48. Mario PRINCIVALLE. — Dosaggio microbiologico di alcune vita-
mine del gruppo B. - IIl. Un nuovo metodo per la titolazione
della biotina.

Riassunto. — Il metodo descritto si basa sull’utilizzazione di un
mutante di Penicillium chrysogenum che richiede solo e specificamente
la biotina come fattore di crescita. La titolazione si fa in terreno solido
su piastra col metodo delle capsuline di porcellana. Il diametro degli
aloni di crescita varia linearmente col logaritmo della dose nell’ambito
compreso tra 0,005 e 5 meg/cm?.

Résumé. — La méthode décrite est basée sur 1'utilisation d’un mu-
tant de Penicillium chrysogenum qui demande seulement et spécifique-
ment la biotine comme facteur de croissance. Le titrage se fait, par la
méthode des petites capsules de porcelaine, dans un milieu solide. Le
diamétre des halos de croissance varie d'une facon linéaire avec le
logarythme de la dose dans les mésures comprises entre 0,008
et 5§ meg/cm?,

Summary. — The method deseribed is based on the use of a mutant
of Penicillium chrysogenum having a single and specific growth requi-
rement for biotin. The assay is carried out on plates of solid medium
using the porcelain cup technique. The diameter of the halo of growth
varies linearly with the logarithm of the dose in the range 0.005-5 pg/ml.

Zusammenfassung. — Die geschilderte Methode bedient sich eines
Mutanten von Penicillium chrysogenum der ausschliesslich und spezi-
fisch Biotin als Wachstumsfaktor bendtigt. Die Titrierung erfolgt auf
festem Néihrboden mit Porzellankapseln. Der Durchmesser der Wachtums-
ringe wichst linear mit dem Logarithmus der Dose fiir Konzentrationen
von 0,005 bis 5 emg/cm?® von Biotin.

La biotina & presente nei materiali biologici e negli alimenti in con-
centrazioni cosi basse che la sua determinazione puo essere eseguita solo
in base all’effetto che questa vitamina esercita sugli animali superiori
0 su quei microrganismi incapaci di sintetizzarla. Non esistono metodi
chimici né fisici atti a titolare la biotina. I metodi microbiologici sono
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quelli usati piut comunemente per i vantaggi di semplicith, economia,
precisione e rapidith che ovviamente offrono.

Per il dosaggio microbiologico della biotina si conoscono vari me-
todi che utilizzano i mocrorganismi pit disparati. Le prime esperienze
di titolazione furono condotte da SNeLL, Eakin e WiLLiams (1Y) su Saccha-
romyces cerevisiae. Successivamente West e WoerLom (%) utilizzarono
Rhizobium trifolit, LampeN, BaniLer e PeErerson (%) Clostridium butyli-
cum, Hobson (*) Neurospora crassa.

Si conoscono infine alcuni metodi basati sull’'uso di lattobacilli:
il Lactobacillus caser fu sperimentato da Lanoy e Dicken (%) e da SmULL
e PereErson (°); il Lactobacillus arabinosus fu utilizzato da WriGHT e
SkeGGs () e da Luckey, Moore ed ELvemsem ().

Il metodo pit seguito & quello di Wrient e SkeGes, in cui il micror-
ganismo titolatore & L. arabinosus 17-85, A.T.C.C. 8014: questo metodo
risponde a molti requisiti in quanto & molto sensibile (risponde a 0,05 mil-
limicrogrammi di biotina) e discretamente specifico; tuttavia, come tutti
i metodi che impiegano i lattobacilli, richiede un terreno di coltura assai
complesso e di laboriosa preparazione.

Il metodo di titolazione che noi proponiamo per la biotina utilizza
un ceppo di Penicillium chrysogenum che esige solo e specificamente la
biotina come fattore di crescita. La prova si fa in terreno solido, su
piastra, col metodo delle capsuline di porcellana.

