 5,5 mi di HCI 0,1 M (2.6). 

t.2.3. - Si mescolano a caldo le soluzioni 4.2.1 fl 4.2.2. 

4.2.4. 
t2.5. 

Si aggiunge sodiazide (2. 7) fino allo 0.1 %. 
Questa soluzione cosi ottenuta si usa a caldo. 

1.3. - Preparazione dei vetrini di« agarose». 

·1.3.1. - Dei vetrini da microscopia (1.3) vengono lavati accuratamente 
eon detergente (2.8), con acqua distillata e, quindi, asciugati con carta da 
filtro (1.18). l vetrini puliti ed asciutti vengono spalmati per mezzo di un 
pennello (1.8) con un sottile strato di « agarose» tamponato fuso (4.2). 
I vetrini così preparati sono, quindi, seccati in stufa (1.9) a 80 °C. 

Su ogni vetrino precedentemente preparato c posto su un piano per
fettamente orizzontale (1.21) si stratificano 2 mi di« agarosio» tamponato 
fuso (4.2.) con pipetta da 10 ml (1.10) preventivamente riscaldata sotto getto 
•li acqua calda (l'operazione deve essere eseguita con celerità, ma anche con 
accuratezza affinché si formi uno strato omogeneo di« agarose» ben distri
lmito fino ai bordi del vetrino). Si lascia gelificare per circa 30 min a tempe· 

" 
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ratura ambiente, evitando accuratamente scosse o maneggiamenti dei prf'
parati in via di gelificazione. Se il procedimento è stato eseguito bene si 
dovrà ottenere uno spessore omogeneo e trasparente di circa 2 mm di« aga
rose" gelificato. Qualsiasi malformazione dello strato di « agarose" gelifi
cato (presenza di bolle di aria, ecc.) può influire negativamente sui risultati 
dell'analisi. 

4.3.2. - Lo strato- di « agarose» gelificato viene inciso con apposJtJ 
foratappi del diametro di 4 mm e di 8 mm (1.11) secondo la disposizione 
riportata in figura: 

o o o o o o 
o o o o 

L'« agarose » inciso viene, quindi, asportato mediante sottili pipette Pa
steur ricurve (1.12) collegate ad una pompa a vuoto (1.13) in modo da deter
minare la formazione di pozzetti con bordi perfettamente regolari. La forma
zione di pozzetti irregolari può inftuire negativamente sui risultati della 
analisi. 

4..4.. - Procedimento per l'analisi. 

4.4.1. - I pozzetti da 8 mm, accuratamente vuotati del liquido di 
condensa, vengono riempiti mediante apposita microsiringa (1.23) con 50 fLI 
di siero anti-Toprina (3) e quelli da 4 mm con 15 fll di estratto dt"! 
mangime (4.1). 

Per consentire alle soluzioni di diffondere nello strato di « agarose», 
i vetrini vengono posti per 24 ore in posizione perfettamente orizzontale in 
camera umida (1.14). La camera umida può essere faci1mente preparata con 
una grossa scatola di Petri rovesciata. I vetrini vengono deposti sul coperchio 
rovesciato della scatola di Petri con ai lati uno. strato di cotone (1.15) imhf'
vuto di una soluzione acquosa allo 0,1 % di sodioazide (2.7) su cui aderisce 
a tenuta l'altra metà della scatola di Petri. 

4.4.2. - In presenza di Toprina nel mangime analizzato, nel punto di 
incontro delle due soluzioni che lentamente diffondono nello spessore di 
« agarose», si forma una sottile linea di precipitazione (complesso antigene/ 
anticorpo), ben visibile alla osservazione dei preparati illuminati con luce 
incidente su fondo scuro (1.22). Ove nel mangime in esame siano presenti 
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rilevanti quantità di microrganismi diversi dalla Toprina, una debole linea 
di precipitazione molto vicina al pozzetto del siero può anche formarsi. 

4.4.3. - I vetrini vengono, quindi, sottoposti ad una serie di lavaggi 
effettuati con tampone barhiturato sodico pH 8,2 con la seguente com· 
posizione: 

Barbiturato sodico (2.5) 

HCI l M (2.6) . 
KCI (2.2). . . • 
Sodioazide (2. 7} 

Acqua distillata (2.4} fino a 

15 g 

23 ml 

34g 

5 g 

5 l 

cambiando la soluzione di lavaggio 3 volte al giomo, per due giomi, allo 
scopo di allontanare dalle maglie dell'agarose le proteine che non hanno 
reagito (un lavaggio incompleto dei vetrini rende impossibile l'osservazione 
delle bande di precipitazione dopo la colorazione). 

4.4.4. - Si procede, quindi, al fissaggio delle reazioni di precipitazione 
immergendo per 5 min i vetrini in soluzione di acido tannico all'l % in 
acqua distillata. I vetrini vengono immersi in acqua distillata per due o tre 

ore e, quindi, essiccati in stufa a secco a 37 OC (1.9). 

4.4.5. - Quando l'« agarose » è ridotto ad una sottile pellicola comple
tamente essiccata, si procede alla colorazione, tenendo immersi i vetrini per 
10 min in una soluzione di Bleu di Comassie (2.10) della seguente com
posizione: 

Bleu di Comassie (2.10) 

Alcool metilico (2.11) 

Acido acetico glaciale (2.12) 

Acqua distillata . . . 

0,1 g • 

50 mi 
10 ml 

40 ml 

La soluzione va preparata due volte al mese. 

4.4.6. - Si procede, quindi, alla decolorazione dei preparati immer
gendoli nella soluzione decolorante della seguente compo11izione: 

Alcool metilieo (2.11) 50 ml 
Acido acetico glaciale (2.12) 

Glicerina (2.13) • 

Acqua distillata , 

IO mi 
10 ml 

30 ml 

l lavaggi sono ripetuti fino ad ottenere delle linee di precipitazione co
lorate su fondo incolore. Si asciuga varie volte con carta da filtro e si lascia 
seccare a temperatura ambiente. 

.11011. !st. SMJ>Ir. S~nilà (1979) U, 577-{;86 
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4.5. - Valutazione dei risultati. 

I risultati dell'analisi sono valubti in base alla presenza (od assenza) 
della reazione di precipitazione specifica. Risultati di ordine semi-quanti· 
tativo possono essere ottenuti effettuando, contemporaneamente all'analisi 
dei campioni incogniti, anche campioni di definita 1.' nota composizionf' 
pt"rcentuale di Toprina (2.16) (Fig. 2). 

5. - Analisi dì immunodiffusione radiale in« agarose» 

5.1. - Preparazione tkgli estratti. 

Si procede come al punto 4.1. 

5.2. - Preparazione della soluzione di« agarose» tamponato. 

Si procede come al punto 4.2. 

5.3. - Preparazione dei vetrini di « asarose». 

5.3.1. - Dei vetrini da microscopia (1.3) vengono lavati accuratamentl.' 
con detergente (2.8), con acqua distillata e, quindi, asciugati con carta da 
filtro (1.18). I vetrini puliti ed asciutti vengono spalmati per mezzo di un 
pennello (1.8) con un sottile strato di« agarose» tamponato fuso (4.2). I 
vetrini cosi preparati sono quindi seccati in stufa (1.9) a 80 oC, 

5,3.2. - Si pongono in un becker da 50 mi 0,8 ml di acqua distiUata (2.4) 
e 0,2 mi di siero anti-Toprina (3) e si aggiungono, con pipetta da 5 mi (1.10), 
2 ml di « aga rose» tamponato fuso ( 4.2), portato, in bagno maria termorl.'· 
golato (1.24) alla temperatura di 60 oc (si deve controllare la temperatura 
con termometro (1.26) immerso direttamente nell'« agarose » fuso). Si mescola 
accuratamente e si versa rapidamente la sospensione sul vetrino (5.3.1) 
posto su un piano perfettamente orizzontale (1.21) e si lascia gelificare a 
temperatura ambiente per almeno 30 min, evitando scosse e maneggiamenti 
dei preparati che potrebbero danneggiare l'uniforme gelificazione dello strato 
di « agarose ». 

5.3.3. - Lo strato perfettamente piano e trasparente di « agarose » 
gelificato viene inciso con apposito f<lratappi del diametro di 3 mm secondo 
la disposizione riportata in figura: 

o o o o o 

A nn. I .t. Suptr. S<Tnilti U979) 15, 5~7-f>M 
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L'« agarose » inciso viene, quindi, asportato mediante sottili pipettc 
Pasteur ricurve (1.12) collegate ad una pompa a vuoto (1.13) in modo da 
avere la formazione di pozzetti con bordi perfettamente regolari, 

La formazione di uno strato non unifonne di« agarose» o di pozzetti 
irregolari può influire negativamente sui risultati dell'analisi. 

5.4. - Procedimento per l'analisi. 

5.4.1. - l pozzetti vuoti (l'eventuale condensa acquosa formatasi al
l'interno dei pozzetti deve essere asportata con pipetta Pasteur collegata 
alla pompa da vuoto) vengono riempiti, usando apposite microsiringhe (1.23), 
con 12 !Ù degli estratti di mangimi a contenuto noto di Toprina e del man
gime in esame. 

Per consentire alle soluzioni di diffondere nel gel, i vetrini vengono, 
quindi, posti in posizione perfettamente orizzontale in camera umida (1.14) 
per 24 ore. 

5.4.2. - In presenza di Toprina nei campioni in esame, si forma intorno 
al pozzetto un cerchio di reazione che risulta ben visibile, anche dopo 12-14 
ore, effettuando l'o11Servazione dei preparati a fresco con una sorgente lu
minosa incidente su fondo scuro (1.22). 

Per una valutazione definitiva si lasciano stabilizzare le reazioni, man-
tenendo i vetrini in camera umida per 24 ore. 

5.4.3. - Si procede come al punto 4.4.3. 

5.4.4. - Si procede come al punto 4.4.4. 

5.4.5. Si procede come al punto 4.4.5. 

5.4.6. Si procede come al punto 4.4.6. 

5.5. - Valutazione dei risultati. 

Risultati di ordine quantitativo possono essere ottenuti effettuando, 
('Ontemporaneamente alla analisi dei campioni incogniti, anche quelle di 
campioni a percentuale nota di Toprina (2.16). Si misurano con un calibro, 
oppure con adeguati strumenti ottici (1.20), i diametri ortogonali di cia11cun 
aneUo di reazione (Fig. 2) e si calcola l'area degli anelli in questione in base 
al diametro medio. Si costruisce una retta di taratura su carta millimetrata 
(1.25) ponendo in ordinata la percentuale di Toprina ed in ascissa le aree 
Ilei cerchi di reazione dei campioni di riferimento (2.16). La retta di taratura 
tleve essere opportunamente calibrata per il contenuto di Toprina che si 
tleve determinare (Fig. 3). 
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Per mezzo di questa curva di taratura, calcolando le aree dei cerchi di 
reazione di mangimi a contenuto incognito di Toprina, è possibile risalir1~ 
alla percentuale di Toprina presente. Se il campione in esame non contient" 
Toprina non si osserva alcun cerchio di reazione. 
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Accertamento dell'uso delle biomasse da n-alcani nell'alimen

tazione animale mediante analisi della produzione zootecnica 

LuiGI BONIFORTI, MASSIMO DE VINCENZI e ViTTORIO SILANO 

Laboratorio di Touic<>lo,!;ia 

INTRODUZIONE 

Il problema di accertare l'eventuale uso delle biomasse da n-alcani 
nl"ll'alimentazione animale mediante analisi della produzione zootecnica si 
pose alcuni anni fa, quando fu ventilata la possibilità che le carni ed altre 
produzioni zootecniche importate da alcuni paesi europei fossero state otte
llUte con mangimi addizionati di tali biomasse. Tale problema poté essere 
ollfrontato grazie alle ricerche svolte indipendentemente presso l'Istituto 
Superiore di Sanità [1-3] e presso l'Istituto di Industrie Agrarie dell'Università 
di Milano [4--7). Da tali ricerche erano, infatti, emersi chiaramente tre tU
versi metodi utilizzabili per svolgere una indagine conoscitiva su carni ed 
altri prodotti di importazione. Tali metodi erano basati su: 

a) determinazioni quali-quantitativa degli n-alcani fra C13-C~0; 

b) determinazioni quali-quantitativa degli acidi grassi con numero 
dispari di atomi di carbonio; 

c) misura del livello dell'isotopo del carbonio di massa 14. 

DOSAGGIO DEGLI N-ALCANI 

La presenza nei tessuti animali di n-paraffine fra C13 e C30 in rapporti 
comparabili alla Toprina è da considerarsi evidenza probante dell'uso 
tli biomasse derivanti da n-alcani nell'ottenimento della produzione zootec
nica in esame. Infatti, come risulta dalla Tab. l, il tessuto adiposo dei suini 
trattati con Toprina (B, C) contiene quantità rilevanti di n-paraffine; tali 
paraffine sono assenti nei tessuti. degli animali di controUo (A). Inoltre la 
composizione delle n-paraffine rinvenute nel tessuto adiposo è risultata 
praticamente identica a queUa delle n-paraffine della Toprina (Tab. 2). 

La specificità del reperto di n-alcani nel tessuto adiposo degli animali 
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TABELLA l 

ldroearhuri paraffinici (*) di tessuti di swm alimentati con diverse quantità 
di Toprina 

' 
p. p. DI. 

