
Reazione di Schmidt sui fiavanoni. 

Sintesi di 2.3-diidro-2-fenil-1.4-henzossazepin-5-( 4H) -oni 

DO ME NICO MISITl c V ALENTINO RlMATOHf 

Laboralori di Chimica TPrapculira 

Riassunto. - La reazione di Schmidt sul 6-metil, 6-nitro e 8-nitro
fiavanone porta essenzialmente alla formazione di 2.3-diidro-2-fenil-1.4-ben
zossazepin-5-oni per alchil-migrazione accanto a piccole quantità di composti 
derivanti dall' aril-migrazione. Sono confrontati i rapporti alchil : aril migra
zione ottenuti per questi fiavanoni con quelli relativi al flavanone. 

Summary (The Schmidt reaction on flavanones: synthesis of 2.3-dihy dro-
2-pheny l-1.4-benzoxazepin-5-(4 H)-ones) . - 6-methyl, 6·nitro and 8-nitro fl a
vanones were submitted t o the Schmidt reaction giving 2.3-dihydro-2-phenyl-
1.4-benzoxazepin-5-ones as major compound. The ratio of the respective 
isomeric products by alkyl and aryl migra tion have been determined and 
compared with that of the flavanone. 

Il meccanismo della reazione di Schmidt su chetoni asimmetrici è in
fluenzato da effetti storici ed elettronici (ScnMIDT, HuNC ER & H OFFMANN, 
1956; Ancus, CooMBS & E vANS, 1956; Sr.nTn & ANTONIADES, 1960; 1\fi 
REK, 1962). In particolare è stato dimostrato che la reazione di Schmid t 
su chetoni aromatici, quali ad esempio l'acetofenone, 1'1-indanone c 1'1-tc
tralone, porta essenzialmente alla formazione di N-aril-ammidi a ttraverso 
una migrazione del gruppo arile (WOLFF, 1946; SJ\UTH, 1963) . Inoltre, nella 
reazione di Sehmidt sull'1-indanone, sosti t uito in posizione orto o para al 
carbonile con un gruppo m etossi, si ottengono quantità equimolecolari dei 
prodotti derivanti dalla aril-migrazione e dalla alchii-migraziono (MINAMI 
et al., 1965; BARSKY & BENCZE, 1971). L'influenza dell' effetto elettronico 
è ancora più evidente nella reazione sui 4-cromanoni non sostituiti in p osi
zione 5 (HUCKLE, LocKRART & WRICBT, 1965; EvANS & LoCKHART, 1965; 
Smnu, TnYACARAJAN & BnALERAO, 1966; BBALERAO & TBYACARAJAN, 
1968), sul flavanone (LoCKUART, 1968; MtSITI & RIMATORI, 1970) e sull'iso-
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flavanone (MtSITI & Rtl'tfATORt, 1971) in cui è stato sempre isolato come 
prodotto principale il2.3-diidro-1.4-benzossazepin-5-(4H)- one derivante dalla 
alchil-migrazione piuttosto che il corrispondente 2.3-diidro-1.5-benzossa· 
zepin-4-(SH)-one derivante dalla aril-rnigrazione. Analogamente, abbiamo 
dimostrato che gli 1.2.3.4-tetraidro-4-chinolinoni, sottoposti alla reazione 
di Schmidt, danno come prodotto principale gli 1.2.3.4-tetraidro-1.4-ben· 
zodiazepin-5·( 4 H)·oni risultanti dall'alchil-migrazione, essendo quest'ul
tima favorita dall'effetto elettronico dell'etero atomo in posizione orto al 
gruppo carbonilico (MISITI1 GATTA & LANot-VI'rTORY, 1971). 

La formazione del prodotto derivante dalla alchil-migrazione come 
prodotto principale della reazione di Schmidt sui cromanoni, ftavanoni e 
tetraidrochinolinoni riportati, è stata spiegata pos tulando una struttura di 
risonanza che può ostacolare la aril-migrazione. 

~ 
~.) 

X = 0, N H, NR 

L 'effetto dei sostituenti sull'anello aromatico sull'orientamento nel 
riarrangiamento di Schmidt è stato già riportato sui cromanoni (Smuu, TuYA· 
GARAJAN & BRALERAO, 1966; BHALERAO & TuYAGARAJAN, 1968) e da noi 
sui tetraidrochinolinoni (MtSITI, GATTA & LANDI· VITTORY, 1971). In base 
ai risultati riportati è stato concluso che la presenza di sostituenti ele ttron· 
attrattori o di sostituenti elettron-donatori sull'anello aromatico non modi
fica sensibilmente il rapporto alchil : aril migrazione, essendo l' alchil-rui
grazione di gran lunga favorita. 