MATERIALI E MODALITA TECNICHE

1. Microrganismo titolatore. - I1 mutante di Penicillium chrysoge-
num utilizzato nel presente metodo fu isolato dal dott. G. SErmonTI di
questo Istituto mediante irradiazione ultravioletta (P. chrysogenum Isti-
san 177).

2. Mantenimento del ceppo. - Il terreno pil conveniente & quello
di Moyer, cosi composto:

K,HPO, g 1
MgSO, g 03
KCl g 05
FeSO0, g 001
Saccarosio g 30
Corn step liquor g 10
Agar g 18
Acqua distillata em?® 1000

pH finale = 7
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Il ceppo va trapiantato ogni due settimane. Una buona sporilica.-
zione si oftiene coltivando il micete su chicchi d’orzo umettati con una
soluzione sporulante (acqua cm?® 1000, asparagina g 1, glicerina g 30)
e sterilizzati in autoclave in matracci da 250 cm® (10-15 g di orzo. per

matraccio). La temperatura di incubazione & 26°C.

3. Preparazione della semina. - La sospensione di spore da usarsi
per la semina puo esser preparata in maniera soddisfacente da una col-
tura ben sporificata del micete su chicchi di orzo: alla coltura si ag-
giungono 50-100 cm® di soluzione fisiologica sterile, si agita energica-
mente per qualche minuto, quindi si filtra il liquido attraverso alcuni
strati di garza sterile. La sospensione cosi ottenuta si pud conservare
per diverse settimane in frigorifero a + 4°C.

Al momento della prova si preleva un certo volume della sospen-
sione, si lavano le spore per centrifugazione e si diluiscono fino ad otte-
nere una leggera torbidita (circa 10° spore per cm?).

4. Terreno di prova. - Si & dimostrato adatto il terreno di Czapek-
Dox cui si aggiunge, prima della sterilizzazione, agar purificato (ad es.
Bacto-Agar Difco) e lavato, nella proporzione dell’1,89. La composi-
zione & la seguente:

NaNO, g 3
K(l g 05
MgS0, (7 H, 0) g 05
FeSO, (7 H, 0) g 0,01
KH,PO, g 1
Glucosio g 40
Agar (Difco) g 18
Acqua distillata cm?® 1000

pH finale = 7

5. Allestimento della prova. - Nelle nostre prove abbiamo usato
piastre rettangolari di vetro Pyrex, di em 22 x 33 che ospitavano 24
capsuline di porcellana a distanza di 30 mm 1'una dall’altra. Le piastre
avevano il fondo perfettamente piano, e, con I'aiuto di una livella ve-
nivano disposte perfettamente orizzontali.

Sciogliere 1’agar, lasciarlo raffreddare a 48°C, aggiungere la so-
spensione di spore (1 em?® per ogni 20 cm?® di terreno) e versarlo nelle
piastre in modo da avere uno strato uniforme di 4-% mm di spessore.
Lasciar solidificare 1’agar, quindi disporre sulla sua superficie, a di-
stanza di 50 mm I'una dall’altra, le capsuline contenenti le soluzioni
di biotina. Portare in termostato a 26°C. Le letture si eseguiscono dopo
48-72 ore.
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RiSULTATI

1. Specificita della risposta alla biotina. - 11 ceppo da noi usato
richiede la biotina in maniera specifica, infatti questa sostanza non pud
essere sostituita da nessuna delle vitamine del gruppo B né dagli ami-
noacidi. Per stabilire questo dato abbiamo saggiato il ceppo con di-
verse sostanze riportate nella tabella 1.