' ' 
' 

l i TESSUTO A(") B (''') c('''') ; 

i 
l 

l 
' 

l l l l C, -C,. c,-c .. 
l 

c,.-c, c.,-c,. C,.-C, c., -e., 

' l 

Adipo~o . - - 53,0 14,0 56,0 15,0 

Cardiaco - - 1,3 0,4 1,6 0,4 

Cttebrale . - - - - - -
Epatico - - - - - -

(') Lo determinulollo dorli idroeo.rb~~ri do C10 o C11 o do C.. ilo ou n<>n l otau dott11oto o ooooo di 
intariiiRDoe <i.ovuto o<i. oltri '"""'P""'i pnoentl -•he aosll "•!!".,.; clecli ollimoli di <><>ll.trollo. Rlp..,oa do Ali. 
monti e Coli. (l] 

('"l !leDn TopriBo. 
(000) 15% Toprino. 
( 0000 ) !1(1% Toprino. 

TABELLA 2 

Compo.sizione percentuale delle n -paraft'ine 
della Toprina * 

PARAFFINA l % 

c., Trideeano 2,80 

c,. Tetradeeano . 17,00 

c,. Pentadeeano 19,00 

c,. Esadeeano . 16,00 
c., Eptadeeano 8,6Q 

c,. Ottadeeano . 1,6Q 

c,. Nonadeeano 0,80 

c., Eieosano 0,60 

c,. Eneioosano 0,40 

c., Dnooo!ano 0,01 

c~" TrieoBano l 5,50 

c .. TetraCONno 5,6Q 

c,. Pentaeosano 1,10 

c,. EBaeosano 3.50 

c,. Nonaoosano 8,50 

c,. Triacontano . 9,00 

Ol!"ni rioultot~ ~ Uledio di 3 dotuminuioni. 
• Il doo"'!"~" ~ ototo effettuoto co11 n metodu deocritto 

Mucdu e Culi. (<[ueoto volume, pog. 525). 

A nn. Ili. S~<pU. Sanità (19711) 15, ~~;-!1\16 
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trattati è stata posta in discussione da Valfré e Coll. [8] a eausa del 
ritrovamento di considerevoli livelli di n-alcani ed idrocarburi in genere nel 
grasso di suini e bovini di diversa provenienza e, comunque, non alimentati 
con biomasse da n-alcani. Tali reperti, comunque, non appaiono rilevanti in 
relazione al problema in esame in quanto la eomposizione di tali n-alcani 
è diversa da quella degli n-alcani della Toprina ed, in particolare, il tetra
decano, pentadecano ed esadecano, molto abbondanti nel grasso dei suini ali
mentati con Toprina (>50 o/o), sono presenti solo in tracce nel grasso di 
animali non trattati. 

TABELLA 3 

Contenuto di n~aleani in carni 
d'importazione • 

TIPO DI CARNE 

Vitello (l) 

Vitello (2) 

Vitello (3) 

Vitello (4) 

Vitello (5) 

Vitl"llo (6) 

Bovino 

Suino (l) 

Suino (2) 

Suino (3) 

Suino (4) 

Suiuo (5) 

Suino (6) 

Suino (7) 

Suino (8) 

Suino (9) 

Suino (lO) . 

Suino (11) . 

Suino (12) . 

Suino (13) . 

Suino (14) . 

Pollo (l) . 

Pollo (2) . 

Pollo (3). 

Pollo (4). 

ldrourburi 
oo••li r,. c,. e 

l:,.(ppm) 

6,97 

4,66 

5,60 

3,41 

9, 70 

10.10 

2,60 

4,49 

6,61 

2.41 

3,90 

7,40 

6,80 
5,30 

8,20 
R.50 
7,00 

8,20 
ti,70 

9.10 

7,30 

-~.43 

.;.zo 
LOO 

:\.70 

-------'-··--
• li du••ggio ~ ot•to elletluBtn eun il mel<•do .J~.oriltn 

ola Di :.loe<io e Cnll. ('!uooto vulume, p•~ .';25) 
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TABELLA 4 

Contenuto di o-alcani in carni d'importazione (pprn) • 

1, .. ,, .. [ ,., l ,,. l ,,. l ,., l x l '" l ,., l ,., 

Tu.ulo~e: 
l 

Vitello (l) . o, 78 0,04 1,44 0,06 1,42 0,00 0,06 0,64 0,46 

Vitello (2) . . 0,57 0,04 1,21 0,05 0,82 0,26 0,09 0,58 -
Vitello (3) . 0,54 0,06 1,82 0,10 1,20 0,65 0,08 0,55 0,04 

Vitello (4) 0,28 0,04 0,85 0,06 o, 71 0,59 o ,12 0,41 -
Vitello (5) - - - - - - - - -
Vitdlo (6) . - - - - - - - - -
Bovino •. . 0,06 0,02 0,25 O, IO 0,36 - 0,19 0,34 0,31 

Suino (I) . . 0,65 0,02 1,48 0,10 0,91 0,44 0,16 0,55 -
Suino (3) . 0,06 0,07 0,21 0,02 o.u 0,08 - 0,07 0,02 

Teuuto .dipoMJ: 

Suino (2) . 0,20 0,05 0,57 0,05 1,94 - 0,07 1,92 0,08 

Suino (4) , 0,45 0,03 1,34 0,07 0,84. 0,44 0,09 0,40 0,!!4 

l c..+.[ ,, l "· x l c,, l c,, l ,, l c,, x '" ---
Tftllulo 
~&are: 

Vitello (l) .. 0,42 0,31 0,07 0,31 - O,ll - - - 0,22 

Vitello (2) .. 0,24 - - .... 0,20 - 0,07 O, IO 0,34 -
Vitello (3) .. 0,19 0,30 0,07 - - - - - - -
Vitello (4) 0,14 - 0,10 O,ll - - - - - -
Vitello (5) - - - - - - - - - -
Vilello (6) .. - - - - - - - - - -
Bovino 0,28 O,ll O,Jof. - .... . ... 0,08 0,11 0,08 -
Suino (l} . 0,18 - "' - - - - - - -
Suino (3} . 0,08 0,05 0,07 0,30. 0,16 0,19 0,4.2 0,36 - 0,14. 

"""""' adipo.o: 

Suino (2) . 1,1 .... . ... 0,07 - - - 0,04. - -
S~o (4.). 

' 
0,16 .... - - - - - - - -

(0) Il doo•l«i" i otato eiJ.,Huelo «>~> U metodo deooriUo d.. DI Muocio e CoU. ('!110010 ~ol""'"• P•!· 525)" 
(••) J .. dl~• il aumuo di •tomi di oubOJdo pnM11ti ...,u',.-lllc•no. 

. 
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L'analisi delle paraffine è stata applicata dall'Istituto Superiore di 
Sanità ad una serie di campioni di carni di importazione (Tabb. 3 e 4); in 
tutti i campioni analizzati non furono trovati n-alcani che indicassero l'uso 
delle biomasse in questione nell'alimentazione degli animali esaminati. 

DOSAGGIO DEGLI ACIDI GRASSI CON NUMERO DISPARI 
DI ATOMI DI CARBONIO 

L'altro effetto chiaramente associato all'uso delle biomasse da n-alcani 
nell'alimentazione animale è una sostanziale alterazione nella produzione 
zootecnica della composizione degli acidi grassi, consistente in un aumento 
del contenuto percentuale totale degli acidi grassi con numero dispari di 
atomi di carbonio. Tale effetto posto finora in evidenza in diversi tessuti del 
-suino e del ratto e nel latte di vacca, dipende in modo quasi direttamente 
proporzionale dal livello di Toprina nel mangime (1]. Gli acidi grassi con 
numero dispari di atomi di carbonio sono presenti in elevate percentuali 

TABELLA 5 

Composizione degli acidi gr888i totali delle diete per suini 

l 
"" " 

ACIDO GRASSO 

l l 1- A(') B (.,) c (•••j 

i 
" acido miri11tico - 0,6 1,2 

15 acido pentadecanoico - 3,9 9,1 

16 acido palmitico 13,4. 10,6 9,0 

16- acido palmitoleico . - '·' 7,1 

l 
17 acido eptadecanoico • , - 1,2 2,8 

17~ acido eptadecenoico - 10,8 30,0 
l 

l 17~~ acido eptad~adienoico , - 5,5 16,1 

18 acido "tearico 4,5 2,7 0,7 

18= acido oleico . 26.0 19,0 8,0 

t8~= acido linoleico . !;0,8 .18.8 16,0 

18-=~ acido linolenico. . 5,2 '·' -

' l l l ToTALE ACIDI GRASSI DISPARI - 21,4 58,0 l 
Ogni li.ultato è "'edia di 3 dete1mimuìoni. 1\ipresa da Al<m~nti • Culi. [l]. 

( 0 ) Senza Toprino, 

( 0•) 15 °0 TO>prin•. 
(''') :1(1% Toprina, 

.!nn. ht . • ~'"~"'· Sanit<l (1\179) 15, 587-.'>!16 



592 LlEVlTI COLTIVATI Sl} N-Al.CA.NI (BIOJ'HOTEINE) 

nella Tropina, mentre Bono presenti solo in tracce nei mangimi e foraggi 
convenzionali (Tah. 5). Le composizioni percentuali degli acidi grassi totali 
del tessuto epatico, cardiaco, muscolare ed adiposo dei suini e del latte di 
vacche trattati con diverse dosi di Toprina nella dieta sono state determinatf' 
da Alimenti e Coli. [IJ. I dati ottenuti mostrano nella produzione zootecnica 
ottenuta da animali alimentati con Toprina un rilevante incremento dd 
contenuto degli acidi grassi pentadecanoico (C15), eptadecanoico (C11), 

eptadecenoico (C17_) ed eptadecadienoico (C17 __ ), mentre il contenuto del
l'acido linoleico (C18 ,_) diminuisce. Questi andamenti si osservano in modo 
sostanzialmente aimile nei quattro tessuti e nei campioni di latte analizzati. 
Inoltre, le percentuali di apecifici acidi gr888i con numero di.apari di atomi 
di carbonio aumenta con il contenuto di Toprina della dieta in modo aimile 
alla percentuale totale degli acidi graii8Ì diapari (Figg. l e 2). 
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Percentuale (sul totale degli acidi grassi) degli addi grassi con numero dispari 
di atomi di carbonio e deU'acido eptadecenoico nel latte di vacche alimentate 
con mangimi contenenti diverse quantità di Toprina. 

DOSAGGIO DEL LIVELLO DELL"ISOTOPO DEL CARBONIO DI MASSA 14 

Il terzo effetto associato all'uso delle biomasse da n-alcani in alimenta
zione animale è la diminuzione del livello del 14C nelle produzioni zootecniche. 
Infatti, il carbonio delle biomasse in questione non ha radioattività di tipo 14C, 
mentre le sostanze organiche hanno in genere lo stesso livello di 14C dell'ani· 
~Iride carbonica atmosferica (18,5-19,5 dpm/g di carbonio). Pertanto, ove 
:-i proceda a combustione completa dei tessuti (ad es. carne, grasso. ecc.), 
alla trasformazione dell'anidride carbonica prodotta in carbonato di litio ed a 
determinazione mediante scintillazione liquida del livello di 1-IC, è possibile 
stabilire se biomasse da n-alcani siano state utilizzate per l'alimentazione 
d~·U'animale produttore dei tessuti analizzati (Tabb. 6 e 7). Questo metodo 
implica un errore nella misura di alcuni dpm/g di carbonio, ma tale errore 
può Pssere considerevolmente ridotto adottando alternativamente una combu
~tione rapida del tessuto mediante bomba calorimetrica (bomba e metodo 
tli combustione in uso presso il Carbon Dating Lahoratory del British Museum 
<li Londra e normalmente usata nella datazione 1lei reperti archeologici). 
L'anidride carbonica formata viene, quindi, trasformata in benzolo via ace· 
tilene e sua trimerizzazione catalitica. 
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TABELLA 6 

Livelli di 14.C (dpm/g di carbonio) in ea:rnpioni di ratti dmentati wn Toprina 
per 3 o 6 mesi 

3 )boi ' lll••i 
i 

N. DIETA 

l l Pelo .lfn..,nlo Peli Muocolo 

l 
l (eenza Toprina ") . 17,8 ± 0,8 17,2 ± 0,5 17,0 ± 0,3 16,8 ± 0,51 
2 (Toprina l O %) . 14,4. ± 0,5 n.d. 14,2 ± 0,8 13,9 ± 0,8 

3 (Toprina 20 %)· . ll,7 ± 0,8 11,9±0,5 12,9 ± 0,3 12,0 ± 0,3 r 

4 (Toprina 30 %) . . 6,5 ± 0,3 8,1 ± 0,5 8,4±0,5 8,3±0,3 

5 (eenan Toprina) . 16,5 ± 0,5 n. d. 16,0 ± 0,2 16,0 ± 0,2 

Rlprooo ol.o Volont.erio o Coli. [7:1· 
( 0) Toprino (Dried yeoot) i'Poteia - Conto""'" dl proo.,;,.. 61 ~. - B .. <h 1173 - BP Pr<>tein Limlt~d-

n. d. ~ non d.torminotu. 