Il presente lavoro riporta un esame della reazione di Schmidt su fla· 
vanoni sostituiti con gruppi elettron-donatori e rispettivamente elettron
attrattori ed il confronto del rapporto alchil: ari! migrazione ottenuto per 
ognuno di essi, con quello riportato per il flavanone non sostituito. 

La reazione di Schmidt sui flavanoni può essere considerata un cfficaoe 
metodo di preparazione dei 2.3-diidro-2-fenil-1.4-benzossazepin-5-(4H)-oni, 
preferibile ad altri metodi di sintesi più laboriosi. L'interesse per questi 
composti è di natura farmacologica e chimica. Essi infatti presentano un'at· 
tività di tipo centrale come antidepressivi (KRAPcno & T URK, 1966; 1967; 
BERNSTEIN, 1967; SQUIBB, 1969; BERNSTEIN, 1970) e, da un punto di vista 
chimico, danno luogo aù un nuovo tipo di riarrangiamento intramolccolarc, 
catalizzato dagli acidi, messo in evidenza da noi recentemente (MtSITI & 
RIMATORI, 1972). 

In particolare la reazione è stata applicata al 6-metil-flavanone, al 6-
nitro-flavanone e all '8-nitro-tlavunone. 
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Il 6-metil-flavanone con NaN3 in una miscela di acido acetico e sol
forico reagisce rapidamente dando: 2.3-diidro-2-fenil-7 -metil-1.4-benzossa
zepin-5-(4H)-one (l) (80% ca.) e il t etrazolo derivato corrispondente (II) 
(3,5% ca.) per alchil-migrazione e il 2.3-diidro-2-fenil-7 -metil-1.5-benzos
sazepin-4-(5H)-one (III) (3,5% ca.) insieme al benzossazolo derivato (IV) 
(0,5% ca.) per aril-migrazione. 

Il benzossaz<>lo derivato (IV) si forma probabilmente attraverso un 
meccanismo che preveda l' apertura dell 'anello eterociclico per l'attacco 
dell'ione acetato, presente nell'ambiente di reazione, sul C-2 benzilico del
l'intermedio B; la formazione di una urea sostituita, con sequenza Ar-NH
CO-NH-CH2· (SMITH, 1963) e successiva chiusura dell'anello benzossazolico 
fra il carbonile dell' urea e l'ossidrile fenolico. 

L'alchil-migrazione è predominante anche nel riassestamento di Schmidt 
del 6-nitro-flavanone. Quest ' ultimo flavanone nelle condizioni di reazione 
usuali reagisce molto lentamente dando il 2.3-diidro-2-fenil-7-nitro-1.4- h en
zossazepin-5-(4H)-one (V) (70% ca.) per alchil migrazione ed il 2-stiril-5-
nitro-benzossazol<l (VI) (5 % ca.) per a ril migrazione. 

o 

_:.''«"l 
<v> 

La formazione del benzossazolo (VI) può essere spiegata con un rias
sestamento intramolecolare dell'intermedio carbocatione D (•). 

(
0

) Un analogo riarrangiamento avviene nella reazione di Schmidt sul 2'-idrossi-calcone 
(MISIT J, 1973). 

Ann. Jsl. SlltJer. Sanità (197:1) t , 150- loU 
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Infine, si osserva soltanto alchil-migrazione nel caso della reazione di 
Schmidt sull'8-nitro-flavanone. Quest 'ultimo reagisce molto lentamente ed 
anche prolungando notevolmente i tempi di reazione si recupera in parte inal
terato. L'unico prodotto di reazione isolato è il 2.3-diidro-2-fenil-9-nitro-
1.4-benzossazepin-5-(4H)-one (VII) (62% ca.). 

~[~~J~ 
E ( VII) 

I risultati sono riassunti e confrontati con quelli ottenuti sul flavanone 
nella Tab. l. 

CaB rom~ 

Flavanone 
6-Metil-ftavanone 
6-Nitro--ftavanone 
8-Nitro--ftavanone 

Il etA 

% 

91 
87,5 
75 
62 (*) 

T ABELLA l 

l 
RA.PPOII'T'O JS01r11'1n'&l l 

o{, Alc.bil migrujone ~~ Aril mipsione 

97 
95, 4 

93 
100 

3 
4,6 

7 

( • ) Resa ottenuta aottraendo il prodotto di partenaa che non ha rea1ho. 

