
P*4INISTERO DELLA SANITA 

DECRETO 31 lu&o--Lis., I - -  .. . . .. - . . . . - . 

Metrrdkhc di analisi_grr la determinazione dei colifurmi feceli, - -- - - -- - . - - - - - - - - - -- -- - - - -- . - 
di Escherichin coli, delle satlnoneile, delle biotassine dssli PSP .p--- - -. - -- - -. - - - - - 
(Faralflic Sk:lfish Poicon_), delk tossine DSP @i;trrl?elic -- . - - --W - -- - -- . - - - . 
Sl ie l l i l  fDukoo), del mciciirio e del @mbu aei mn:luschi bii'afvi. p-pp--.-- 

IL MINISTRO DEL,LA SANITA 

Visto il d~xreto legislativo 30 dicembre 1992, 11. 530, 
recnntc atti~azionc della direttiva 91/492/CEE che 
stahiliscc le norme sanitarie applicabili aila produzione e 
commercializza~iont: dei molluschi bivrtlvi vivi; 

Visto il dccrclo legge 21 liiglio 1995, n. 294; 

Visti i pareri fiivorevoli del Consiglio si~periorc di 
sanità in data 21 scttcmbre 1993 e l2 aprilc 1995; 

I hrt.  1 

I .  Sono approvate le metodiclie di analisi allegate al 
presente decreto concernenti la determinazione dei 
coliformi fccali, di Escherichia coli, delle salmonelle, dellc 
biotossine algali PSP (Paralytic Shellfish Poison), delle 
tossine DSP (Diarrhetic Shellfish Poison), del mercurio e 
del pionibo nei molluschi bivalvi. 

2. 11 presente decreto sarà pubblicato ncllri Gaz~crru 
Ufficiale della Repubblica italiana. 

I Roma, 31 luglio 1995 

I Rczisrr(~!o olln Cor!c chi conti il 30 oiiobri* 1935 
Registro n. I Soniid. fn~lio n. 349 



. . 
1 canpienl gi-eleva,rl da so%t,oporTe ad analisi devono 

essere costituiti da 50.-200 invertebarati per  aliq,!.sta, con 
criterio inverso alla dimensione delle v a r i e  specie. 

I molluschi, al mm~ento d-l coratrailc5, vengano isolati, 
spazzolati in modo da teglisra il far:gc~, le i n c r o s t a z i o r i i ,  
rio~chri! npi£itip epiz~i, ecc., eventualmente presenti, lavati 
cori suqua,  clorata (circa 20 ugn) raffreddata korì ghiaccio, 
c c i a c q ~ a t l  con acquz distillata cte~ilz. 

Cgni singolo mollusco vieaan aperto co :~  idoneo utensile 
sterile ed il. car i tenuto  ( c o r ~ . s  e Ikqd.ido intarva1vcm;re) viene 
lzcciata cadere in un r x i p l e n t e  sterile. 

Preparare un cmoge>eizzsto con un minimo di 1.0 inc2ividui, 
ed accantonarne Una cgilantità compresa t r a  50 e 100 g 
comphescivi. 

Preparare qv.indi be seguenti èiluizioni dai precedente 
omogeneizzato: 

diluizionc A: 10 g di ~ m o g e n e i z z a t s  + 90 g di sol. 
fisioloqica s t e r i l e  equivalenti a 0,1 g c a x p r j ~ ;  

diluizione B: 1 m1 d i  diluizione A - 9 mZ di col. 
fisiologica sterile e q u i v a l e n t i  a 0,01 g carnp.jg; 

clili~i.aione C: 1. m1 di diluizione B -t 9 nl di sol. 
f icislogica sterile e ~ ~ u i v o l e n t i  a 0,031 g capp. jq. 

S~rninare le diluizioni di cui sopra secondo i l  seguente 
sche:?a : 

m1 h diluizione A per prcve t t a ,  in 5 p r o v e t t e  contenenti 
5 r n l  di brodo Al ciascuna; 

m1 1 diluizione B p-r provc r t a ,  in 5 provatte c c n t c n e n t i  
9 nl di brodo Al ciascuna; 

nl 1 diluizic~e G per provetta, in 5 p r a v e t t e  cancenenti 
9 nl Ji brodo Ai ckaccunu.  

In caso di molkuschi presumibilnentz poco contaminati, o1 
f i.ne di una maggiare accuratezza nella va1~ tc t z ione  dei 
risultati, si sagqrrisce la semina d i r e t t a  di I g di 
omogeneizzato e delle successive diluizioni A e b. In tal caso 
i valori riportati in tabella 3. dovranno essere divisi per un 
fattore 10. 

I,e provette, una volta i r ;ocula te ,  vanno i n a b a t e  a 37 2 
0'5 "C per 3 ore (rivitalizzozione dei gemi stressati) e 
quindi p o s t e  a 3 4  f O , P  " C .  

Tutte l e  p r o v e t t e  i n  cai s i  siano Ecrmati,  dopc) 24 ore di 
incubazione csmplesclva, t~rbic2Lta e una e,?ìalsiasi quantità di 
gas sono considerate positive per coliformi f e c a i i  e debbono 
essere sottoposte alla c3eterminazisne succes~iva. In base al 
numero delle p r o v e t t e  p c s i t i u e  si risaie a l  numera più 
probabile di coliforni t c c s L i j ' S G O  g Qi molluschi applicando la 
tabella 1. 



~ à J - 1 e  provette di brodo A1 risultate pos i t i ve  2 la 
yj,eerca di c c l i f c r ' a i  fecali., seminare 0,1 a% d e i l a  
aysdccoltura i n  a p r s v e t t ~  c u n t e n e a t e  10 E L  di acqua 
eri& eocata. 

Incubare a 44 "C per 24  cre, 
La ricerca di F:sclierrLchia ~~31. r i s r a ? t e r h  pasitiva 50, si 

rileve~à 13 f c m a z i o n e  d i  Endalo nelle pravetce contenenti 
acqua triptozata. 