Livelli di UC (dpm/g di earhonio) in ean1pioni di polli alimentati eon 
1ti0111Pse da n-alcani 

p.....,.atuolo di prot..ine aei ••nriml ooot!tuit• l c ..... l Groooo l P•an• ~ U~dli dl.'«: 
do bio-.. do ..-leanl ._ .... no>mOilJlm• 

o . . . 19,2 19,5 19,0 19,3 

50. . . . . 12,1 16,1 IO, 7 15,0 

75. . . . . 9,2 14.,9 7,6 ll,2 

100 . . . . . . 7 ,o 7,2 7,1 6,9 

CONCLUSIONE 

I tre metodi descritti offrono garanzia di mettere in evidenza l'uso delle 
hioproteine in alimentazione animale ove congrue dosi delle stene siano 
somministrate all'animale in modo continuativo fin dalla nascita. Tuttavia 
essi non sono privi di limitazioni. Esistono, infatti, dubbi sulla idoneità degli 
stessi qualora piccole quantità di hioproteine siano state addizionate ai 
mangimi. Non è, poi noto quale sia l'effetto delle modalità di somministra
zione delle hioproteine a specie animali diverse sui risultati ottenihili con i tre 

.J,.n.Jii. Surur. Sanità (11179) 15, 587--600 
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metodi ed, in particolare, se sia ancora rivelabile una somministrazione perio
dica limitata nel tempo o sospesa qualche t!"mpo prima del sacrificio dt>l· 
l';mimale. 
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Problemi igienico-sanitari e metodologici relativi alle 
contaminazioni microhiche delle nuove fonti proteiehe 

GLAUCO PICCININNO 

Lalwratorio di Veto.rinaria 

INTRODUZIONE 

La microfiora di un prodotto industriale alimentare è, in linea di massima, 
il risultato dell'azione di diversi parametri rappresentati essenzialmente da: 
l) contaminazione microbica deiJe materie prime all'inizio della lavorazione; 
2) tecnologie usate per la lavorazione e la produzione dei semilavorati; 3) tec
nologie usate nelle successive fasi di finissaggio, confezionamento, imbaJ. 
!aggio, ecc.; 4) condizioni di stoccaggio e di conservazione del prodotto finito. 
Si comprende pertanto lo stretto rapporto che viene ad instaurarsi fra l'azione 
di tali parametri e la conseguente Jacies microbica del prodotto finito al 
momento in cui viene consumato. 

Onde chiarire, sia pure nelle linee generali, le problematiche di caratteu 
igienico-sanitario sollevate dall'uso delle cosiddette bioproteine, in vista della 
loro utilizzazione zootecnica, riteniamo opportuno descrivere schematica· 
mente i parametri che intervengono nella produzione delle biomasse in 
generale e di quelle da n-alcani in particolare e quindi compiere un'analisi 
delle possibilità di contaminazione presenti in ciascuna fase della produzione. 

Verranno infine proposti specifici protocolli di analisi e di controllo 
microbiologico che hanno lo scopo di garantire l'innocuità del prodotto dal 
punto di vista igienico-sanitario, per quanto concerne le possibilità di con• 
taminazione da batteri saprofiti o patogeni. 

P ROCF.SSI DI PRODUZIONE DF.LLE BIOMASSE 

l. Considerazioni generali. 

Pl'r quanto concerne la produzione di biomasse sono stati messi a punto 
11 brevettati numerosi processi utilizzanti ceppi microhici divt'rsi e svariati 
."ubstrati e naturalmente tecnologie diverse. 

Così, ad esf'mpio, possono essere coltivate alghe unicellulari dei generi 
Chlorella, Scenedesmus, Spirulina [l], batteri dei generi Bacillus, Hydroge· 

,. 
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nomonas, Methanomonas, Pseudomonas [l._ 
Aspergillus. Fusarium. Penicillium [l, 3], ed 
dotorula, Saccharom.rces e Candida. 

2], funghi filamentosi dei g~:nf"rJ 

infine li('viti dei generi Rho-

Per quanto concerne i substrati, già in anni passati erano molto usak l~· 

melasse di barbabietola, di canna da zucchero e di granoturco, nonché- polpa 
di barbabietola e di agrumi, scarti di patate, sieri di latt~: e, più recentementt•, 
residui solidi cellulosici dei rifiuti urbani, escrementi animali di bovini ~~ , u· 
latili, alcooli quali metanolo ed etanolo ed infine idrocarburi quali gasolio, 
petrolio greggio, metano e n-paraffine, sui quali si era maggiormente con
centrata l'attenzione per una seri!:' di motivazioni prl'valentement~· 

economichl'. 
L'associazione microrganismi-substrato è stata oggetto di numeru;;i 

brevetti di produzione, alcuni dei quali già operanti da tempo, altri ancora 
allo studio; ci limiteremo a citarnt> alcuni a scopo puramentt: esempli
ficativo [4]. La Amber-Labs ha sviluppato un processo SCP (Single Celi 
Protein) da siero di latte; la Bochetel Corp. intende sviluppare un processo 
SCP servendosi di batteri cellulosolitici coltivati su cellulosa; la Chevron ha 
sviluppato un processo servendosi di batteri e di n-paraffine; la Gent>ral 
Electric sta sviluppando un processo SCP da residui dell'agricoltura (feed 
lots) utilizzando un micete; la Denver Research partecipa aDa realizzaziont• 
di un impianto SCP in Guatemala utilizzante un fungo e residui di caffè; 
l'lnternational Farm System ha in corso un processo di conversione in SCP 
di deiezioni animali; la Mitsubishi Gas Chem, sta lavorando alla realizzaziuiw 
di un programma cht~ utilizza il metanolo ed un bacillo; la Quakcr Oaks Co. 
ha sviluppato un processo per la produziont> delle SCP basato su residui di 
cellulosa e lignina; la St. Regis Paper Co. nel Wisconsin già opera in un im
pianto che utilizza liquidi solfitici delle cartiNe comt> suhstrato ed una Tontla 
come microrganismo. 

Lo svilui)PO di processi di produzione delle SCP utilizzanti lieviti. t' 

segnatamente Candide, coltivati su idrocarburi (gasolio, n-paraffine), in una 
con le problematiche e gli interrogativi posti dall'uso di substrati l' ceppi 
microbici inconsueti hanno indotto le Autorità sanitarie a riflettere ed a 
proporre una serie di cautele operative, ma nel contempo hanno ripropo~to 
all'attenzione degli studiosi e degli operatori sanitari la« innocuità» di tutti 
quegli altri prodotti finora consumati tranquillamente dagli animali e dal
l'uomo, dando l'avvio ad un'operazione di revi~ione che tuttaYia si pro
spetta molto lunga nd tempo. 

2. Produzione di SCP da idrocarburi. 

Considerati i limiti di utilizzazione dd metano, soprattutto pt:r la difft
coltà di isolare e mantener"' in coltura batteri adattabili a tale suhstrato, si 
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può dire che, allo stato attuale delle conoscenze, gli n-alcani o n-paraffine 
~nn o gli unici idrocarburi che si prestano per la produzione di SCP. 

Esiste tuttavia ançhe un brevetto del1a BP utilizzante Candide coltivate 
,;u gasolio, ma questa tecnologia non è molto diffusa e non ha buone pro
spettive per il futuro, dato l'elevato inquinamento del prodotto finito che 
comporta metodi di purificazione complessi e costosi, i quali peraltro non 
garantiscono l'allontanamento di ogni traccia di substrato dal prodotto 
finito [4]. 

Il brevetto utilizzante n-paraffine della Kanegafuchi e l'altro della BP 
~ono stati proposti rispettivamente dalla Liquichimica e dalla Italproteine, 
ehe hanno chiesto l'autorizzazione a produrre biomasse. Per tale motivo de~ 

,;criveremo entrambi i processi, ponendo in luce le relative problematicbe 
igienico-sanitarie. 

A) Produzione di SCP da n-paraffine (brevetto Kanegafucbi) [5]. 

a) Preparazione del substrato. 
I componenti del substrato (n-paraffine, acqua, sali minerali, ecc.) 

Yengono avviati al fermentatore in linee separate e in condizioni di sterilità. 

b) Preparazione dell'inoculo e fermentazione. 

La sezione fermentazione è costituita da lO fermentatori che operano 
io coppie indipendenti. L'inoculo di Candida novellus ATTC 20275 IS, pre
parato in laboratorio in beute, viene immesso sterilmente in un seed (pie
eolo fermentatore) dove viene effettuata una prefermentazione in terreno 
tradizionale per aumentare il volume dell'inoculo. Successivamente la bro
docoltura del seed \"Ìene immessa, attraverso tubature sterili, nel fermentatort~ 
vero e proprio. 

Lo sviluppo microbico avviene in coltura sommersa, con agitazione ed 
aereazione, garantite la prima da un rotore ad eliche, la seconda da un com
pressore che insuffia aria dal basso nel fermentatore. Mentre al primo fermen
tatore viene inviata in continuo una corrente di acqua e sali minerali, una 
parte del brodo viene mandata al secondo fermentatore per l'esaurimento 
delle n-paraffine e degli altri nutrienti. 

Tutte le operazioni sono condotte in condizioni di sterilità onde consen
tire di operare una Cementazione continua per periodi prolungati. Periodica
mente vengono effettuati prelievi sterili di brodocoltura, attraverso tagli di 
vapore, per analisi di controllo sulla concentrazione delle paraffine, dei sali 
minerali e della biomassa, nonché controlli di purezza e di pH. 

e) Concentrazione del prodotto ed essiccamento. 

La brodocoltura, estratta in flusso continuo dal secondo fermentatore, 
'"iene concentrata prima di passare alla fase di essiccamento. Tale scopo viene 
raggiunto attraverso tre stadi successivi di centrifugazione (con due fasi di 
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lavaggio della biomassa) e quindi attraverso una filtrazione su filtri a tamburo 
rotante sotto V110to. 

La pasta così ottenuta viene avviata poi a tre essiccatori funzionanti in 
parallelo dai quali esce il prodotto finito finemente granulare con il 4,5 % 
circa di umidità. Tramite una linea di trasporto pneumatica il prodotto viene 
caricato nei silos intermedi per il controllo di qualità e successivamente in
viato in silos finali. 

d) Sistema di depurazione scarichi liquidi. 

Le acque di scarico dell'impianto di produzione possono es11ere distintt> 
in tre classi: 

l) acque di processo: provenienti dagli impianti di fermentazione; 

2) acque oleose: provenienti dal lavaggio dei serbatoi per n-paraffine 
e combustibili; 

3) acque sanitarie: provenienti dai servizi igienici. 

Il sistema di trattamento cui queste acque vengono sottoposte com· 
prende tre fasi. 

Le acque vengono dapprima disoleate, quindi subiscono un primo trat
tamento con sostanze flocculanti. I fanghi sedimentati sul fondo del bacino 
vengono inviati ad un sistema di smaltimento fanghi. Il secondo trattamento 
viene realizzato mediante un impianto a fanghi attivi che chiarifica ulterior
mente l'acqua; questa infine viene sottoposta ad un terzo trattamento, 
che fissa i fosfati mediante calce. 

e) Sistema smaltimento fanghi. 

I fanghi provenienti dal trattamento primario e secondario vengono 
avviati ad un inceneritore dove vengono completamente ossidati a 500 OC. 
I fumi, prima di essere scaricati nell'atmosfera, vengono lavati onde evitare 
l'inquinamento atmosferico. 

f) Prevenzione dell'inquinamento atmosferU:o. 

Il problema dei gas combusti viene risolto mediante la dispersione dei ~ 

fumi a grande altezza attraverso un camino alto 170 metri. Per quanto j 
riguarda l'emissione di polveri proteiche, costituite da lieviti vivi o morti, ! 
trascinate dai flussi di aria della fermentazione e dell'essiccamento, è presente 
un sistema di trattamento per incenerimento. 

g) Protnione e sicurflua del personale. 

Tutte le operazioni relative alla preparazione dei ceppi e degli inoculi 
sono eseguite in ambienti sterili. Il prodotto non viene in contatto con l'am· 
biente esterno fino aUa fase di filtrazione. Particolare cura è stata rivolta al 
problema delle emissioni gassose e delle polveri proprie della lavorazione, 
sia che si tratti di microrganismi vivi o morti. Questo aspetto interessa non 

Ann. Iol. Supor. Sa111M (1979) tf, 597-632 
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solo gli operatori d'impianto ma tutte le persone che possano risultare esposte 
a queste emissioni. 

B) Produzione di SCP da n-paraffine (brevetto Anic-BP) [6]. 

a) Preparazione del substrato. 

I componenti del substrato (n-paraffina, acqua, sali minerali, acido 
fosforico, ammoniaca) vengono inviati al ferml'ntato.re in flussi sl'parati e 
dopo essere stati sterilizzati. 

b) Preparazione dell'inoculo e fermentazione. 

L'inoculo di Candida lipolytica CBS, preparato in laboratorio in beute, 
subisce una prefermentazione in un seed e viene quindi immesso nel fermen· 
latore attraverso tubature sterilizzate con vapore. Lo sviluppo dei lieviti 
avviene in coltura sommersa mediante aereazione ed agitazione. 

Tutte le operazioni sono condotte in condizioni di sterilità onde consen· 
tire una fermentazione continua per periodi prolungati e periodicamente 
vengono effettuati prelievi per analisi di controllo. 

c) Concentrazione del prodotto ed essiccamento. 

n flusso di brodocoltura nel fermentatore viene fatto passare in un 
separatore centrifugo allo scopo di ottenere una fase acquosa da riutilizzare 
t•d una« crema» concentrata di lieviti. Quest'ultima viene pasteurizzata in 
un serbatoio separato e poi avviata all'essiccamento. La polvere essiccata, 
con il 5-6 % di umidità residua, attraverso nn sistema tli trasporto viene 
scaricata dalla camera di essiccamento ai silos di stoccaggio. Da questi ultimi 
il prodotto viene prelevato per essere granulato o macinato e quindi insaccato. 

Un rapido confronto fra le due tecnologie descritte non consente di 
cogliere tli:fferenze sostanziali e significative fra i due cicli di produzione, 
se si eccettuano quelle dovute al ceppo usato, al diverso trattamento tPr· 
mico dei due prodotti cd ai sistemi antinquinamento adottati. 