TaerLs 1

Effetto
Sostanze provate | sulla crescita
1

Piridosgina (0,2 mg/em® . . . . . . . . . . —
Nicotinamide (0,2 mg/em®) . . . . . . . . . —
Riboflavina (0,2 mg/cm?) . . . . . . . . . . —
Tiamina (0,2 mg/cm?®) . . B % B g B @ —
Calcio pantotenato (0,2 mg/cm3) o & B B2 B % —
Acido folico (0,2 mg/cm?®) . = % 4 B 8 —
Acido paraminobenzoico (0,2 mg/cm‘ o B E % B —
Vitamina B,, (50 meg/cm?®) . S 6 & & B @ T
Idrolizzato di caseina (20 mg/em3 & 8 % % B B —
(Vitamin free casaminoacids, Difco) _
Tdrolizzato i caseina + vitamine . . . . . . . | —

In un’altra esperienza & stata saggiata una combinazione della mi-
scela vitamine-idrolizzato di caseina con la biotina; quest’ultima in 2
concentrazioni (0,005 e 0,05 mcg/cm?®). L'effetto della biotina sulla cre-
scita non viene modificato dalla contemporanea presenza delle sostanze
provate.

2. Curva di taratura. - La curva di taratura da noi costruita dimo-
stra’ che nelle condizioni del nostro esperimento il diametro dell’alone
di crescita varia linearmente col logaritmo della dose nell’ambito com-
preso tra 0,005 e B mcg/cm® (V. fig. 1).

3. Titolazione di un campione a concentrazione ignota. - Le nostre
prove sono state eseguite su un’unica piastra, usando il metodo cosid-
detto « dei 4 punti», in cui vengono saggiate 2 concentrazioni dello
standard e 2 concentrazioni del campione da titolare. Le varie concen-
trazioni vengono disposte sulla piastra seguendo la disposizione a « bloc-
chi randonizzati ».

Il procedimento & analogo a quello da noi adottato per la titolazione
della tiamina mediante Penicillium chrysogenum 152 (°), differendo solo
nelle dimensioni della piastra e nella distanza fra le capsuline. I punti
o concentrazioni per lo standard sono 0,008 e 0,08 mcg per cm?.
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Fig. 1. - Risposta del mutante P. crysogenum 177 alla biotina.

Il calcolo del titolo di un campione ignoto e il calcolo dell’errore
del titolo sono stati eseguiti mediante lo stesso procedimento gia de-
scritto nel succitato lavoro: ’errore & compreso nell’ambito di + 109 .

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

Il metodo descritto presenta, rispetto agli altri metodi microbiolo-
gici di titolazione della biotina, i seguenti vantaggi:

1) Semplicita di allestimento delle prove: disponendo della so-
spensione di spore (che peraltro pud esser conservata in frigorifero per
molte settimane) la titolazione viene effettuata in tempo relativamente
breve. Non & necessario che le soluzioni dello standard e del campione
siano sterili.

2) Economia di materiali: i terreni di coltura da noi usati per il
mantenimento del ceppo e per la prova sono di facilissima preparazione
& sono costituiti da ingredienti poco costosi e di comune uso. Nessuna

b1

speciale apparecchiatura & necessaria per le letture.

3) Precisione: a paritd di repliche per ciascuna concentrazione
dello standard e del campione, il nostro metodo fornisce risultati pid
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soddisfacenti; il parallelismo delle curve ottenute permetie un controllo
pitt diretto della attendibilita dei risultati.

4) Resistenza agli antibiotici: il ceppo Istisan 177 non & sensi-
bile agli antibiotici attivi contro gli schizomiceti (penicillina, streptomi-
cina, cloramfenicolo, tetraciclina etc.). Il nostro metodo si dimostra
quindi particolarmente utile per il dosaggio della biotina in presenza di
antibiotici.

La sensibilitd del metodo da noi proposto, pur essendo alquanto in-
feriore a quella degli altri metodi microbiologici (ad es. & di circa 50
volte inferiore alla sensibilitd dimostrata dal succitato metodo di Wricnr
e SKEGGS), © tuttavia sufficiente per consentire la determinazione della
biotina in materiali biologici, alimenti e prodotti farmaceutici.

Roma. — Igtituto Superiore di Sanitd - Laboratorio di Microbiologia.
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