La ricerca d@llfindolo viene eseguita acgiun-endo a 
ciasctlna p rove t t a  di a c p a  tr iptazcìta 0 , 5  m1 di reattivo di 
Xovacc. La xeazicrie p o s i t i v a  se, dcpa breve a?i taziont? ,  si 
separa sulla s u c c r f i c i e  del terreno una s t r a t o  s o i s r a t o  di 
rcssc ciliegia. 

In base al iiUmero dalle ~ r ' l v e t t e  pcnitive si r i s a l e  al 
numero p i ù  1;rcbnbile d i  E-sxxRerLchid c ~ 1 i i I O U  g di molluschi 
applicando %a tabella 1. 

p ~ ~ p ~ p k z 1 O N E  DEI TERRENI DI CULTUZU PER L*EI DETE,r t i INAZIONE DEI 
COLPFQIZTJII NEI EC!L?LUCCHI. 

Terreno di colturb_- 
I1 terreno Al, che s anche conmercializzato in forma 
disidratata, ha la seguente composizione: 

Eattoaio cJ 5 
Triptone cV 2 0  
N a C 1  9 5 
Salicina g O f 5  
Acqua distillata q.b. a ml 1600. 
Dopo aver disciolto i c o ~ p m e n t i  del terreno ci aggiungo E 

231 di Triton X-LGC e ci at;giucla il pH a 6,9 4 O,T. 
Si sterilizza in aukoclave a 121 "C per  10 minuti. 
Il tsrr2no pub essere conser-vats s.nche per 7 mesi se mantenuto 
al  bui^ ed in frigorifero, 

?m;&.-xrigLqxa-gs : 
Tr ig toae  g 10 
:$a61 g 5 

- Acqxa distilXata q . 9 .  a %P i006 
D P ~ t r ~ b 2 i r . e  in prove t t e  e sterilizzare a 121 "C per  10 minuti. 

Reat t iva  d ì  Kovzcs: 
p-dimetilaminobenz8Ldeide C 5 
alcool amilico m1 75 
I!Cl concentrato nl 25 
Ceiogliere lpaldeicPe nelifillcocil. arnili.cn a . a S G - 5 5  

c m  L. RaÉEreddari e aggiungere hCacEdo clor i r f r ico ,  Cor;sertiare a 
+4 "C aa m i o .  P 1  c o l o r e  della sclirzicnc 1 o della 
preparazione i2 gialla tendente al bruno. 

Nata 
La ricerca dei co1ifedm.i n e i  molliaschi b ivabvi  può essere 

effettuata mediante la prova del Numero Piu Probabile o 
mediante qdalaiasi altro procedixnento batteriologico che 
presenti ho stesso grado di precisione. 



TABELLA i l ~ ~  

Numero d e i  t u b i  p o s i t i v i  'Indice PIPN 

5x1 q d i l .  B 5x1 q d i l .  C per 100 g 
ne) (0,Olg campione) (3,001g campione) 

o 1 200 

o O 200 
O 1 400 

2 O 600 
O o 5 o o 
O 1 700 



C) Ceterminazione del19 s a l m ~ n ~ l l ~  con ~ e t o ò o  rapido 

1. MSRV (Modified Seni-solid Ragpaport-Vassiliadis t.5edium) 

Con tale sistema verigorio individuzte colo le salnonelle 
mobili, le quali sono comunque la maggioranza (oltre il 999). 

Modalità di esecuzione: 

- prelevare 25 g di polpa e liquido intervslvare di mollusco, 
onogeneizzare in 225 n1 di acqua peptonata tamponata. Incabare 
a 37 "C per 20 ore (fase di prearricchimento). 

Procedere allfarricchimento selettivo direttamente in 
piastre di MSRV secondo la seguente procedura: 

- depositare tre gocce (0,l m1 circa) della coltura di 
prearricchimento in punti separati (e lontani tra loro) della 
superficie di una piastra di terreno MSRV senza spatolare 
(effettuare 2 repliche), - incubare, senza rovesciare la piastra, a 42 'C per 20-24 
ore, - osservare, intcrno ai punti di deposizione delle gocce 
eventuali aloni di crescita (il colore azzurro del terreno 
appare leggermente rischiarato): essi sono dovuti a batteri 
mobili che si riproducono bene nel terreno; gli aloni dovuti a 
sviluppo ài almonelle sono di grandi Gimensioni e spesso 
ii~tercettano il bordo della piastra. La semplice osservazione 
di un tale alone conferisce alla prova una presuntività di 
presenza di salmonelle, mentre l'zissenza di aloni o la 
preceiira di aloni ~ o l t o  ristretti. ( a  <1,5 cm) pernette di 
escludere la presenza di calmcnelle mobili, 
- in caso di pcsitività, procedere ccnurique ad un a c c e r t a n e n t o  
preliminare rapido sul materiale più esterno dell'tlone 
mediante il test di agglutinazione al lattice con 'sieri anti- 
H 1 - lo stesso materiale più esterno delllalone può essere 
prelevato-- per le subcolture destinate alle prove di 
identificazione. 

Terreno di coltura MSRV: 

Triptosio 
Idrolizzato di caseina (acido) 
Claruro di codio 
Potassio fosfato monobasico 
Cloruro di magnesio (anidro) 
Verde malachite ossalato 
Agar 
Acqua distillata 
P fi 

La C delle salmcnelle può es.sere effettuata anche 
~tilizzando altri nc tsd i  rapidi equ'ipollenti, reperibili in 
comjncrcic, che presentino lo stesso cjraàu di precisione. 



D) Determinazione dalle biotossine algali PSP (Paralyt ic  
Shellfish Poison) 

PRINCIPIO 

1.1 I1 metodo si basa sulla inoculazione intraperitoneale di 
un estratto di molluschi in topi adulti. La presenza di 
tcscina PSP provoca la morte deqli animali. 