PROBLEMI DI CONTAMINAZIONE\IICROBIOLOGICA LEGATI ,\LLA TECNOLOGIA 
01 PRODUZIONE ED ALLA UTILIZZAZIONE ZOOTEC~IC..A DELLE BIOMASSE 

Tali problemi sono di due tipi: l) po~;;ihile presenza nd prodotto finito 
!li una microRora batterica qualitativamente e quantitativaml"nte dannnsa 
pt'T la !!alute dell'animale; 2) presenza nel prodotto finito di Ct>llule di lieYiti, 
vitali o morte, in grado di f'splicare una qualche azione sull'animale. 

Un altro problema legato alla tecnologia produttiva è rappre~entato 
1lal ruolo delle polveri di lievito, che si liberano nl'll'amhif'nte durante la 



602 LIEVITI COLTIVATI Sll ]X-ALCANI (BIOPROT!li:".F.) 

lavorazion•·, e altresì di quelle ch1• si liherann nell•• operazioni di insaccamentu 
,. conservazione del prodotto finito. Infatti sonn stati descritti fenomeni di 
allergia e di sensihilizzazionl:', rappresentati da asmr- ed alveoliti allergi
che [7, 8J. anche in presenza di cellule morte, sia nell'uomo che negli animali. 

La conoscenza, sia pur sommaria, della tecnologia di produzione deJI,. 
hioma~l'll:', dl'lla natura ddlt" stt"sst" e delll' caratteristiche di conservabilitù 
nd tempo ci consentono ora di prospettare con sufficiente approssimazioni· 
le caratteristiche accettabili ed i limiti per la microfiora di qut"sti prodotti. 
s1•condo i criteri accennati nell'introduzioni'. 

t; bene chiarire subito che, pur trattandosi di prodotti ottenuti con una 
tecnologia peculiart", li• biomasse sono assimilabili alle farine e mangimi per 
uso zootecnico, particolarmente a quelli' di origine animale; quindi, in prima 
approssimazione, posson<• valere per esse le indicazioni tecniche e le norm1· 
chr- regolano la microbiologia dei prodotti vegetali e animali per uso zoo
tecnico. In particolare, la notevole esperienza acquisita sulla microflora 
generali:' e specifica delle farine, specialmente animali, e sulle implicazioni di 
ordint" igienico-sanitario da queste sollevate possono servire di guida p1•r 
valutazioni analoghe sulle biomasse, Questo già è stato fatto da organizza
zioni internazionali consultive e tecniche [9, 10] e ad esse faremo prevalente 
riferimento nel prosicguo della trattaziont•. 

Le fermt>ntazioni industriali, e quindi anche la produzione di biomasse su 
n-alcani, dehhono essere condotte in condizioni di sterilità, sotto pena di 
veder rapidamentt' contaminata tutta la ma~sa di tt'rreno colturale; i pro
hlf',mi di carattere igienico c forse anche sanitario insorgono o possono insor
gere alla finf' della fermentazione, quando cessa la lavorazione in condizioni 
di sterilità. A conforto di quanto stiamo dicendo è opportuno citar~ due ampit" 
ricerche effettuate alcuni anni orsono sulle farinl' animali da Quevedo in 
Prrù [Il] e da Redaelli in Italia [12]. 

L'uomo, gli animali, le macchine e l'ambiente vengono a costituirt" un 
unico« ecosistema» nel quale si instaurano complessi cicli difficilmente con
trollabili, una volta che si sia verificata una qualche contaminazione acci· 
dentale attraverso una o più delle molteplici vie prt"senti nel ciclo, se non si 
interviene oculatamentt" con opportunt' operazioni di pulizia e dt•
contaminazione. 

Anche negli impianti per la produzione di biomasse, fatta eccezione pN 
la fas1• di fermentazione, di norma sterile, esistono possibilità di contamina
zione a vari livelli: 

l) nella fase di filtrazione c centrifugazione; 

2) nella fase di essiccamento, m·lla quale tempi di esposizione e tempt>
raturl:' di trattam<'nto non garantiscono condizioni igienico-sanitarie d1· 
prodotto e~skcato: 
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3) nella fase di insilaggio, dove il prodotto sosta per t~mpi più 0 meno 
lunghi, consentendo presumibilmente una lenta moltiplicazione microbica (13]~ 

4) nella fase di riempimento dei sacchi, dove può svolgere un ruolo 
importante la polvere di lievito presente nell'aria e a terra (11, 12]; 

5) nella fase di stoccaggio e conservazione dei sacchi stessi; 

6) nella fase di trasporto. 

In tutte queste fasi, l'uomo, i roditori, gli uccelli, le mosche, se presenti, 
possono agire come vettori attivi o passivi di contaminazione, in aggiunta 
alla dispersione delle polveri. 

Per quanto riguarda la diffusione all'esterno delle eventuali contamina
r.ioni ambientali, gli impianti di depurazione degli scarichi aeriformi e liquidi 
previsti dalle industrie del settore sembrano, in linea di massima, sufficienti 
a garantire la decontaminazione microbica degli stessi, nella fattispecie, delle 
ac'lue di rifiuto industriali, oleose e, sanitarie, nonché delle polveri presenti 
nPll'aria, fatte Ralve le riserve t'spresse dall'Istituto Superiore di Sanità, 

SIG:'OIFICATO ED IMPORTANZA DELLE DIVERSE CLASSI DI MICRORGANISMI 
PRESENTI NELLE FARINE PER USO ZOOTECNICO, Al FINI DI UNA LORO 

VALUTAZIONE IGIENICO-SANITARIA 

Anche per questo aspetto della problematica faremo riferimento prt:· 
valente all'esperienza acquisita nei riguardi delle farine animali e dei prodotti 
disidratati in generale, in quanto il processo di essiccamento e la conseguente 
riduzione notevole dell'acqua libera portano alla selezione di una microflora 
abbastanza confrontabile e sovrapponibile nei diversi tipi di prodotti, indi
pendentemente dalla natura dei prodotti stessi. 

Mosse! [14J, in una trattazione generale sWI'argomento, afferma che, 
malgrado l'opinione diffusa che i prodotti disidratati non presentino parti
colari problemi igienico-sanitari, possono verificarsi, sia pur raramente, 
eontaminazioni che, favorite da particolari condizioni ambientali, determi
nano alterazioni dei prodotti ed episodi tossinfettivi o chiaramente tossici. 

Fra i microrganismi di più frequente reperto vi sono indubbiamente le 
Bacillacee e fra queste anche specie tossigene quali Bacillus cereus e Clostri
dium perfringens, sui quali ritorneremo fra breve. 

Anche le Enterobacteriaceae, comprese Salmone/la etl Escherichia coli. 
••nteropatogeni, si ritrovano frequt"ntemente nei prodotti essiccati, anche se 
;;ottoposti a trattamenti termici .. levati. 

Le Enterobacteriaceae possono sopravvivere pt'r lunghi periodi ed anche 
moltiplicarsi nelle farine animali [13J, diffondendo spesso la C(lntaminazione 
<~l mangime completo. La presenza di Stafilococchi e fii enterotossine può 
<~pparirtl inaspettata, tuttavia •·ssa è stata segnalata in qualche occasioni-' 



604 LI!:VITl COLTIVATI SU .!';-ALCANI (BIOPROTF;lNE) 

anche in farine animali [15, 16]. Staph_rlococcus aurt>us, se presentt• in r•i('· 
cola quantità per contaminazionl'- prevalentemente di origine umana, pu•'~ 

moltiplicarsi soprattutto durante lr, operazioni tccnologicl~e di conct'nlra
zione, per le notevoli condizioni di anaerobiosi e di progressiva riduziotH' 
dell'a,. (actil·it)' watf!r) [17]. Durante il successivo processo di essiccamentu 
ad alta temperatura J,. cellule batteriche vengono uecist• mentrt' !t~ entcru
tossine termostahili non risentono del trattamento termico (18---20]. Tali 
risultanze sperimentali, ottenute per il latte, possono tranquillamente essere 
estese alle farine animali e alle SCP,pe;r l'affinità delle condizioni tecnologicht• 
di lavoraziom~. 

Infine, anche le micotossine. (a8atossine. in particolar~~J possono esst>rl' 
riscontrate frequentemente nei prodotti essiccati, per lo sviluppo di funghi 
tossigeni nel prodotto ancora umido. Anche nel prodotto secco tuttavia po>'· 
sono instaurarsi contaminazioni fungine Jler migrazione di vapor d'acqua 
verso le parti più fredde del prodotto chiuso nel suo contenitore e const'· 
guente aumento locale dell'a,. [21, 22J e. germinazione delle spore fungini:' 
più xerofile. 

In aggiunta a queste categorie di microrganismi, presenti in misura 
diversa nelle differenti categorie di prodotti disidratati, Mosse! ritiene- non 
improbabile la possibilità di produzione di enterotossine di diversa origine. 
segnatamente da Streptococchi di gruppo D, notoriamente resistenti a condi
zioni chimi('o~fisiche particolarmente sfavorevoli, e da Clostridium perfringens. 

Dopo queste considerazioni generali, tratteremo ora hrevement(' dt>l 
significato e dell'importanza delle diverse classi di microrganismi testè d•·· 
scritti, presenti nei prodotti essiccati, mettendoli in relazione anche, laddo\ ,. 
possibilt~. con i parametri di cui si è detto in apertura, particolarmente la 
tecnologia di lavorazione c le condizioni di conservazione (temperatura t'd 
umidità). Ciò allo scopu precipuo di consentire una valutazione igienicH
sanitaria dt'i prodotti citati e, per estensioue, delle farine SCP, dalla qual•· 
potrà scaturire successivamente una indicazione sui prot••colli dì analisi piit 
opportuni, anche sulla base delle risultanzl' spt~rimentali (per la yerità JlOCn 

uumerost~, per quanto riguarda le SCP). 

Carica batterica me.~o{ila arrobia. 

E~sa rappresenta il numero tota)., di microrgani~mi presenti nel prodotto 
m esamf', in grado di sviluJ•parsi in presenza di ossigeno ed a temperatutt> 
intorno ai 30-37 °C. Pur non raJlpresentando tutti i microrganismi realmeutt· 
J•resenti nel prodotto, la carica batterica mesofila assumt' tuttavia un signi
ficato importante in molti casi per le seguenti ragioni: 

l) un 'alta carica batterica sta ad indicare la utilizzaziom•. di materi•· 
prime scadenti oppure una scadente igiene nd corso della lavoraziont> o unu 
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tl•mperatura di conservazione inadatta. È logico sospettare 10 tali condizioni 
anche la possibilità di sviluppo .ti batt<>ri patogeni mesofìli; 

2) vari microrganismi, genl"ralmente considerati apatogeni, come 
,.treptococchi fecali, enterobatteri, ecc. possono esseri" causa di t>pisodi tossi n· 
f1•ttivi quando il loro numero superi determinati vulori; 

:l) la prrsenza di alte cariche batteriche in un prodotto testimonia 
~pesso anche lo stato di conservazione di questo, dato che valori <'omprr~I 
tra 106 e I()B determinano l'inizio dei fenomeni di alterazione, 

:'id caso di prodotti l"ssiccati in generale e quindi anche delle farine ani
mali e dt!lle SCP, il terzo punto ba un significato molto limitato; tuttavia, 
nel suo insieme, la carica batterica assume un significato igienico importante 
uei riguardi della lavorazione e della conservazione del prodotto, cnme già 
~ottolineato poc'anzi, e come tale va riguardata anche ai fini di una valu· 
!azione delle biomasse. Vedremo a tale proposito nel successivo paragrafo 
IJUali siano i limiti di accettabilità proposti per questi prodotti. 

Dato che le tecnologie di produzione sono parzialmente a cielo scoperto, 
1:'è da attendersi, per quanto concerne la carica microhica aerobica, una pre· 
\ alenza di forme bacillacee, come già puntualizzato da Mossd fl4] per i pro
dotti disidratati in genere, per la origine aerea di tali microrganismi e per la 
lwn nota resistenza delle spore. In tale evl:'nien:r.a non è 1la escludere la pre· 
~l:'n:r.a anche di Bacillus subtilis e di Bacillus Ct.!rt>US. A proposito di quest'ultimo. 
f. ormai da tempo accertata la sua enterotossicità per l'uomo [2:~-25] si" 
presente a concentrazioni superiori a 1()6 cellule/g. 

Enterobacteriaceae. 

Dato il loro habitat intestinale (uomo ed animali), questi m~erurganismi 
~IIIHl stati considl"rati in passato come indicatori di contaminazione fecale 1· 
l'ertanto potevano far so!:>pettare anche la presenza di mierorganismi di ori
;;ine ugualmente fecale. quali le Salmonelle [26--29 J. 

Oggi tuttavia questa considt",razione ha pl:'rso parte del suo Yalme sia 
pf'r la possibilità di avvalersi di tecniche sufficientemente specifiche c ~icun• 
pn la ric1~rca delle Salmunelle, sia perché è stato dimostrato che prodotti 
.dimentari con ha8se cariche di coli formi o addirittura privi di questi, possono 
risultare contaminati da Sal monelle per \ ie 1liverse da ljUel!a fecale diretta. 
hmltre, molti enternbattt'ri, diversamentl" da Escherichia coli. non hamw 
origine fecalt!, ('Offie Citrobacter. Httfnia. Klebsiella (con poche I'CC1~zioni). 

r.;rwi11ia. Si'rrtttia. t"cc.: quindi la lnro eventuali:' pre~1·nza in prndotti ulimcntari 
;L~sume un 1liversn significato igieuico. 

