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Determinazione microchimica dell’ azoto
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ed aminica (azotemia totale, ureoazo-
temia ed aminoazotemia) nel sangue.

NOTA

br

S. BAGLIONI

18
B ety
. /(0‘ BCa 7N
{7 ¢

57 B,

’ }/ / e
s

&

!

e

ROMA
DOTT. GIOVANNI BARDI

TIPOGRAFO DELLA R. ACCADEMIA NAZIONALE DEl LINCE]

1938-xvI







RENDICONTI DELLA R, ACCADEMIA NAZIONALE DEI LINCEI

Classe di Scienze fisiche, matematiche e naturalj,

Estratto dal vol. XXVII, serie 6, 1° senn,, fase. g, - Roma, maggio 1938-xvi.

Fisio]ogia. — Determinazione microckimica dell’ azotp s0lu-
bile totale ¢ dolle Srazioni wreica od aminica (azotemia lotale,
ureoasotemia ed aminoazolemia) nel Sangue. Nota ) del Corrisp,
S. Bacrionr.

Uno dei problemi scientifici e pratici che va assumendo  nel campo
della fisiologia umana, normale e patologica, importanza ¢ diffusione sempre
maggiore, & quello connesso colly determinazione chimica delle sostanye
azotate solubili ¢ delle loro diverse frazioni nel sangue.

Nel laboratorio dell’ Istituto di Fisiologi;l umana della R. University d
Roma da anni ¢i stiamo occupando del problema studiato in varie condi-
zioni fisiologiche. Abbiamo cercato di elaborare un metodo che anche nei
minimi dettagli potesse offrire ognj possibile paranzia di esattezza. Dopo
ripetuti tentativi, superando non poche difficolty tecniche, colla irtelligente
¢ indefessa collaborazione della dott.ssa Clara Pozzr, siamo riesciti 4 realizzare
ua metodo che ci senybra adeguato allo scopo.

Essenzialmente esso si basy sui principi del metodo di Ivar Baxe, de.
sctitto da Duruver ), ] quale abbiamo apportate alcune modificazioni che
la ripetuta esecuzione della ricerca ¢i ha insegnato indispensabil; per otte-
nere i migliori risultat. Tali modificazioni riguardano precisamente la deter-
minazione fatta in vig volumetrica, invece che colla pesata, dei campioni
di sangue prelevato, alcuni particolari de] processo di ossidazione, di disti]-
lazione e di titolazione dei microkjeldahl, come risultano dalla descrizione
dettagliata del metodo.

L. Prelievo del campione di sangue, — Mediantc una lancetta di Franck,
sterilizzata, si punge il polpastrello di un dito (previa disinfezione con ba-
tuffolo di ovarta imbevuto d; alcool), in molo che spicei spontaneamente
una grossa goccia di sangue, della quale con una micropipetta tarata sj
aspira cc o,1, che si fa immediatamente assorbire da una cartina di cartg
bibula di Bang (Ditta C. S. Schleicher et Schiill, Diren, N, 553) di 15/16 mm.
Tali cartine, prima del loro uso, si fanno bollire con acqua bidistillata, fin-

(1) Presentata nella seduta del 1° naggio 1938,
(2) DuRrCPT, Micromeibades et semi-micromethodes appliquées anx analvses ehimigues du
sang el des humenrs, 2. edition, 1930, A, Poinat, Paris,
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ch¢ l'acqua di lavaggio esca limpida ed incolora; si asciugano all’aria, a
debole calore, o meglio spontancamente, ¢ si conservano in un recipiente
in essiccatore ad acido solforico.

Le cartine che hanno assorbito il sangue si fanno asciugare all’aria,
appendendole su adatti uncini di vetro affidat; ad un sostegno (fig. 1). Il
prosciugamento esige in media 15-20 min. primi.

Fig. 1. — Disseccaniento dei campioni ed estrazione delle frazioni.

II. Separazione delle diverse frazioni azolate. — Le cartine asciutte me-
diante pinze metalliche si introducono in speciali pesafiltri di vetro pyrex,
muniti di adatto beccuccio, per evitare nelle successive manovre di trava-
samento ogni perdita di liquido; vi si versano 10 cc del liquido, che ha la
proprieta di estrarre la frazione azotata e di precipitare i protidi.

Per il dosaggio dell’azoto ureico serve una miscela in parti uguali di
alcool etilico ed etere solforico puri per analisi; per il dosaggio dell’azoto
totale serve la soluzione sproteinizzante fosfomolibdica (acido fosfomolibdico
cristallizzato, gr. 5, 4 Na,SO, gr. 5, + H.SOy, gr. 15 + glicosio, gr. 0,25
in 1000 cc. di acqua bidistillata). Le stesse cartine con il sangue dalle
quali si ¢ estratto I’N ureico servono per il dosaggio della frazione dell’azoto

aminico, che perd effettivamente rappresenta I'insieme delle restanti frazioni
azotate, detratta quella ureica, insieme a piccola (trascurabile) quantiti di N
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proveniente dai fosfatidi. Dopo che hanno perduto ogni traccia di odore
di alcool e dj etere, si pongono in nuovi pesafiltri, ai quali si aggiunge
la surricordata soluzione fosfomolibdica.