MATERIALI 

2.1 Si utilizzano topi albini di razza Swiss di peso compreso 
fra i 19 e 21 g. Se il peso Q >21 o <l9 si applica il fattore 
di correzione del peso. Non si possono utilizzare topi con 
peso >23'g e topi già usati. 

3. PREPARAZIONE DEL CAMPIONE 

3.1 I molluschi da analizzare vengono 
lavandoli c Ò r i  acqua. Si aprono tagliando 
si rimuovono i tessuti molli (polpa) 
conchiglia. Non si debbono usare ne calor 
di aprire il mollusco e bisogna evita 
tagliarne il corpo. 

puliti esternamente 
i muscoli addutlori e 
del mollucco dalla 

,e né anestetici prima 
.re di danneggiare o 

3.2 Circa 100-150 g di polpa vengono trasferiti su una retina 
di plastica, dove vengono lasciati scolare per 5 ' .  

3.3 Si omogeneizza il campione in frullatore elettrico. 

4 .  ESTRAZIONE DEL CZhMPIONE 

4.1 Si pesano 100 g di materiale omogeneizzato. 

4.2 Si aggiungono 100 m1 di HCI 0,25 W, ci agita e si verifica 
che il pH non sia compreso fra 2 e 2 , 5 .  

4.3 La miscela viene portata ad ebollizione e si lascia 
bollire lentamente per 5'. 

4.4 Si lascia raffreddare a temperatura ambiente e si verifica 
nuovamente il valore del pH che deve essere compreso fra 2 e 
2 , 5 .  Per 'abbassarlo si aggiunge HC1 5 N, agitando fino ad 
ottenere il valore del pH voluto. Per alzare il pH si aggiunge 
alla miscela NaOH 0,l N lasciandola cadere a gocce ed agitando 
costantemente per prevenire una alcalinizzazione locale e di 
conseguenza la distruzione della tossina. 

4 . 5  Si trasferisce la miscela in un cilindro graduato da 200 
m1 e si porta a volume con acqga. 

4.6 Si centrifuga la miscela a 3000 r.p.n. per 5'. 

4.7 I1 sopranatante viene trasferito in una b c - ~ t s  e si 
controlla di nuovo il pH. 



5.1 S i  insc~?~a nel y e r i t c n e o  di cicrr;cun ~ O ? Q  - 2  1- r J L  c:j, 
estratto ac ido .  

5.2 Si arìnotz csn un cronoxetro il t e m o  all'imizio della 
inoculazione e si osserva attentanente ii topo pcr stabilire 
il tempo di ncrte indicato dallfultimo respiro. 

5.3 Ci può Usare per l'iniziale determinazione un topo solo, 
ma è preferibile usarne 2 o 3. 

5.4 S e  il tempo di morte o la mediana dei tempi di morte dei 
topi è <5 minuti si fa una diluizione per ottenere un tempo di 
morte compreso tra 5 e 7 minuti. 

5.5 Se il tempo di morte di 1 o 2 topi a cui è stato iniettato 
l'estratto non diluito risulta >7 minuti, tre o piu topi 
devono essere inoculati per stabilire la tossicita del 
campione. 

5.6 Se è necessaria una elevata dilubzione, si aggiusta il pH 
do,lla soluzione aggiungendo gocce di IIC1 (0,1 o 0,01 N) per 
portare il pH ad un valore tra 2 e 2,5. 

5.7 Si inoculano tre topi con la diluizione che dà un tempo di 
morte di 5-7 minuti. 

6 .  INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI 

6.1 Si determina il tenpo mediano di morte dei topi tenendo 
presente anche quelli soprawissuti e tramite la tabella 2 si 
determinano i corrispondenti valori di unità topo. 

6.2 Se il peso degli animali è e19 g o >21 g si opera una 
correzione per ciascun topo moltiplicando le unità topo 
corrispondenti al tempo di morte per il fattore di correzione 
del peso per quel topo ricavato in base alla tabella 3 ed 
infine si sceglie il valore mediano delle unità topo corrette 
per gruppo (considerare il tenpo di morte dei soprawissuti 
come >60 minuti o equivalente a ~ 0 , 8 7 5  U.T. nel calcolo della 
mediana). 

6.3 Si convertono le U.T. in pg di tossina/ml moltiplicandole 
per il valore del fattore di conversione (C.E. ) . Questf ultimo 
è dato dal rapporto tra pg di tossina PSP della soluzione di 
riferimento inoculata in peritoneo e lfU.T. corretsa: 

pg di tossina/100 g ài polpa = (pg/ml) x fattore di diluizione 
X 200. 



7 .  GTiWDARDIZZAZIQ2TE DEL 31ET6D0 BXOXIOGICO 

7.1 Preparare una soluzione standard di lavoro di PSP, 
utihizzando una sohuzione madre USA, fino ad ottenere una 
concentrazione di Z pg/ml. Si ottiene portando I m1 di 
soluzione stanàard madre a i00 m1 con acqua distillata. Questa 
soluzione è stabile nunerose settimane a 3-4 'C. 

7.2 Calcolo d e l  valore del. C.F. (fattore dì convcrcione). 

7.2.1 Si diluiscoao aliquote di 10 m1 di sclurione standard 
di lavoro (I pg/rnl) con 10-15-20-25-30 m1 di H2O. Ih pH delle! 
diluizionj. deve essere compreso fra 2 e 4 e non deve mai 
superare 4 , 5 .  

7.2.2 Viene scelta qdel la  diluizione che iniettata in trc o 
piu topi per via intraperitoneale alla dose di 1 m1 determina 
la morte degli animali In un tempo mediano di 5-7 minuti. 