\.ttualmt!nte pertanto, aceanto al primitivo signiticatn di indicatori di 
l'ontamimtziune fecale, rimasto valido per E.~ch1!richia l'fili e per poche altrf' 
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specie ad habitat intestinah·, gli enterobattNi sono venuti as~umt·ndo m1 

significato più tecnologico di indicatori di un processo di lavnrazione igienica· 
mente pMo appropriato e di un conseguentt- trattamento termico, laddoYt' 
esso esiste, insufficiente, es!'mndo gli enterobatteri in generale uccisi alla 
tt~mperatur11 di circa 60 °C. 

La pre~enza di entf'robatteri nelle farine animali, ampiamente documeu
tata [Il, 13, 15, 16, 30, 31 ], assume significato ed importanta in relazÌ(Ifil' 
soprattutto alia possibile presenza di enteropatogeni responsabili di sindromi 
infettivt~ diverse negli animali e nell'uomo (diarrt'e neonatali dei suinetti da 
.E. coli, sindromi diarroiche da Salmonella, ecc.). Il ruolo dellt> farint' e dt•i 
mangimi per uso zootecnico nella diffusione dellt' Salmonelle è troppo noto 
perché metta conto di parlarne in maniera diffusa; si rimanda perciò alla 
vastissima bibliografia sull'argomento [12, 13, 15, 31, 33, 35-42]. Ancht~ k 
SCP da n-alcani possono andare incontro ad eventuali contaminazioni da 
Salmonelle, di origine fecale o n~n fecale, a seconda dellt' circostanzt• am
bientali, dell'igiene personale ~~ generale, delle condizioni di lavorazione. 
della presenza o meno di microfauna nell'ambiente, ecc. La tappa obbligata 
dell'essiccamento non sembra escluder!" tali· evenienza, sia perché potrebbe 
non risentire del trattamento termico, sia perché potrebbe verificarsi a valk 
dello stesso. A tale proposito ricordiamo ancora una volta il ruolo determinanti· 
che possono avere le polveri di lif'vito nel manteneff' e diffondere una even
tualt• piccola contaminazione e la possibilità concreta di lenta moltiplicazion~· 
dei microrganismi nelle fasi di insilaggio e di succt'ssivo stoccaggin. 

Stu.fìlocouhi patogeni. 

La presenza di Stafilococchi aurei in un prodotto alimentart' iudica una 
contaminazione da parte de1l'uomo attraverso infezioni cutanee (o ancht· 
cute sana), tosse e starnuti, e naturalmente anche l'uso di proct'ssi termici 
inadeguati, qualora la contaminazione sia a monte del processo medesimo. 

Per quanto concerne le farine per uso zootecnico in generale, la presenza 
"' l'importanza degli Stafilococchi è stata segnalata diversf' voltt' [14-17]. 
L'importanza sanitaria di tali microrganismi è legata all'esistenza di parti
colari ceppi di Staph:vWcoccus aureu$ enterotossici, i quali elaboruno, fra J,. 
altre tossinf' tipichfl di questa specie, anche una entl'rotossina atti,•a l"'' via 
orale [ 43--4 7]. 

Anche lt' biomasse da n-alcani, durante le fasi di lavorazionc successiVI' 
alla fermentazione, possono subin· contaminazioni accidf'ntali da stafilococchi 
patogeni; tuttavia il pericolo concreto di tossinfezioni conseguente all'ing~·

stione di farine contaminate da Stafilococchi è piuttosto remoto, stante la 
Jli"Ct'Ssaria presenza di alte cariche di tali microrganismi pt'r la produzioni' di 
quantità discrete di enterotossina in grado di esplicare un'azioni' tossica. 
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Streptococchi di gruppo D o enterococchi. 

Anche gli enterococchi sono stati considerati per molto tempo come 
germi test di contaminazione fecale, essendo normalmente presenti nell'in
testino de1l'uomo e degli animali. Tuttavia esiste una scarsa relazione fra 
presenza di enterococchi ed Escherichia coli [48, 49]; i primi, proprio a causa 
della loro particolare resistenza a condizioni chimico-fisiche sfavorevoli, 
mal si prestano infatti come indicatori della presenza di specie patogene di 
origine fecale, in quanto queste ultime non sopravvivono di regola alle sud
dette condizioni sfavorevoli. Per tale motivo, gli enterococchi sono venuti 
assumendo negli ultimi anni un significato di indicatori di processi di lavora
zione poco appropriati, sopravvivendo essi in ogni caso anche a trattamenti 
tecnologici molto drastici, quali essiccamento, congelamento, sala
gione, ecc. [48). In prodotti disidratati essi potrebbero in qualche caso mol
tiplicarsi e rag«i.ungere soglie oltre le quali diventano tossigeni, come più 
volte s~gnalato per l'uomo [49, 50]. 

Tuttavia, per le SCP, le rieultanze sperimentali acquisite finora sembrano 
conferire agli streptococchi di gruppo D un 'importanza limitata, Vf'rosimil
mente a motivo delle scarse possibilità di contaminazione fecale di questi 
prodotti. 

Clostridium perfringens. 

Esiste una vasta letteratura documentante la possibilità, da parte rli 
questa specie batterica, di dar luogo a sindromi diarroiche negli animali e 
nell'uomo (51-53]. Ciò è dovuto in parte all'esistenza di ceppi altamente ter
moresistenti (30-60 mio a 100 oq, anche se vi sono in letteratura episodi 
tossinfettivi dovuti a ceppi termosensibili. Il microrganismo in questione 
t'labora numerose tossine ad azione differente, fra cui sembra assumere par
ticolare importanza la tossina alfa ad attività lecitinasica. Diversi lavori 
segnalano la presenza di Clostridium perfringens nelle farine animali [16]. 
Al contrarin, per le SCP le risultanze sperimentali acquisite finora sembrano 
conferire a questo micrnrganismo un 'importanza molto limitata, 

STANDARDS BATTERIOLOGICI E PROTOCOLLI DI ANALISI 
SUGGERITI PER LE FARINE ANIMALI E PER LE SCP 

I criteri per l'esame batteriologico delle farine di carne e di pesce per uso 
zootecnicD sono stati elaborati anni orsono dall'I.S.S. e pubblicati nei« Me
todi Ufficiali di analisi degli alimenti per uso zDotecnico» a cura del Mini
stero dell'Agricoltura. 

In breve, essi indicano le modalità di prelievo e di analisi per la ricerca 
tit'i germi saprofiti (coliforrni, E. coli, enterococchi, clostridi solfito-riduttori) 
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e dei germi patogt•ni (bacilli carbonchiosi. Salmonelle, Shigclle ed Arizona_). 
nonché le provt~ biochimiche per la successiva identificazione. 

Per quanto concernt> le SCP, a livello nazionale non esistono protocolli 
di analisi. mentrt• a livello internazionah~ esiste una« Guideline» del PA(; 
(Protein Advisory Group). Gruppn di lavoru creato dalla FAO-OMS-UNI
CEF,allo scopo di valutare l'uso di nuove fonti proteiche non convenzionali [9]. 
Tale documento sugli aspetti nutrizionali ed igienico-sanitari delle nuoYP 

fonti proteiche per uso zootecnico contient• l'indicaziom• delle classi di mi
crorganismi che debbono essere ricercati ed i limiti di accettabilità proposti 
(Tab. l). Nello stesso anno (1974) è stato approntato un documento della 
I.U.P.A.C. (lnternational Union of Pun· and Applied Chemistry) [IO] il 
quale porta, come il precedente, un elenco dei microrganismi che debbono 
essere ricercati ed i limiti di accettabilità proposti per le SCP (Tab. 2). 

Comt~ appare chiaramente da un confronto fra le due tabelle, le classi di 
microrganismi ed i limiti proposti per ciascuna classe da parte delle dut• 
Istituzioni coincidono. 

Il già citato documento della LU.P.A.C. contiene anche i metodi diana
lisi raccomandati, parte dei quali sono stati proposti da1la A.O.A.C. [54, 55] 
e parte sono desunti dalla letteratura, ch1~ de!!criviamo e commentiamo brt•
vemente qui di seguito. 

TABELLA l 

Protocolli di analisi e limiti di accettabilità proposti 
dal PAG per le SCP 

----------

Enterobotctt.-riacet' 

Salmonellot . . . 

Staph.Yloroccus uureus. 

Clo~tridi totali. 

Cl. perjr;nJ!.Pns . 

Streptoco,.chi di p:ruppo J) 

' l 
' i 
' 

Limioi P'"!""ti,l 
~'"m"'" 

IO:• 

lO" 

lO 

l in 50!!" 

l 

lO·' 

1 0' 

lO' 
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TABELLA 2 

Protocolli di analisi e limiti di aooettahiUtà proposti 
daDa I.U.P.A.C. per le SCP 

'>IICROHGANISMI 

Carica batterica aerobi a 

Lieviti e muffe 

Enterohacteriacee 

SaJmoneUa 

Stophylococcu& aurea&. 

Clostridi totali. 

Cl. perfringeru . 

Streptococchi di gruppo D 

l 

Limiti prop<>•ti/ 
grommo 

IO' 

lO' 

lO 

in 50 g 

l 

IJ" 

IO~ 

lO' 

1. Campionamento e preliet'O 

Valgono i criteri seguiti per le farine ad uso zootecnico in generale, 

6Q9 

D campionamento varia a seconda dell'entità della partita. S~ si tratta 
di piccole partite prelevare dal 5 % almeno dei contenitori; se la partita è 
rappresentata da un numero notevole di contenitori, effettuare i prelievi 
dallo 0,2-0,5 % di essi. 

Il prelievo va eseguito servendosi di attrezzi sterili (cucchiai, sonde 
metalliche ecc.). Si consiglia per la praticità l'uso di un sacchetto di plastica 
tenuto sul pugno della mano a mo' di guanto, da rovesciare all'interno della 
massa del prodotto dopo aver effettuato il prelievo. Da ognuno dei conteni~ 
tori prelevare in più punti, affinché il campione risulti rappresentativo e 
porre in uu unico recipiente di vetro a bocca larga e con tappo smerigliato. 
Tale recipiente deve essere conservato a temperature inferiori a IO oc ed in 
luogo asciutto. 

2. Esami di laboratorio 

La prima operazione da eseguire, preliminare a tutte le altre, consiste 
nd diluire con un diluente opportuno il campione, dopo averne pesata una 
aliquota. Trattasi di un'operazione molto importante, spesso sottovalutata. 
~be, se mal est"guita, può compromettere a volte tutta l'analisi. 

t ben nota in lcttt"ratura la necessità di rivivificazione della micro8ora, 
lfUaJora si debba analizzare un alimento che sia stato sottoposto a trattamenti 
tecnologici drastici, quali essiccamento, pasteurizzazione, salagione, ecc., 
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pr~rché la microflnra microhicu si truYa iu uno ~talu di dormuruT r·. ~<t" ~t·lll•

nata direttament!' in terreni coJturali s•·ll'tti\i, JIU!Ì in molti ca~i nrm sùlup
Jlar"i all'atto o in misura ridotta. La necPssità di rivivificazimw t~ natural
mente più sentita per i mierorganismi prt•senti in piccoli• quantità. conu· sal
monelle ed f"nteruhatt('ri. ma torna uguabnent•· utilt· pt:r tutta lll micrutlora 
in g•:neralP. In particolari', per le farini' ed i prodotti essiccati iu gt'IH'rt·. J,. 
stato di dormanry è dovuto al basso valore di a.,. di cui risentono soprattutto 
i microrganismi Gram negativi [5b---58J. 

Per quantu riguarda la seelta dd diluente, la scuola di Buttiaux f.''i9J 
consi~lia una soluziom· fisiologica con l % di triptonl' f' 8 % di NaCJ. 

Negri t' Coli. [60] invec!." consigliano: 

l) JWr alimenti facilmi'Jift' dispN.'<ihili in ac•Iua: suluziom• fisiulul!i('a 
a pH 7,0: 

2) p1·r alimf'nti rin~hi di prntr·iw•; soluzimw di fo,..fato hipota.'<sieu al 
')'~o u pH 7.-l: 

3) JWI' alimf'nti a eomJIUsiziout• mista. euu ~ignifieatka pr•·Ht•n:r.<l tli 
lipidi: ~oluzinJH· di trifusfato sodico al 2% a pH 7.4. 

Per !t· farine SCP so:mLra quindi opportum1 h1 sc••lta dd H·rzn dihH·•d•·. 
con il quale vient• allestita una SOSJiensiom• iniziale l: lO in b!."ut<t. 

Al fi1w di ottetlo:rt• una sospt•nsiom• omognH'a, si consiglia di agitHr<' 
per 30 min su shaker a temp•·ratura amLientt· ,. di lasciar quindi ril'o~an· 

per l ora. Qualora il prodotto tende,.;~e a st•dimentan·, sarà opporhuw mmli· 
fican· ilrapr10rtn di dilui:àoue pe~oivoluuw aggiuiJgf'ndo lO g a 100 mi auzid11: 
lO g a 90 mi; iu tali' f'VCUienza, dopu agitazione si la..,ct·r~l ripu~ar.- la sosp<'ll· 
siout• pt·J· l ora a temperatura amhit:ut•~ t' ,.; a\Tà cura di raccoglit'rt• solu il 
sopranatante dt•Jia stN,sa. 