Dopo un soggiorno di 24 ore si ¢ sicuri che le varie sostanze azotate
solubili sono passate nelle diverse soluzioni,

UL Ossidazione. — 7 contenuto dei pesafiltri si’ decanta cautamente
¢ quantitativamente in speciali palloncini mikrokjeldahl (fig. 2); vi si ag-
giungono poi 3 goccie di soluzione di CuSO, 10°, € 1 cc. di H.SO,

P- P- . Portati quindi su un bagno di sabbia a riscaldamento elettrico, vi
si lasciano a calore moderato finche il liquido, mediante evaporazione di
acqua, si concentri a 2 0 3 cc. Portati quindi su adatti fornellini a gas (fig. 2)
riscaldando intensamente, si completa ossidazione, che si riconosce quando

£

Fig. 2. - Ossidazione.

il liquido diviene completamente trasparente di color verde 0 azzurro chiaro,
a caldo, e incolore a freddo,

Nei palloncini, nei quali si versa la soluzione contenente alcool ed etere,
¢ necessario, prima di versare H,SO, per Possidazione, far evaporare tutto
Petere e quasi tutto I'alcool. A tal fine si aggiungono 2 clascuno 5 ce. di
H,O e 1 goccia di H.SO,; si portano quindi sul bagno di sabbia elettrico,
ove si lasciano sino alla scomparsa dell’odore di alcool e dj etere. Si trat-
tano poi come gli altri.

IV. Distillazione. — 1, distillazione s compie contemporaneamente
per quattro dosaggi, mediante un apparecchio di vetro pyrex che abbiamo
fatto costruire (dalla ditta Donati di Roma) sul principio di quello di Parnas
e WaGNer, abolendo ogni chiusura con tappo di gomma (fig, 3). 1l con-
tenuto dei palloncini mikokjeldahl & versato quantitativamente nel rispettivo
pallone di distillazione: si aggiunge NaOH (33 °lo) fino a evidente forma-

zione dell’idrato dj Cu, divenendo il colore del liquido nettamente azzurro
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10 cc. della soluzione alcalina sono sufficienti allo scopo. Si riscalda la grande
beuta centrale, che contiene Pacqua distillata per la formazione del vapore che
va a gorgogliare entro i palloni, riscaldando le soluzioni e favorendo la libe-
razione del’NH; allo stato gasoso, che passando per i tubi di quarzo si
condensa e in gocce si raccoglie negli speciali cilindretti graduati, contenenti
clascuno 2 cc. esattamente misurati con microburetta della seguente soluzione

5 cc. di H,SO, %\u' + 20 cc. di K]JO, %; in 100 cc. di H,0

che corrispondono a 2 cc. di H,SO,

N
200

Fig. 3. - Distillazione contemporanea di quattro campioni.

Isingoli palloni di distillazione sono anche riscaldati con debole fiamma,
in modo da produrre, nell’ultima fase della distillazione, vapore acqueo che
serve a lavare il tubo di quarzo.

Quando tutta ’'NH, ¢ distillata (al controllo con cartina di tornasole),
si toglie il cilindretto graduato, avendo cura che per tutti i campioni si abbia
la stessa quantiti di liquido, in media di 5-6 cc. E questo un particolare
della massima importanza, poiché avvenendo la titolazione per via jodime-
trica, la sua sensibiliti dipende dal grado di diluizione, come risulta dalla
seguente tabella di nostri risultati:

VY
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H,0 cc. E 11,50, KJ 107, ce. | KJO, 59/, cc ‘ NS0, %;'cc.
20 ‘l + 2 1 + 1 + 1 »‘ 4.67
23 ‘\ b2 | 4+ 1 ‘ + 1 ‘ 452
30 4+ 2 ’ - i + 1 ? 445
40 + 2 | + 1 ‘! B una goccia
45 + 2 + 1 ! + 1 o
50 42 / + 1 ; + 1 0

|
_—

Con altre parole, quando la diluizione raggiunge un certo grado, la rea-
zione ]odlmetrlm pill non avviene.

E pertanto che abbiamo munito ogni apparecchio di disiillazione di
adatti cilindretti di vetro pyrex, del diametro di 2 cm. e dell’alterzza di 5 cm.,
graduati da 5 a 8 cc.

V. Titolazione. — Al contenuto di ogni cilindretto si aggiungono cc. 2

<
di KJ 5°/5; si chiude con un co perchietto; dopo brimi siaggiungono
3 g
3 gocce dl salda d’amido 1 0'0; da una muro‘mre[t,\ si fa quindi gocciare

una soluzione di Na,S,0, Eﬁno a che il liquido agitato con un baston-

cino non si decolori.

VI Caleolo. — 1l numero dei cc. di Na.5,0; ;?;7 adoperato per la

prova in bianco, meno il numero dei cc. di Na. 5,0, ;add campione, mol-
Qo

tiplicato per 0,7 dd il contenuto per mille delI’N nel sangue. Ii fattore co-

. . N
stante 0,7 risulta dal calcolo che una soluzione di NH; 5 300 conticne gr.
20(

0.07 di N per litro.

Prima di procedere alle analisi, per controllare le soluzioni e tutto il
materiale usato, si prepari una solu?lone di urea nota e se ne determini il
contenuto in N, operando nel modo descritto.

Le analisi per ogni frazione si eseguono in doppio campione,
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