7.2.3 La diluizione scelta viene provata con variazioni di +l 
n1 di H28 (ad esempio se 10 ml di standard diluiti con 25 m1 
di H20 uccidono i topi in 5-7 minuti, si provano soluzioni 
diluite 10 + 2 4  a P9 c 26). Si inietta un gruppo di topi con 1 
m1 di ciascuna dalle 2 o 3 diluizioni che determinano la morte 
nel tempo mediano ài 5-7 minuti. 

7.2.4 Si inie'tta cna dose di 1 m]. a ciascun topo per via  
intraperitoneale a si determina il tempo di morte 
corrispondente al tempo trascorso fra Iyesecuzione della 
iniezione e l'ultimo respiro del topo. 

7 . 2 . 5  Si r ipe te  la prova 1 o 2 giorni piY Cardi usando ?e 
diluizioni preparate ccze sopra descritto, che differiscono 
por variazioni di + 1 131 di W20 rispetto alla dlluizione 
usata. 

7,2.V Si ripete ~ j o i  l2knters test partefido con nuove 
diluizioni ottenute dalla soluzione otandasd di lavoro (1 
pg,/n7) pregarata fresca p r i m  del1 Psos;s. 

7.2.7 Si calcola il teapo mediano di marta per ciasaun gruppo 
di 10 topi utilizzati e per ~ i a s c ~ n a  delle dilulzioni 
preparate. Se tutti i gruppi di 18 topi iniettati c m  
qualuncpie dPlu.iziomse drinno tempi nediani di aardrte c5 o >7 
minuti non si tiene conto dei risultati di pesta difulzione 
nei caleoli c~ccasskvi. D'altra parta, se anche per uno sola 
dei gruppi di 18 topi iniettati con una qualsiasi diluizione 
si verific'a un tempo mediano di morte compresa t r a  5 e 7 ,  
ninuèi si includano nei calcoli tutti i gruppi di IO topi 
usati con questa diluiaione, anche se alcuni dei tempi mediani 
di rnart@ sono I5 o >7 minuti. 

7.2.8 Dal tenripo nediano di morte .per ciascun gruppo di 10 
topi di ciascuna delle diluizioni selezionate si determina il 
teapo mediano di U.T./ml tramite 1a tabella 2. 



7.2.9 Si dividono i pg ai tocsina calcolati per 1 ml per le 
U.T./ml al fine di ottenere il fattore di conversione (L.F.) 
il quale esprime i pg di tossina equivalenti ad 1 U.T. 

7.2.10 Si calcola il valore medio del C.F. e si usa tale 
valore come punto di riferimento per controllare le prove di 
routine. 

7.2.11 I valori di C.F. possono variare in modo significativo 
nellOambito dello stesso laboratorio se le tecniche e i topi 
non sono rigidamente controllati. 

8 .  USO DELLO GTANDARD PER PROVE DI ROUTINE 801 MOLLUSCHI 

8.1 Si controlla periodicamente il valore del C.F. 

8.1.1 Se i molluschi sono analizzati meno di una v o l t a  a 
settimana, si determina il valore del C.F. in ciascun gicrno 
in cui sono effettuate le prove, iniettando 5 topi con 
opportune diluizioni dello standard di lavoro. 

a.1.2 Se le prove vengono effettuate in giorni diversi 
nell'arnbito di una settimana, è necessario fase soltanto un 
controllo setti~iianale con diluizioni di stondard tali che il 
tempo mediano di morte risulti compreso tra 5 e 7 minuti. I b  
valore del C;F. così determinato dovrebbe essere compreso nel 
valore medio del C.F. + 20%. 
8.1.3 Ce il ccntrollo non cade in questo ambito, si completa 
un gruppo di 10 topi (aggiungendone 5 ai 5 già iniettati) e ci 
inocula un secondo gruppo di 10 topi con la stessa diluizione 
di standard. 

8.1.4 Si media il valore del C.F. pesi i1 secondo gruppo con 
qnello del primo e si prende il risultato come nuovo valore di 
C.F. Variazioni del C.F. > 2 C %  rappresentano una significativa 
modificazione della risposta dei topi alla tocsina o alle 
tecniche di laboratorio. Modificazioni di questo tipo 
richiedono un cambiamento del valore del C.F. 

8.1.5 Controlli ripetuti del valore di C.F. di solito 
conducono a risultati compresi in una variazione del 5 20%. Se 
si riscontrano frequentemente variazioni più ampie sarebbe 
opportuno procedere ad un controllo di tutta la tecnica prima 
di continuare con le nomali prove di routine. 
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TABELLA 3 

D E T E ~ ~ X ~ ~ Z 1 C 3 h ' S :  TOSETXEIC XDRCBCLUBILL - P. S. P. 
n. .----W- ------- 

F a t t o r i  d i  correzione del peso ! 

E) ~etsr6inazfono delle tossine DCP (Biarrbetic Shsllfish 
Poison) 

peso del topo ( g )  

10 
10,s. 
11 
11,5 
12 
12,5 
13 
13,5 
1 4  
14,5 
15 
15,5 
16 
16,5 
17 
17,5 
18 
18,5 
19 
19,s 
20 
20,5 
21 
21,5 
2 2 
22,5 
2 3 

5.1 11 metodo si basa sulla inoculazione intraperitaneale 
clell'ectratto delltepatopancreas di molluschi in topi adulti. 
IL#; preccrnza di tocsina DSP provoca negli animali malessere 
generale e morte. 

u n i t a  topo 

O, 50 
0,53 
O, 56 
0,59 
0, 62 
O ,  65 
0,675 
0,70 
0,73 
0,76 
0,785 
0,81 
O, 84 
0,86 
0,88 
O ,  905 
0, 93 
0,95 
0,97 
0,985 
1,000 
1,015 
1/03 
1/04 
1,05 
1,06 
1,07 

2.1 Si utilizzano topi albini di razza Swiss del pesa di 18-20 
a *  

2.2 Introdurre gli animali nelle s t r u t t u r e  di stabulazione 
nelle stesse condizioni ambientali in cui si svolger& il saggio 
per almeno cinque giorni prima dello stesso. 