Partendu dalla sosrwnsiou•· l: lO cusì allt•.-tita. si f'fl't•ttuano diluizin11i 
scalari in ha.'w 10 con lo sll•s.'lo dilw•niP o cou so!u?.iom• fìsiolugica in pntYI'tl•· 

o pron•ttoni. 

A) Carim batlfriw mesofilu at~robiu. 

Le IWriiH' l.U.P.A.C. consigliano la sr·mim1 di ()J mi di uU<t S08jii'U~Ìtlll!' 

l : }{)() deJ prodotto (diJ. l(l-3) iii tr."tplirtur .çoy U{!_flr, secondo quanto Jlfl'· 

,<,critto {lall'A.O.A.C. [54-J pt·r gli aliml'nti in generai•·. Tuttaviu la suce.-s!-Ì\a 
l'dizioni' di talf' testo [5SJ consiglia di st·minan• una sNie di piaAtrt• Pdri 
ennt1·neuti tr:rptone-glucose-,rea.~t agur con l mi dl'ik varÌI' diluizioni. 

Quest'uhima tecnica ci sembra più' aJi{la. anzi sugg~·riamo di migliorarla 
duplicaudo eiascuna diluzioue seminata. P1•r quant11 coneern•· i terrl'ni. i duo· 
~;onsigliati sono entrambi validi ed l'qui, al enti. In rt•lazioiH' allo ~tandanl 
di cari('a hatt;·rica consigliato (mwx =- lO·') è suftieit:nt;• st>miuan• Il' prime -1 
diluizioni del prodotto compresa la iniilialr•. 
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Le piastrt', dopo solidificazione ddl'agar, wngono incuhate a 30 °C per 
~8-72 ore e quindi si contano le colonie formatesi su ciascuna piastra, tra· 
~curando le piastre con un numero di colonie inft'riore a 30 e superiore a 300. 

Al posto della semplice media aritmetica, spesso usata, sarebbe oppor
tuno l'uso di una media« ponderata» la cui formula [60-62) è la seguente~ 

~c1 + l:c2 
m 

a 

t!ove ~c 1 '""" colonie totali di tutte le piastre (n1 ) alla diluizione minore (d1) 

2:c2 -= colonie totali di tutte le piastre (n2) alla successiva diluizione 
(a = fattore di diluizione = 10). 

Il valore numerico così ottenuto è semplict>ml"nte un «valore medio». 
PPr t'S5ere più esatti e rispondenti alla realtà del campione, occorre calcolare 
la« varianza di campionamento» che è data dalla formula: 

Yariam.a (x) -~ 

a 

dove X =o~ valore medio numerico ottf'nuto ~~ gli altri ~imholi hanno i sigm

licati già indicati in pn·cedenza. La radicf' 'Iuadrata 1li tale valore è la« rlf'· 

\ iazionf' standard >> che indicheremo con ~(x). 
Pl:'-rciò, con una probabilità dd 95 °1

0 , il numero di gprmi « rt'ale» ~arà 

<"ompreso nell'intervallo fiduciale X 

dove X -'-'"" valore ml:'dio numerico 

fix) deviazione standard. 

I.9h . l (x). 

La carica batterica sarà quindi e~pressa da due valori che rappresentano 
l"interYallo fiduciale entro il quale è compreso il valore« reale», 

LOna volta effettuata la numerazione delle colonie. si presentano tutta,•ia 
~pes~o difficoltà di interprPtazione. specie 'luando t•sistono dt~gli standards 
ufficiali proposti ai IJllali ci si 1hwr attf';nere. Se, ad es, il regolamento pre
Yf'dc un limite di carica battt>rica di 100.000/g e i risultati analitici danno un 
valore di l02.000, come si dovrà comportare l'analista per il giudizio? 

Tale prohlf'ma non è ~pt"cifico pt'r i prodotti SCP né soltanto per la eariea 
hatteriea, ma è dihattutto da anni per tutte le analisi quantitativt~ ehf' .~i 

tlf•hhono attl:'nere tld uno standard. come sopra detto. 
li parametro della carica hatterica, a differenza di molti limiti di natura 

<'himica, non può t·ssere rigido, t'ssendo legato a complessi fenomeni bio· 
logici la cui progressione è t~!lponf'nziale. 
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Sotto un certo profilo, meglio rispondf!nte alla dinamica delle variazioni 
quantitative di una popolazion~ batterica, sarebbe più valido accettar1· valori 

compr~si fra due limiti; tale criterio peraltro oflfc margini troppo elevati di 
variabilità, per cui potrebbe venir mt>no la funzione di «deterrente» d•·l 
concetto di carica batterica limite [60]. 

Tali discussioni sono state solle\·ate anche in st~dt• CE.E e sono sta t•· Ilrl'~•· 

in considerazioni.' alcune formula.zioni intese a rendere meno rigida ma pur 
semJJre obiettiva l'interpretazione dei dati analitid relativi alla carica bat· 
tt'fica. 

La seguente formulazione [60] allo stato attualt• sembra la più rispon· 
dtmtf' alle esigenze sopra riportate: 

l) l'analisi deve esst're eseguita su più campioni ed il risultato final•· 
espresso calcolando la media geometrica dei risultati parziali; 

2) il prodotto risulta idoneo se almeno il 50% dei campioni esaminati 
è compr1~so nei limiti di carica batterica prefissati per il prodotto stesso. 

B) Muffe e Lieviti. 

Le norme I.U.P.A.C. raccomandano di seminarf' l ml di sospensione l: lO 
m oxytetracycline-glucose-yea.~t extract agar (OGY) e di incubare per 5 gg 
a 22 °C, secondo il metodo proposto da Mosse! e Coli. [63]. Tale terreno f. in 
grado di inibire comjJietamente lo sviluppo delle hacillacN'. 

Il controllo di mufff' e lieviti riveste particolare, importanza in quanto 
testimonia della eventuali• presenza di cellule vitali di Candida sfuggitf' al 
trattamento termico. 

C) Enterobacteriaceae. 

Le norme I.U.P.A.C. consigliano di seminare_ l g di materiale in 100 ml 
di glucose-brilliant grf!en-bile broth con camJlanclJa di Durham, lasciar1~ per 
2 ore la beuta a 20 °C per la rivivificazione e quindi incubart• per 24 ore a 
30 oC, secondo il metodo descritto da Mosse! e Coli. [64]. Lo sviluppo e la 
produzione di gas in tali condizioni indicano la presenza di enterobatteri 
in l g di materiale. 

Dattl le bass•~ contaminazioni da entcrobatteri presenti di regola ndlt• 
farine SCP, tale tecnica semplificata potrebbe anchP esseri". sufficiPnte; tuttavia, 
pPr una migliore valutaziom· quantitativa, noi vorremmo suggerire un tra
sferimento di questa tecnica in provtltta, con I'applicaziont' del Most Pro
bable Number (M.P.N.). ln pratica, si seminano con l mi delle varie dilui
zioni 3 o 5 serif' di provf'tte contenenti lo st••s8o !t'freno di cui sopra con cam
panella di Durham e si incubano a 30 °C pt'r 24 ore. J.o sviluppo c la produzin
ne di gas sono presuntin df'IIa presenza di enterobatteri. 
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La sostituzione del lattosio con il gluco~io (65J ~ia in questo terreno che 
in 'iuello solido che citeremo tra breve, consente di •~videnziarl'" «tutti» gli 
•·ntl'"robatteri e non soltanto i coliformi lattosio positivi rapidi. 

Una eventuale ricerca specifica di E. coli, cui si annette il peculiare si
gnificato di contaminante fecale, può esse-re eseguita facoltativamente, se
guendo il procedimento di Mackenzie c Taylor [66] il quale consiste nel 
.~eminare, dalle provette risultate positive nella precedente coltura, l o 2 
gocce in brilliant green bile broth (BGB) e in acqua peptonata (preferibilmente 
con tryptone) ed incubare in bagno-maria a 44 °C -+: 0,2 per 24-48 ore. La 
erescita e la produzione di gas in BGB e la crescita e produzione di indolo in 
acqua peptonata confermano la presenza di E. coli nella diJuizioue in esame. 

I titoli per t•nterobatteri e per E. coli rispettivamt>nte si calcolano fa
eendo uso delle tavole M.P.N. 

Accanto a, o in sostituzione di questa titolazione in terreno liquido dell<> 
•·ntt'robacteriacee, suggeriamo ancora un contf~ggio in violet red -bile agar -+

glucosio (V.R.B.G.) mediante st"mina di l mi .Ielle prime diluizioni in piastre 
Petri (in doppio) e lettura d4'"ile colonie rosso violacee dopo incubazione a 30 °C 
per 24 ore [65]. Tali colonie sono ,..ostituite da enterobatteri ft>rmentanti il 
glucosio e/o lattosio con acidificazione del mezzo; in tali condizioni, i sali 
biliari ed il rosso neutro contenuti nel tl'rreno precipitano nello stroma della 
colonia dando luogo alla formazione di colonie rosso-violette. Il terreno è 
~carsamente sdettivo, per cui, dopo 24 ore di incubazionl'", possono svilup
parsi microrganismi Gram negativi non appattt"nenti alle enterobacteriacet>, 
i 'luali formano ugualmente colonie rosse per fermt~ntazione del glucosio e:o 
lattosio: queste ultime tuttavia sono di n•gola più piccole, quasi puntiformi 
,. non debbono essere prese in considerazione nel cont('ggio, 

Il contt>ggio delle colonie di entcrobatteri sottostà (lvviamente agli stessi 
aiteri indicati poc'anzi per la carica batterica mesofìla. 

O) Sa/monelle. 

Tali microrganismi sono fra i pochi per i (1uali s1 sia tentato a livello 
internazionale di giungere ad una standardizzazione •·d unificazione delle 
numerosP metodiehe o>~istt!nti pt>r l'isolamento. l)uesto traguardo è stato in 
lino•a di ma~sima raggiunto t~on un t•norme lavoro portato avanti da ll P:wsi 
o·uropei, fra cui l'Italia. fra il 1967 ••d il 1974. 

In proposito le norme I.U.P.A.C. fanno t>spresso riferimento a tale me· 
tndica standard [67-691. 

Essa prevede un« pn•arricchimento» (non consigliato dalla I.U.P.A.C.) 
in arqua pr>ptonata tamponata (50 g di prodotto in SOO mi tli terreno) pt'r 
:34 un•,, seguito da un« arricchimento» in Miiller Kauffmann brnth base addi
:tionato dell'l,9 % di una soluzione iodo-iodurata (200 g di iodio e :!50 g di 

'" 
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ioduro di potassio/litro di acqua distillata) e dell'l % di una soluzione af
quosa sterile di verde brillante allo 0,1 %· 

La semina in Muller Kauffmann va fatta nello stesso rapporto di l : lO, 
in beute contenenti 100 mi di terreno; dopo la semina le beute vengono tenute 
in bagno-maria a 45 oc per 15 mio e quindi incubate a 43 0C per 15-18 ort'. 

Trascorso tale tempo, si semina un'ansata di brodocoltura su piastra 
di 14 cm di diametro contenente brilliant green agar di Kauffmann preparato 
secondo la formula messa a punto dalla Oxoid. Su tale terreno le colonie di 
Salmonella crescono rigogliose, grandi, traslucide, con intenso alone di virag· 
gio al rosso brillante per alcalinizzazione del mezzo. I coJiformi lattosio posi
tivi, quando crescono, formano colonie giaUe per acidificazione. il Proteu~ 
può sviluppare talvolta formando colonie piccole, gracili, con viraggio al 
giallo, più spesso alcalinizzanti, a seconda della specie. 

Le colonie sospette di appartenere al genere Salmonella vengono prt>
levate con ago e seminate su terreno di Kligler o su T.S.I. e, sulle agarcolturt> 
che confermano la diagnosi di Salmonella (butte gialla, slanl rosso, H 2S +. 
presenza di gas) si eseguono i vari test biochimici di identificazione che ver
ranno descritti in altra parte. 

Ai test biochimici possono seguire, se necessario, le prove diagnostichi' 
sierologiche con sieri polivalenti e monovalenti, per la identificazione del 
sierotipo. 

E) Staphylococcus aureus. 

Le norme I.U.P.A.C. raccomandano di seminare l g di prodotto in 100 mi 
di terreno di Gioliui e Cantoni [70J ed incubare a 37 oc in condizioni anaero
biche per 24----48 ore. Dai provcttoni in cui si ha annerimento, per riduzione del 
tellurito, si semina con ansa su egg _yolk-tellurite-glicine-pyruvate a{(nr 
secondo la metodica descritta da Baird-Parker [71]. Su talt' terreno le coloni•· 
di stafilococchi crescono grandi, nere e con alone chiaro dovuto ad attività 
lecitinasica sull'uoyo, 

Anche in questo caso la metodica suggerita è chiaramente semiquauti
tatiYa, nel senso che consente soltanto di accertart'" la presenza o l'assenza di 
stafilococchi patogeni in l g di prodotto. 

Pl"r una migliort' valutazione quantitativa noi suggeriamo la semina 
nello stesso terreno di arricchimento di quantità scalari del prodotto e il 
successivo isolamento e conferma su terreno di Baird-Parker. Contempora· 
neamente può essere tentata una semina diretta su Baird-Parker di O, l m) 
delle prime diluizioni del prodotto, per spatolamento. 

F) Clostridi soljito-riduttori. 

Lt> norme I.U.P.A.C. consigliano la semina di l mi di nna sospensione 
l : IO del prodotto in sulphite-iron-pofymyxin agar [72, 73J, incuhandn in 

A nn. hl. li"P"· Soni!ò (100~) 15, ~97-63~ 
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anaerobiosi a 32 OC per 48 ore. La riduzione del solfìto sodi co in presenza di 
sali di ferro da parte dei clostridi determina lo sviluppo di colonie nere nello 
spessore del terreno e in superficie, 

A questa metodica, piuttosto semplificata, noi suggeriamo alcune mo-
1lifiche: l) semina delle prime tre diluizioni decimali del prodotto e 2) tratta
mento delle stesse a 80 °C per lO min prima della semina, stante l'esistenza 
di microrganismi solfito--riduttori non sporigeni, anaerobi facoltativi od 
obbligati, 

Le condizioni di anaerobiosi possono essere realizzate o coltivando in 
alto strato in provettone (metodo dì Wilson-Blair) oppure, più moderna· 
mente, in piccoli recipienti individuali per anaerobiosi (metodo di Mossel con 
bustine contenenti polvere riducente, piastre di Brewer, ecc.) o in apparecchi 
per anaerobiosi per colture multiple (sistema Gaspak). 

G) Clostridium perfringens. 

Le norme I.U.P.A.C. consigliano la stessa tecnica di cui sopra, usando 
eome ternmo sulphite-iron-cydoserine agar ed incubando a 46 °C per <t8 ore, 
~econdo il metodo proposto da Mosse! e Coli. [74]. La sostituzione della poli
mixina con cicloserina e la te-mperatura più alta, secondo Mosse!, consentono 
una maggiore selettività nei confronti di Clostridium perfringens il quale nel 
terreno solido sopra citato cresce in eoltura pura sotto forma di grandi co
lonie nere, 

H) Streptococr:hi di gruppo D. 

Le norme I.U .P .A.C. consigliano di seminare per ><putolamento 0,1 ml 
1ldla diluizione l : lO del prodotto su ae.~culin-iron-azide-bile $alt agar e di 
incubare a 37 °C per 24-48 ore secondo la metodic.a indicata da Buck [75J. 
A tale riguardo è opportuno far presente tuttavia che la metodica 11i cui sopra 
dene utilizzata dall'Autore per l'isolamento dì enterococchi da acque- di mare. 
c fa uso di terreni liquidi del tipo di Rothe e Litsky ( .4D broth e 
EVA broth) [76], con un conteggio del tipo MPN. Il terreno a base di escu
lina, salì di ferro, sodio uzide e sali biliari è invece chiaramente un terrPno 
snlìdo sul quale sì effettua un conteggio per semina supttrficìale e per il quale 
non sono applicabili i criteri MPN. 

Per tali considerazioni ed anche per il futto che le stt•sse norme LU.P.A.C. 
danno un limite •li 101 per gli enterococchi nelle farine SCP. sarebbe opportuno, 
a nostro avviso. seminare su piastra almeno le prime tre diluizioni del pro
dotto, utilizzando o il terreno solido supra citato (Terreno di Edwards modi
ficato) o i tPrreni liquidi del tipo AD broth e E V A broth; nel primo caso si 
t•ffettuerà il conteggio con i f'_riteri indicati a proposito della r"arica batterica 
aerobica, nel secondo caso utilizzando le tavole MPN. 
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Sul tt>rreno di Edwards modificato J,. colonif' di enterococchi cresco1w 

piccole, puntiformi e nere per idrolisi dell'esculina e, malgrado la sufficienti' 
earatterizzaziom• morfologica, richicdhno una conferma che· può essen• 
effettuata con le prove biochimiche più oltre indicate. Lo stesso dicasi pt•r il 
conteggio efft'ttuato in tf'rreni liquidi, per il quale una prima conferma è data 
dalla crPscita in E V A broth (ethyl violct azidr> broth) con intorhidamentu 
cd un caratteristico sedimento violetto, seguita da isolamento e caratteriz
zazione biochimica, comi' sopra detto, data l'esistenza in tali terreni di falsi' 
positività [77]. 

3. Prove biochimiche consigliate per l'ident~ficazione generim 
e specifica dei microrp,anismi pre!iòenti nelle SCP 

A) Carica batterica aerobia meM1jìla. 

Ci si limita a registrart• il valore numerico della carica semr.a procedere n 
prove di identifirazione. 

B) Mufft~ l' Lieviti. 

ln caso di cariche microhiche eccedenti i limiti prefissati per tali mierur
ganismi, è consigliabile procedl're all'identificazione dei lieviti isolati. al 
fine di accertar(' l'eventuale presenza di Candide apparttmenti al ceppo clll
tivato, sfuggiti' al trattamento termico. 

C) Enterobacteriacem•. 

Nei casi in cui si proceda alla determiuazionl'" del titnlo per E. coli, dnpn 
la prova di Mackenzie occorre eseguirr; a) provt~ di appartenenza alla famigiia 
Enterobacteriaceaf' ~~ b) prova di identifit~azionr di E. roli. 

a) ProH" di appartenenza alla famiglia Enterohacteriaceat•. 

La prova di Mackcnzit>. anche se ben condotta, resta pur sempre una 
prova presuntiva, cui devono far seguito prove di conferma JI"T Entero
bacteriaceae, che eono le seguenti: 

l) O$.çida.çi (reazione di Kovacs). lmmt>rgt•rp delle striscioline- di 
carta Whatman n. l in una soluzioni' acquosa l ~o di Jl-amino-dimt•til
anilina ossalato e farli· asciugare rapidamentf'. Strisciar·...i quindi sopra con 
ago o ansa la coltura in agar di 24 ore del germf' in esame. La comparsa di 
una colnrar,ionf' bruno-violetta è indice di reazione positiva. 

Lr Enterobacteriaceae sonn ossida8i negatin·. 

2) Fermenfazione del gluco$iO. Seminare la coltura in esamt• per in
fissionl' in due provette di terreno di Hugh e Le1json con glucosio. In una di 
f'Sst• versare dell'olio di paraffina ed incubare quindi per 24--48 on•. 

Le Ent,.robacteriaceae danno viraggio al giallo m l"ntrambe le prnvf'ttt·. 

T 
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:~) Riduzione del nitruM. S1•minare cnn ansa il g!•rm~ in t"Same in ll{{(lf 

uitmto ('d incubare a :Hl °C per :?4 ore. Versare quindi ~ulla ."-Up('rficic rlf'l 
t1•rn•no alcune gocce d('i S('gucnti n•atth·i (rf'attivo di Griess): 

rJ) acido sulfanilico allo 0,8% in acido acetico N·S; 

h) alfa naftilammina allo 0,5 % in acido acetico N ·s. 
La comparsa di una eolorazione rosso sangue è indie(' di riduzion~· th•l 

nitrato a nitrito. Le Enterobacteriaceae danno reazione positiva. In caso di 
n•azione nf'gativa, è opportuno controllare se non vi Aia stata una riduzione 
del nitrito ad NH3• Ciò può eseere fatto aggiungendo della polvere di zinco 
riducente. Se è prest'nte nitrato esso vit>ne ridotto a nitrito, che in presl'nza 
~Id reattivo di Griess si colora immediatamente in rosso; se non è presente 
nitrito, perché completamente ridotto ad NH3 ,la reazione permane negativa. 
~·d il ceppo in esame è da considerare positivo, 

h) PrtJve di ilknt~ficazioue di E. coli. 

l) Produzione di indolo. Sulla brodocoltura positiva ottenuta nella 
prova di Mackenzie (sviluppo in acqua peptonata a ·l4 oq si stratificano 

alcuni mi del reattivo di Ehrlich, modificato da Kovacs, agitando. In caso di 
n·azione positiva si ha la comparsa di un am•llo superficiale rosso ciliegia, 
in caso negativo l'anello si colora in giallo. E. coli è inrlolo positivo, raramente 
indolo negativo. 

2) Prova del ros.~o metile. Seminare un'ansata del germe in esame in 
tt'rrt'no MR-VP (terreno di Clarck e Lub.ç) t-d incubare a :~0 oc per 4 gg. 
\ggiungere quindi alla hrodocoltura 1-2 gocce di una soluzione alcoolica di 

rnsso metile allo 0,25 %· La eomparsa di una intensa colorazione rnssa è 
indice di positività della prova, in r,aso contrario si ha mlfHazinne gialla. 

E. roli è rosso metil positivo. 

:J) Produzione di acPtil-mPtil-rarbinolo. Aggiungt-n• ad l mi fidia hm· 
do('oltura prect-dente O,fi mi di una soluzione aleoulica di alfa naftnlo ,; "" 
,. Il.~ mi ~li una soluziont> acquosa di NaOH al -tO o;, (reattivo di Barritt). 
\gitarc ~~n.,rgicamentl' v~~r ~1ualche minuto. Tn casu di pu~itività si ha uma 

1'nlora:r.imu• rossn magenta. 

E. t:oli è nl'gativo per questa reazione (reazione rli Voges-Prn8kaw•r). 

-1.) Utilizzazioni' del citrato. St>minare enn ago il gt•rmt' in ••samf' enn 
r1go eentrale su Simmons f'Ìfrfltl' ~tgar, a\'t'ndo rura di non asportare f'on 
l'ago tracce di terreno cnltural~·. e~l incubare a 311 °C per l--10 gg. TI yiraggio 
dPI tt•rreno a bleu oltrt'man~ f. indil't• ~ti pnsitività. 

F,, mli è ~~itratu negati\·o. 

'"" /cl ·'''!'" ""''''' 1)'\;•ot 15, :,.,; '''-
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D) Salmonell11. 

LI:' colonit• sospellf• cresciute su BGA \'Cngonu trapiantati' con ago in 
terreno di Kligler o T.S.l. c, in caso di conferma della diagnosi, si procedt•. 
come già detto, ad alcum• prove biochimiche, per una più esatta identifica
zione. Nella diagnostica corrente, secondo la nostra esperit~nza. è sufficient•· 
~·ll'ettual"4' tr1· pro\'t': ossidasi, APP t' heta-galattosidasi: 

l) Ossidasi. Già dcscrittu per E. coli. 

2) Pro1•a dell'APP. F. una prova rapida che consentt• (li evidenziare• 
l'acido fenilpiruvico formatosi per deaminazione ossidativa ad opera di 
germi del genert• Proteu.~. 

Da un'agarcoltura di 24 ore dd germe in esam•· o anche dal Kliglt>r 
sospendere una ricca ansata in 0,5 mi di soluzione acquosa steril•· di fenila
lanina allo 0,4 % [78] cd incubare per 15 minuti a 30 °C. 

Quindi versare nella provettina due gocc•• 

Soluzione semisatura di allum•· ferrien 

Solfato di ammonio 

Acido solforico al l O % 

del seguenti~ reattivo: 

mi 50 

g 

mi 

20 
IO 

La reazione positiva è data dalla rapida comparsa di una intensa colo
razione verde bandiera. 

Lt' Salmonelle sono APP negative. 

3) Prova tklla bcta-galattosidasi. Sospendt•n• una ricca ansata da agar 
o da Kligl•~r in 0,25 ml di sol. fisiologica ed aggiunger•~ quindi una goccia di 
toluolo; agitan•, lascia n~ per qualche minuto a 37 °C ed aggiungere 0,25 mi 
di reattivo ONPG (orto-nitrofenil-beta-galattopiranoside). Incubare a 
3!1-37 oc fino a 5-6 on~. La reazione positiva, che testimonia la presenza di 
heta-galattosidasi, compare di regola entro 20 min nei ceppi lattosin positivi 
rapidi, entro qualclw ora nei ceppi lattosio posith·i lenti, ed è rapprt>scntata 
da una colorazione gialla più o meno intensa. 

Le Salmonelle sono heta-galattosidasi negative, cun qualclw eccezione. 
La soluziont' di ONPG si prepara sciogliendo 80 mg di reattivo ONPG 

in polvere in 15 ml di H 20 scaldata a 50 °C ed aggiungendo 5 mi di una solu
zione tampont' di NaH2P04 .H20 (6,9 g di salt- in 45 mi di H 20 - Portar•• il 

pH a 7 con circa 3 mi di lisciva di soda). 
Sia il tampone eh•· la soluzione complt"ta di ONP(; si conseryano a 4 °C 

in frigorifero. 
Tuttavia, in di'ruga a quanto detto finora, in qualche caso può essere 

necessario allf•stire- un maggior numero di prove biochimiclH', per una pil1 
esatta conoscenza del biotipo, soprattutto SI:' si è in prl:'senza di suhg•'nl:'fi di 
Salmonella rari c di difficih· classificaziom·. 

• 



~·· 

PICCININNO 619 

In tali casi suggeriamo di ricorrere ai metodi miniaturizzati API con 
i quali è possibile eseguire in breve tempo una galleria di oltre 20 prove bio
chimiche, che t'lenchiamo semplicemente per conoscenza del lettore: ONPG 

0 beta-galattosidasi (già descritta) - Arginina deaminasi - Lisina decar
bossilasi - Ornitina decarbossilasi - Simmons citrato (già descritto) -
idrogeno solforato- Ureasi- APP (già descritto)- lndolo (già descritto)
Rosso metile (già descritto)- Voges-Proskaues (già descritto)- Gelatina
Fermentazione di glucosio, mannite, inosite, sorbite, ramnosio, saccarosio -
:\fobilità - Malonato - Test 0-F (ossidazione-fermentazione del glucosio). 

Una volta definito biochimicamente, il ceppo viene assoggettato a 
prove sierologiche con sieri antisalmonella polivalenti e monovalenti, se
guendo il ben noto schema di Kauffmann-White, allo scopo di definire il 
~ierotipo. 

E) Staphylococcus aureus. 