3 .  l r e  estsì-riamc:nto con acqcia un2 qaiitit.t..à opportuna d i  
mcLLcschi, prelevare g 2 5  òi e p a t o ~ a n c r e a s  c t r a s r e r i r l i  s u  una 
r e t i n a  di p l a s t i c a  dove v c n y o . o  I z s c i a t i  s g o c c i o l a r e  p e r  5  
~ i n u t i . .  

3.2 3moqcr,aizbiarc? g l i  e~-;ztsya!:si.eac con oxogens izza to re  a 
cavì.tazicni'; pesar:, g 3 3  di or..n$c;!cizzato ed estrarli c3n n1 
100 d i  a c c t o n e  n a n t c n e n s o l i  per  L m i n u t i  a temperatzra 
ambiente. 

3 . 3  F i l t r a r e  per c a r t a  da f i l t r o  c+m,uri%. 

3 . 4  Riprendere il reaicl~~c! rinasto osi f i l t r o  e r i p e t e r e  l e  
opierzzionj- descritt-3 n e i  pui:ti 3 . 2  e 3 . 3  pe r  a l t r e  dua v o l t e ,  
e s t r a e n d o  c;)n 50 m 1  d i  scet .ons ocjni sclta. 

3 . 5  Xiunire i t re  e s t r a t t i  c f a r  e v a p o r a r e  l f a c e t o n e  i n  
e v a p o r a t o r e  r o t a n t e  a 39-40 "C .  Non h n e c e s s a r i o  e l i m i n a r e  
znche l '  zcqa.2 r e s idua .  

3 . 5  Riscspendere I l  r e s iduo  i n  nl. 10-15 d i  acqua d i s t i l l a t a .  

3 . 7  L s t r z k - r c  l a  scspens io ì ìe  a c p c c a  con m 1  50 d i  e tcre  e t i l i c ~ .  
Nel c ~ s o  ci fo rmi ,  a l l t i n t e r f a c . z i n  d e l l e  due f a s i ,  untexrìulsione 
non zisol~bile, questa va separata, àr fd iz iona ta  c o n  1 0  m 1  d i  
acqiìs e r i c s t r a t t a  con 2 5  m 1  d i  e te re ;  I.'event:,lale u l t e r i o r e  
en!ulsione  iene e l i m i n a t a .  R i c n i r e  l e  f a s i  eteree. 

3.8 R i ~ c t e i ~  l 'opeì -az ione  d e l  punto  3 . 7  per  due v o l t e  lavando 
con  piccole q ~ l a ì ~ t i t B  di ctcqlli:; r i i l n i r e  g l i  e s t r a t t i  e t e r e i  ed 
evayorc?re.  

3 . 3  Sospenclere il r e s i d u o  i n  m 1  4 d i  Tween G O  a l l f l & .  Curare l a  
fcfrrnazion~ d i  un 'onu l s i cne  onogeneci e veriza grumi, 
evcntua.lncnbe con l ' u s o  d ì  u l t r a s u o n i .  

4 1 p ~ ~ a r e  i 6-1,. L L , ~  i ed n.:~notax.c il poco d i  c i a s c u n o ,  i n d i  
i n o c u l a r e  i n t r z p e r i t o n e o  t r e  t o p i  n 1. i 2 1  della soziponsiiorre 
del1 *estrztto. 

. e 

4 . 2  T s n e r e  c j l i  animali an css-rvazicnc pe r  6 o r c ,  c o n t r o l l a n d o  
il l o r o  stato o g n i  15 i .  Assui;l.ert? coine tempo d i  
C O ~ L ~ V V ~ V G R Z ~  lP i .n tezrvablo  t r a  1' inoculazi.c;nc e l ' u l t i m o  
c c n t r o l l a  i n  c u i  r i s u l t a v a n o  v i v i .  

DEI 

5 .1  Correggere i n  funz ione  d e l  peso d e i  s i n g o l i  t o p i  i r e l a t i v i  
t e s p i  d i  sopravv ivenza  o s s e r v a t i ,  n o l t i p l i c a n c 2 o l i  p e r  i f a t t o r i  
d i  c o r r e z i o n e  r i p o r t a t i  n e l l a  t a b e l l a  4 .  



5.2 Se almeno due topi hanno un tempo di sopra-aivenza 
inferiore alle 5 ore il saggio risulta positivo. 

5.3 Se almeno due topi hanno un tempo di scprawivenza 
superiore alle 5 ore il saggio risulta negativo. 

5 . 4  Se si verifica. quanto previsto al punto 5.3, na il terzo 
topo ha un tempo di soprawivenza inferiore alle 3. ore, il 
saggio viene ripetuto su 4 topi, aumentando in proporzione la 
quantità di epatopancreas di partenza ed il volume della 
soluzione di Tween. Si determina la mediana dei sette tempi di 
soprawivenza registrati complessivamente: se questa è 
inferiore alle 5 ore il saggio si considera positivo. 

TABELLA 4 

FATTORI D I  CORREZIONE 

F) Metoco di analisi per la determinazione del mercurio nei 
molluschi bivalvi (Decisione 90/515/CEE della Commissione del 
26 settembre 1990) 

1, OGGETTO E C W P O  D I  APPLICAZIONE 

r 
Peso del topo 

(9) 

18,O 
18,5 
19,O 
19,5 
20, o 

i 

I1 metodo di analisi consente la determinazione del 
contenuto totale di mercurio nei molluschi. 