Le colonie grandi, nere, con alone chiaro, cresciute sul terreno di Baird
Parker, nella grande maggioranza dei casi sono costituite da Stafìlococchi 
patogeni coagulasi positivi. Tuttavia è opportuno confermare tale diagnosi 
mt"diante le due prove biochimiche della coagulasi e della DNAsi. La diagnosi 
tlifferenziale con il genere Micrococcus può esst"re eseguita con la semina dd 
germe isolato in terreno V.L. (Viande-Levure) per anaerobi e in terreno di 
}[ossel alla mannite e cristalvioletto per il test di ossidazione,ifermentazione. 
La crescita in entrambi i terreni ed il viraggio al giallo nel secondo di essi 
l':onferma la diagnosi di Staphylococcus. 

F) Clostridi totali. 

Vengono registrati numericamente con i criteri indicati per la carica 
batterica aerobia, senza procedere ad identificazione. 

Clostridium perfringens. - La selettività del terreno nonché la tempera
tura di incubazione assicurano, secondo Mossel, la crescita esclusiva di tale 
specie batterica, che può essere contata con i criteri già indicati, senza ne
t'l•ssità di ricorrere ad una conferma biochimica. 

G-) Streptococchi di gruppo D. 

La morfologia ddle c~Jlonie ed il reperto microscopico di cocchi Gram 
positivi disposti in lunghe catene è già sufficiente per porre la diagnosi di 
Slreptococcu.ç, La successiva diagnosi di gruppo })UÒ essere fatta mediante 
akune prove biochimiche che do;>scriviamo brevementf': 

l) Sviluppo a lO °C - :n "C - ~5 °C. Seminare in brodo t:d incubare 
alle temperature indicate }lt'r 24-48 ore, fatta t•ccezione per la temperatura 
di lO °C per la quale occorrono fino a lO gg. 
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Gli Strt•ptoeoedJi lérali (di gruppo D) en·~o:uno a tutto' o· tn· lo· 
to·mperaturo·. 

~) Termort>.~isll'nZII n b(J "C p1•r :w min. Tratlart• una hrodocoltura ;1 

60 °(..; per 30 min t' scmiuan· lJUindi l goccia in Lrodu, iumbando a 3'7 <>C 
)Wl' 24--48 IIft', 

Gli Streptoeocchi fecali sopnn vivono al trattamentu. 

3) Sviluppo a pH 9,6. Seminart• in hrndu a pH 9,6 ed ineuban• Jll'f :~ gg. 

Gli Strcptococchi fecali si sviluppano a tal1• pH. 

4) Crescita in presenza di tellurito di potas.~io. Seminart· la coltura in 
un brodo contenente tellurito di potassio l : 2500 ed incuhar(' a 3i °C pt·r 
48-i2 ore. 

Gli Strl'ptococchi fecali si SYiluppano e determinano annerimento per 
riduzione di'i tellurito a tellurio metallico. 

APPENDICE 

TERRENI DI (.OLTl'RA JJSATI PER NUMERAZIUNE. ARRJCCIIIMENTO, I~OLAMENTU 

EU IDENTU'ICAZIO:o;E BIOCHIMICA OEI MICRORGANIS!III llESr:II.ITTI NEJ, TESTO 

Descri,·eremn in qut'sta appendi1·t· i prinr.ipali terreni di coltura citati 
nd testo, indicandone la composizione per litro nonché il nomr comnwrdak 
,. la Ditta produttrice, qualora si tratti di prodotti di~idratati. Per lt• mu
llalità di pn>:paraziom• l' sterilizzazione si rimanda ali(• istruzioni della Casti 

produttrici'. L'ordine ~eguito sarà quello di citazioni' nt•l tt':sto. 

1. - Tr.vpticaM' .~oy agar. 

~ un tf•rrenn ~vlido cht· !'i prt·~ta hf'IH' per l'i~olamt•ntu e la coltura di 
nunwrosi OIÌcrorganismi aneht• particolarmt•n11' esigenti (79, 80]. 

. , 

Trypticase 

Phytom• 

Sudio cloruw 

Agar. 

Acq1ta tli~tillata 

BBL llOH. 

Tr_yptom• gluro.~l' .w'w agur (Piate l'ount agar) pl1] . 

• ];) 

» ' 

' 
,, 

» ];) 

» 1.000 

Tryptu1w g J 

E~tratto di lit·,-ito >> 2.5 

.11,., 1•1 ·'''!'"' ·'"""" f)IO;i'' 15, .-,,.; ,,::~ 



[)estrosio 

-\gar ... 
_\.equa distillata . 

Oxoid CM 18.1. 

:t - Gluco~e yeast exrract ugar (con OTC). 

Estratto di lievito 
Glucosio 
A.gar . , 
Acqua distillata . 

" l 
)) 15 
» 1.oon 

g 5 
)) :!0 
)) 16 
» 1.000 

Al momento dell'uso, fondere 100 mi di tt•rrt>no, raffreddare a 50 "C 
t·d aggiungere lO ml di una soluzione di OTC (ossit('traciclina) contenente 
l mg,.ml. 

k - Glucose brilliant green bile broth. 

Peptone 
G-lucosio 

Bile di bue essiccata 
Verde brillante . 
Acqua distillata .. 

.). - l,actose brilliant grem bile broth. 

Peptone 
Lattosio 
Bile di bue . 
Verde brillante 
Acqua distillata . 

Oxoid CM 132. 

h. - -lcqua peptonata (Pt>ptone watl•r), 

Peptone 
:-iodio cloruro 
_\equa distillata . 

Oxoid CM 9. 

- Violet n•d bile ugar (enn glucm;in). 

g lO 

" 10 

" :W 

" 0,0133 

" 1.000 

~ IO 

" 10 

" ~o 

" 0,0133 

" l.OOU 

., 
o lO 

)) :.> 

>) UlOO 

È un terreno solido ehe consente la ~~rt·scita l'ot'll~ttiva t•tl il conteggio tlei 
microrganismi t~oliformi nella w~rsiom~ originale e 4li tutti gli entf'robattNi 
lll'lla mutlificazione di Mosse! [65] con l'aggiunta dell'l 0 /,, di glucosio (VRB(;), 

Estratto fii lievito ~ :J 
Peptone 
:-iali biliari 

» 
» 

7 
Li 
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Latto.sio 
Sodio cloruw 
Agar ..... 
Rosso nf'utro 
Cristalvioletto . 
Acqua distillata . 

BBL 11807. 

8. - Acqua peplonala tampmwlfl. 

Peptonl" 
Sodio cloruro 
Fosfato bisodico . 12 H 20 
}~osfato monopotassico . 
Acqua distillata . . . . . 

9. - Miiller Kauffmann broth ba.st•. 

Tryptont• 
Peptow1 di .soia 
Sodio cloruro 
Calcio carbonat1. 
Sodio tiosolfato 
Bi!(' di bue . . . 
Acqua distillata . 

Oxoid CM 343. 

10. - Brilliant green agar. 

Estratto 
Pepton1• 

Lab Lt>meo 

Estratto di lit>vitn 
Fosfato bisodico 
Fosfato monosodico 
Lattosio 
Saccarosio 
Rosso f1~twlo 

Verde brillant1• 

Agar ...•. 
Acqua distillata 

Oxoid CM 329. 

Il. - Terreno di Kli~fer (Kligler iron agar). 

» 
» 
» 
» 
» 
» 

g 
» 
» 
» 
» 

• » 
» 
» 
» 
» 
» 

• » 
» 
» 
» 
» 
» 
» 
» 

• » 

IO 
5 

15 
0,030 
0.002 

1.000 

IO 
5 
9 
1.5 

1.000 

7 
2,:~ 

2,:{ 
2,5 

40,7 
4.7.') 

1.000 

5 
IO 

' l 
0.6 

IO 

"' 0,119 

0.0(14 7 
12 

1.000 

È un terreno diffl•rf'nziale clw consentt• la diagnosi prt>Sunti,-a di gl'llf'n' 
n1•ll'ambitn degli l'lltl•robattt•ri. particolarmente tra coliformi, prott·i e 

salmonelll'. 
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Peptone g 20 
Lattosio » lO 
Destrosio » l 
Sodio cloruro » 5 
Citrato ferrico ammonico » 0,5 
Sodio tiosolfato » 0,5 
A.gar . » 15 
Rosso fenolo » tl,025 
Acqua distillata . » l.tlOO 

Si fa ~olidificare in provetta in modo tale da ottenere un fondo alto al· 
uwno 3 cm. La semina della colonia viene effettuata per infissione nel fondo 
(butte) c per rigo centrale nella parte inclinata (tranche o .dant). 

La presenza di un sale di ferro e di un sale di zolfo consente di rivelare 
tracce di idrogeno solforatO sotto forma di solfuro ferroso di colore nero, 
mt·ntre il viraggio al giallo della sola butte testimonia la presenza di un germe 
lattusio nt'gativo o lento fermentatore. 

BBL ll317. 

!Ibis. - Triple sugar iron agar (T.S.I.). 

Rappresenta una delle varianti del terrt'no di Kligler con l'aggiunta di 
~accarosio (lO g/1) che consente la diagnosi anchP dei &:ermi lattosio negativi 
" lt•nti fermentatori. 

BBL ll749. 

r·~ - Terreno di Giolitti e Cantoni (Staphylococcu;~ enrichment broth base). 

Peptone 
Estratto di lievito 
Mannitolo 
Glicina 
Fosfato bipotassico 
Litio cloruro 
Sodio piruvato 
Acqua distillata . 

:\d l l di terreno pronto per l'uso aggiungert~ 
acquo~a stt•rile tli potassio tellurito l %. 

"Merck 7892. 

11. Baird-Parker agar base. 

Trypticase 
Estratto di carne . 
Estratto di lievito 
Litio cloruro 

g lO 
» 6.5 
» .5 
» lO 
» 5 
» s 
» lO 
» 1.000 

20 mi di una soluzione 

g lO 

" 
" l 
» 



.\gar, 

.\equa distillata . 

17.- Azide dextrose broth (AD). 

Peptone 
Estratto di carne 
Destrosio 
Sodio cloruro 
Sodio azide . , 
Acqua distillata , 

BBL llOOO. 

PICUNIN:>i'O 

18. - Ethyl Jdolet azide broth (EVA). 

Peptone 
Destrosi1• 
Sodio cloruro 
Fosfato bipotassico 
F11sfato monopotassico . 
Sodio azide . , . 
Etilvioletto 
Acqua distillata 

BBL ll226. 

19. - Terreno di Hugh e Leifson. 

Peptone •... 
Sodio cloruro 
Fosfato bipotassico 
Bleu di bromotimolo 
Agar ... , .... 
Acqua distillata . . . 

» 
» 

g 
» 
» 
» 
» 
» 

" » 
» 
» 
» 
» 
» 
» 

g 
» 
» 
» 
» 
» 

20 
1.000 

15 
4,5 
7,5 
7,5 
0,2 

1.000 

20 
5 
5 
2,7 
2,7 
0,4 
0,83 

1.000 

2 
5 
0,3 
0,03 
3 

1.000 

.\1 momento dt"ll'uso fondf"re il terreno in provetta ed aggiungere l mi 
(li una soluzione al lO % di glucosio nd altrh zucchero, far solidificare e quindi 
~t'minare per infissione. 

~0. - Agar nitrato (nitrate agar). 

E~:~tratto di carne 

Peptonc 
Potassio nitrato . 
Agar .... 
Acqua distillata . 

Difco B 106. 

g 
» 
» 

5 

)) 12 
)) 1.000 
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21.- Terreno MR-VP. (Methyl red- Yoge;; Proskauer). 

Peptont' 

Destrosio 
Fosfato bipotassico 
Acqua distillata , 

Difco B 16. 

22. - Simmons cifrale agar. 

Magnesio solfato 
Fosfato ammonico 
Fosfato bipotassico 
Sodio citrato 
Sodio cloruro 
Agar. , , . 
Bleu di bromotimolo 
Acqua distillata 

Difco B 91. 

23. - DNAse test agar. 

Desoxyribonucleic acid 
Trypticast~ 

Phytone 
Sodio cloruro 
Agar 
Acqua distillata . 

• 
,; 

» 

g 
» 
» 
» 
» 
» 
» 
» 

g 
» 
» 
» 

" 
» 

7 
5 
5 

1.000 

0,2 
l 
l 
2 
5 

15 
0,08 

1.000 

2 
15 

5 
5 

15 
LOOO 

Dopo sviluppo dellt" colture, la superfìcit· delle piastre viene bagnata 
con acido cloridrico N o con soluzione acquosa O, l %di bleu di toluidina. Le 
colture DNAsi positive presentano una zona chiara intorno alla stria di 
semina, se trattate con acido cloridrico, o una zona di colore rosa brillante H" 

trattate con toluidina. 

24. - Terreno V.L. (Viande-Levure). 

Tryptone 
Sodio cloruro 
Estratto di carnl" 
Estratto di lievito 
Cisteina cloridrato . 
Agar ..... . 
Acqua distillata . 

25. - Terreno di Mosse! alla mannitc. 

Tryptonc 
Estratto di lievito 

g 
>> 
» 
» 
» 
» 
» 

g 
» 

IO 
5 
3 
5 
0,4 
8 

1.000 

IO 
],5 



\lannitolo 

B rom nert'!<olporpora 

Sodio cloruro 

\gar . 
Acqua di~tillata . 

g 
>> 

" 

lO 

0.015 

15 
1.000 

lo:l7 

Distribuire j trrrt'ni 2-:t e 25 in proYettin~· sottili di 8 ~'- 180 mm fino a 
t•irca :! :{ dell'altezza, 
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