Fattore 

1,14 
1110 
1,06 
1,03 
1, o0 

2 .  P R I N C I P I O  

I1 campione è mineralizzato con miscela solfonitrica; lo 
ione mercurio è ridotto allo stato metallico con cloruro 
stannoso ed estratto dalla soluzione in corrente di aria. I 
vapori di mercurio sono convogliati in cella cilindrica con 
finestra di quarzo posta nel cammino ottico di uno 
spettrofotomc.tro per assorbimento atomico e la determinazione 
si esegue misurando l'assorbimento alla lunghezza d'onda di 
253,6 nanoaetri. 

3.1 Omogsnizzatore ad immersione in acciaio inox 

3.2 Digestore costituito da un pallone della capacita di 100 m1 
munito di collo srrieriglio su cui è innestato un refrigerante in 
vetro bcrosilicato (fig. 1.). 



3 . 3  D i s p o s i t i v o  per l a  r i d u z i o n e  d e l  merciirio e t rascinamento 
d e i  ~ a p s r i ,  costituit~ da un sistema chiuso d i  gorgogliamento e 
da ur-, porn2a pcriaklltici per  12: geneii iuic;ne dclba c:orrente 
d'ex-fa (fig. 2). 

3 . 1  S ~ ~ t . t r ~ ~ E o t s a t e t 1 0  g:lr a ~ ~ ; ~ r b i ; ; l ~ = ? ~ i t o  ~ - C . O : P ~ ~ C O  i i ( ; l~: i t~ d i  c ~ l l a  
c i l i n d r i c a  con f i n c s t r a  d i  qdarzo avente canrnj-no ottico di 100 
mn e diametro inter~a di 20 mi, e d i  13mpc7e?a a mercur io  ( a  
scarica o a ea todo  cavo), 

4.1 ~ o l u z , i o n e  d i  r i f c r i a ~ e n t o  contenente l000 pg/ml d i  mercurio 
Eil~ire qu.esi-a coluzi.one, a l  n o m e ~ t o  dell'uso, con acido 

s o i i o r i c o  1 ?l i n  nodo cla c t tenese una concentrazione d i  1 pg/ml 
d i  m e r c u r i o .  

4 . 2  14iscela s o l f o n i t r i c a  (1: 1) 
Miccelare v o l ~ m i  u g ~ a l i  d i  a c ido  n i t r i c o  concentrato 65% 

ed a c i d o  s o l f o r i c o  concen t r a to  9 8 % .  

4 . 3  Soluz ione  d i  c l 0 r i d r a t . o  d i  i d r o s s i l a ~ i i n a  (concen t raz ione  
12% p/v)  

Sc iog l - i e r e  1 2  g d i  c l o i u r o  d i  s o d i o  e 12 g di c l c r i d r a t o  
d i  i d ro s s i l ; i n ina  i n  ucyua e portare a volume d i  l00 ml. 

4 . 4  S n l i i . z i v n c  di. c l : jcuro c t a snosc :  biidrato (cor,cer!trrazio~?t- 1 0 %  

P/-$ 
Scizc;llcx-e 13 if d i  c l o r u r o  stannoso b i i d r a t o  i n  arido 

s o l f o r i c ~  1 N ( 5 . 5 )  s p o r t a r e  a volume d i  100 m 1  con lo s t e s s o  
ac ido  .solf cricg. 

4 . 5  S . l L u z i c n 3  d i  acida s c l f o r i c o  1 N 
D i l u i r e  opportcnamente a c i d o  solf : ; r ico a l  9Sr0 pu ro  per 

c n a l i s i  d i  n e t a l l i  i n  tracce. 

5 .  PROCEDIMENTO 

5.1.1 Pesare direttamente nel pa l lone  del digestore circa 3 g 
(con la precisione di + 0,01 g) del campione accuratamente 
omogeneizzato ed aggiungere 10 m1 di miscela solfonitrica 
(4.2). Agitare e lasciare a temperatura ambiente per circa 10 
minuti e riscaldare q u i n d i  cautamente con microfiamma regolando 
la temperatura in modo da mantenere la soluzione solfonitrica 
sempre in ebollizione i n c i p i e n t e .  Proseguire il r iscaldamento 
fino ad ottenere Una so luz ione  l impida .  Raffreddare il pal lone 
ed aggiungere d a l l ' a l t o  del refrigerante 30-40 m1 d i  acqua. Far 
b o l l i r e  per a l t r i  2 0  minu t i  Fer l'eliminazione d e g l i  cssidi di 
azcto. Raffreddare, lavare ii refxi .gi-rantta con 2 0  n1 di ac):l-, 
d i . s" , i l~* ,  ttrasf-rit-2 .in Fal;c~;:c : da ?,.Q9 e p .  a 
vol!;~>e c:i;n U/;;O~U < i s t i i l . 2 : 3  e 





5.2.1 L e t t i l r a  spettrof.r>toonietrica 
Predisporre lo st,rlr;~t>p?,to niile s e g u e ~ t i  condizi.or.i 

operative: 
Lunghezza d'ond.2: 2 5 3 , 6  nano~etri. 
Le t tu r a :  con registr'atcre. 
Trasferire 5 rcL d i  soluzione del campiona nincralizzato nella 
boccia di c josgo~3.  iansntu i ~ggiuncj5.zf '  0 , 5  E :  i r l e r id r~ i i io  di 
Pdrossilamiria e coLlc:yar-e 31. yalkcncisao al sistena d i  
gor2ogllacento. Versare 5341 izbrnlo Ci carico 1 m1 di cloruro 
stantluso EXI PnL~iare iraedia'6an:en.te 11 gorcjisg7iamento 
6e1ltaria. Registrare il segnale dall Passrzr%>anza che cresce 
cjradatanente fino i-d un rrir:osirno e qcin", ii~inuisee Pentmnntc; 
effettuare 13 l e t t u r a  in col-rispundexza del nassimo. 

5. 2. 2 Curva d !. t . c ? r : ; ; f i~ r~  
TresIerlre in 5 palloni tasati da 100 m b ,  rispettivamente, 

10 nl di niscrla 233,Lcnitrica e O ril - l. nl - 2 mZ - 3 mi - 4 
mi ci soluzione di riferimento c~ntenenre 1 p ~ j x l  di mercurio. 
Forti ire al voiuni di i00 m1 con acqua distillata ciascun 
pallcncino. 
Escguire sa queste coluzic.ni la misura delSfclssorbanza ceme 
descrit : to aP pur~to 5.2.1. 
Con i valori ottenuti si costruisce la curva di t a r a t u r a .  

5 .2 .3  Calcolo 
P,iporta;:e sulla curva di taratura 1.3 n l sx ra  

dell'assorbanza eseguita al punto 5.2.1 e calcolare la 
concentrazione del mercurio nalla soluzione. I1 val~re ottenuto 
diviso per il peso del campione prelevato (5. l. j espresso in 
grammi ci& il contenuto in mercurio dei moiPuachi espresso in 
aicsogramni per grammo. 

O )  Hetode di ana l i s i  per l a  determinazione del pioiabo nei 
molluschi bivalvi  (Decisione 90/515/CEE della Coaunissis-ie Gei 
2 6  settembre 1990) 

P. OGGETTO E CAMPO 31 APPLICAZIONX 

I1 metodo di analisi consente la determinazione del 
contenuto totale di piombo nei molluschi. 

2 .  PRIHCIPTO DSL METODO 

II contenuto totale di pioaho nei molluschi & deternina'c.3 
mediznte  fa Spettrofotornetria di assorbimento atomico, in 
f o r n e t t o  di g r a f i t e .  Allo ~ c o p o  di ridurre gli effetti 
interferenti della matrice àurunts la misura  spettnofotoxclrica 
è utilizzato il metodo delle addizioni c tandards .  
23 minerzlbzzazio~~ del ca.qplone è condotta n-eiante 
i ~ c r n t : r i m c n t o  a secco. 

- 42  - 
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3.1 Acido nitrico 65% puro pzr  ana33s1, xctal1.i in tracce 
3.2 Acido cloridrico 37% 
3.3 Acido nitrico 65% 
3.4 Fosfato biacido di ammonia (NH4132P04) 
3.5 Nitrato di magnesio ( N g ( N C ; )  2) 
3.6 Modificante di matrice: sciogliere 4 g di fosfato b i ac ido  
di anc~mnio (3.4) e 0,2 g di nitrato di maonecio (3.5) ir! zcqua 
e portere a 100 n1. 

3.7 Soluzione concentrata di riferimento di pio~nbo (100 r,g 
Pb/L) : sciogliere 159,9 ng di ~itrato d i  piombo (Pb(N03)s) in 
acqua in un pallone tarato da 1000 33, agqi~ric;ere 10 m1 di 
acido nitrico ( 3 1 )  portare al volu~s d i  IL ed agitare. 
Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato. 

3.8 Soluzione di riferimento di p i o ~ b o  (1 mg Pb/L) : pipettare. 
1,O rnl della soluzione di riferimento (3.7), in un pallone 
tarato da 100 ml. Aggiungere 1 m1 di acido nitrico (3.1) e 
portare al volume di 100 m1 con acqua ed agitare. 

3.9 Soluzione diluita di riferimento di piombo (10,O e 20,O yg 
Pb/L) : pipettare 1,O e 2,O m1 della soluzione di riferimento 
(3.8) in palloni tarati da 100 ml, aqgiungere a ciascuno 1 m1 
di acido nitrico (3.1) e portare al volurne di 100 ml con acqxa 
ed agitare. 
Mantenere la soluzione in bottiglia di polietilene. 
Preparare le soluzioni fresche ogni giorno. 

3.10 Argon ultrapuro. 

4 .  AFPRXECCKIATURU, VETRERIA E MATERIALE VARIO 

4.1 Onoge~eizzazione 
4.2 Czpsule di platino a fondo piatto, o capsule di quarzc  
4.3 Piastra riscaldante, temoregolabile 
4.4 Forno a muffola, rivestito h:iternamonte ir, quarzo, con 
progr6nriìatore elettronico di tenperatura 
4.5 Bilancia analitica 
4.6 Palloni tarati, capacità 100 e 1000 ml, con tappi a 
smerigiio in vetro 
4.7 Pipette tarate, di voluni differenti (ds 50 pL e 5 ml) con 
puntali di plastica 
4.8 Bottiglie di polietilene, capaciti% l00 m1 
4.9 Spettrofotometro ad assorbimento atomico, munito di fornace 
di grafite, correttore del fondo, autocanpionatore con cuvette 
in teflon, stampante, lampàde a catodo cavo per piombo, tubi di 
grafite pirolizzati piattaf0m.e dsl L'vov ecc. 

Hota 
Tutta la vetreria deve essere di vetro borosilicato o 

vetro di qiialità simile. Prima dellluso la vetreria deve essere 
lavata a caldo con una soluzione di acido cloridrico (3.2) 1:3 
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(v/v), quindi risciacquata con acqua distillata, trattata a 
caldo con una soluzione di acido nitrico (3.3) 1 : 3  (v/v), e 
infine risciacquate con acqua bidistillata. 

La vetreria deve essere asciugata e conservata in un luogo 
al riparo da possibili contaminazioni. Le cuvette in tsflon 
devono essere trattate nello stesso modo. 

S. PRETEATTWE3NTO DEL C2QfPIOhT 

5.1 Campione 
11 campione deve essere conservato in modo tale che la sua 

composizione non sia alterata per disidratazione, condensazione 
o alterazione. 

5.2 Campione per analisi 
I1 canpiona per l'analisi deve essere rzppresentativo 

cìel1,intero campione. Esso deve essere preparato rapidamente 
nacinando 100 g di prodotto fino a completa omogeneizzazion~. 

6.1 Incenerimento a secca 
2,00 g Òel prodotto accuratanente cmoganeizzato e pesato 

in capsula di platino, sono sottoposti ad essiccamento e qliincli 
a carbonizzazionc su piastra riscaldante in maniera lenta e 
graduale al fine di evitare perdite per proiezione di matrice. 
I1 residuo carbonioso, trasferito in nuffola, viene incenerito 
per 8 cre alla temperatura di 400 + 10 'C. 
Dopo tale trattamento le ceneri devono risultare perfettamente 
bianche. Nel caso contrario il residuo, trattato con poche 
gocce di HNO3 e nuovamente essfccato, viene sottoposto ad un 
nuovo ciclo di incenerimento per almeno 4 ore. 
Le ceneri riprese con 1 m1 di HNO3 (3.1) , vengono riscaldate 
fino a completa dissoluzione trasferite in un palloncino tareto 
da 50 n1 e portate a volume con H20 bidistillata. 

6.2 Bianco 
Condurre l'intero procedimento di nineralizzazione, 

ozettendo la porzione del campione da analizzare. 

6.3 Determinazione spettrofotometrica 

6 . 3 . 1  Condizioni strumentali 
La misura strumentale è eseguita mediante uno 

Spettrofotornetro di assorbimento atomico, munito di fornace di 
grafite ed autocampionature, gestiti da un computer completo di 
stampante grafica. 

T I parametri strumentali per il piombo sono i seguenti: 

Misura strumentale: 
Metodi di calibrazione: 
Modo di misura: 
Fenditura (nm) : 

Assorbanza 
Addizioni standards 
Area di picco 
0 , 7  



Lunghezza d'onda: 2 8 3 , 3  
Introduzione del campione: campionators aut~aatico 
Tempo di misura, durante 
l'atomizzazione (sec.): 3 
Repliche : 3 
Correttore del fondo: ' inserito durante 

l'atomizzazione 

Tubicini pirolitici di grafite con piattaforma del Lfvov 

Parametri del fornetto di srafite 

Stadio Temperatura Rampa Tempo Flusso gas 
Numero C *C) Isoterna (ml/min) 

7 20 2 2 

Parametri dell'autocampionat~re -- 

Volumi (9L) 

Standard Campione Bianco Modifican. 
( 2 0  P ~ / L  Pb) di matrice 

Mg (N031 ~ + N H ~ H ~ P O L $  

Bianco --- --- 40 5 

Campione --- 20 20 5 

1' addizione 10  20 l0 5 

2 "  addizione 20 20 --- 5 

6.3.2 Misura strumentale 
Se lo Spettrofotometro dispone di un computer, la 

concentrazione del picmbo nella soluzione del campione è 
calcolata direttamente dallo strumento con il metodo delle 
aggiunte standards, e riportata sulla stampante. 



Ce lo strumento non dispone di un computer, e necessario 
costruire la retta di taratura con il metodo Stelle aggiunte 
standards, riportando in ascisse il valore di concentrazione e 
in ordinata. le assorbanze corrispondenti. 
Riportati i tre punti corrispondenti alle tre letture, 
rispettivamente del campione, del campione più la prima 
aggiunta e del campione più la seconda aggiunta, costruire la 
retta passante per i tre punti e prolungarla fino ~d 
intercettare l'asse delle X. Il valore di concentrazione 
corrispondente alb'intercetta rappresenta il valore di 
concentrazione di piombo, nella soluzione del campione. 

Nota 
I1 metodo delle aggiunte standardc e applicato 

correttamente se i valori di assorbanza del campione e del 
campicne con le due aggiunte rientrano nel campo della 
linearità. 

6.3.3 Calcolo 
I1 contenuto del piombo nel campione è calcolato mediante 

la seguente formula: 

C = contenuto di piombo espresso in mg/kg del campione 
analizzato 

C = contenuto di piombo espresso in pg/L nella soluzione 
del campione 

V = il volume della soluzione espresso in m1 

m = la porzione del campiona per l'analisi espressa in 
grammi 

7 .  Accuratezza 
L'accuratezza del metodo & in funzione della disponibilita 

di adeguati materiali standardc di riferimento. Qualora non 
siano disponibili materiali simili alla matrice alimentare da 
analizzare è necessario ricorrere a prove di recupero sulla 
matrice opportunamente addizionata dell'analista. 

8. Limite di rivelabilità 
I1 linite di rivelabilita del metodo, utilizzando il 

procedimento di incenerimento a secco, per una porzione di 
campione di 5 g, è pari a 0,020 mg/kg. 

9. Riproducibilita 
a) per concentrazioni fino a 100 pg/kg il CV è inferiore a 
0 , 2 0 ;  
b) per concentrazioni tra 100 pcj/kg e 1000 pg/kg il CV è 
inferiore a 0,15; 
C) per concentrazioni maggiori di 1000 pg/kg il CV è inferiore 
a 0,lO. 



H) I l o Z a l i l - a  (?i co~tihuzlone d e l  czzì-iozc di. rr,o;%~:'.r:t~!. bi. i~c11~1 
dcsfinzt~ z l l e  arìal lzi  

. .  
1. I1 ca?;picne di noll .vr ,chi  bivalvi da sottcjpfirrc.. ad m a l i s i  
deve essere costituito da 59-300 invertebrati pcr aliquota in 
relazicne al tipo di analisi ed alla specie di nollucrhi 
oggetto del prelievo, con criterio inverso alla diixensione dei 
molluschi. 

2. Ciascuna delle aliquote di cui al punto 1 può essere 
utilizzata per un solo tipo di accertamento analitico 
(microbiologico, chimico, biotossicologico, fisico). 

3. I campioni dei molluschi bivalvi devono essere mantenuti, 
dal momento del prelievo al momento in cui viene iniziata la 
prima analisi, a temperatura non superiore a +6 'C. 

4. I controlli microbiologici vengono eseguiti con le modalità 
previste dallfart. 4 del decreto legislativo 3 marzo 1993, n. 