Alla luce dei risultati preliminari Qttenuti si può concludere che l'in
troduzione di sostituenti elettron-donatori o di sostituenti elettron-attrat
t ori sull' anello aromatico condensato, non influenza sostanzialmente la 
orientazione del riassestamento di Schmidt sui flavanoni. 

Questi risultati sono in accordo con quanto già osservato precedente
mente per i cromanoni sostituiti (SIDBU, TBYAGARAJAN & BBALERAO, 1966; 
BBALERAO & TBYAGABAJAN, 1968) e gli 1.2.3.4-tetraidrochinolin-4-oni sosti
tuiti (M.JSITI, GATTA & LANDI-VITTORY, 1971). 

L'effetto dei sostituenti influenza invece notevolmente la reattività dei 
flavanoni ; in particolare sostituenti anche debolmente elettron-donatori 
aumentano la velocità di reazione e al contrario sostituenti elettron-attrat
tori la diminuiscono notevolmente. 

Assegnazione delle strutture 

L'assegnazione della struttura dei due lattami isomeri (I) e (III) è stata 
fatta in base alle evidenze chimiche e spettroscopiche, in modo siinile a 
quanto già descritto per gli analoghi lattami ottenuti nella reazione di 

A nn. l3t. SrtJlfr, ."J[mi /(\ (1973) 9, 150- 159 

7 
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Schmidt sul flavanone (MISITI & RntATORI, 1970). In particolare: l'idrolisi 
acida del lattame (I) con formazione di acido 5-metil-salicilico c fenil-ace
taldeidc; la differenza fra }•assorbimento del carbonile di (I) (v co 1650) e 
quello di (III) (v co 1665) nello spettro I. R.; la presenza di un segnale a campi 
magnetici bassi (7 .62 o) assegnato al pro ton c sul C-6 aromatico nello spet · 
tro R.M.N. di (l) ed inoltre la differenza fra il segnale assegnato al gruppo 
- CH2-NH-CO- di (l) (3.53 o) e quello assegnato al gruppo -CH2-CO-NH
di (III) (3 .05 o); la differen za di massa fra i picchi di maggiore intensità 

nello spettro di massa di (I) mfe : 224 (M-'--29) (• ), 135 cu·-or:~r 119 

(PhC2H4N) . e di (III) mfc : 13 L (PhCH = CH- C= O) , !>Ono i dati che 
permettono di assegnare ad (I) la struttura di 2.3-diidro-2-fenil-7 -metil-
1.4-benzossazepin-5-(4H)-onc ed a (III) la struttura di 2.3-diidro-2-fenil-
7 -mctil-1.5-henzossazepin-4-(SH)-one. L'assegnazione delle suddette strut
lure è confermata dai prodotti ottenuti per riduzione con LiA1H

1
: 

cn.,©() 
O Ph 

(IJia) 

Lo spettro di R.M.N. di (la) presenta un segnale carattenst1co di un 
-CH2- bcnzilico (3.92 o) mentre un tale segnale è assente nello spettro di 
(Illa). Inoltre dallo spettro di quest'ultimo si può derivare, mediante espi'· 
rimenti di « spiu dccoupling », la sequenza -CH2-CH

2
-CH- Ph compatibile 

l 
soltanto con la struttura di (IIla). Infine la struttura di (1) è ulteriorment<' 
confermata per confronto del suo N-acetii-derivato con il corrispondente 
N-acetil-2.3-diidro-2-fenil-1.4-benzossazepin-5-(4H)-one ottenuto per are
ti lazione dell' l.4-benzossazepin-5-one derivato dal flavanone. 

La riduzione con LiAIH4 trasforma il tetrazolo derivato (Il) nella ben
zossazepina (la) e permette di assegnargli la struttura di 2.3-diidro-2-fcnil 
tctrazol-[ l ,5-d]-1.4-hcnzossazcpina. 

L'assegnazione della struttura di 2-(2-acetossi-fcniletil-ammino)-5-metil
benzossazolo al composto (TV) è basata essenzialmente suU 'interpretazionc 
del relativo spettro I.R. e di R.M.N. Nello spettro I.R., infatti, si nota la 
presenza di due bande nella regione del carbonile, rispettivamente a 1730 
(estere) c 1639 (·C = !'\) cm - • e di una banda nella regione dell'OH o dell 'NH . 
D'altra parte nello ~;pettro di H.M.K. è presente un segnale a bassi campi 
(7 .lO ò) assegnato a un protooe aromatico deschermato da gruppi elettron-

(•) La perdita di massa di 29 n.m.u. è stata osserva ta negli spettri di ma~sa di lauami 
clt:l tipo benzammide (MtSITI & RutATORJ , 1972). 

.11111. f~J •• '-;IIJII r • .';1111if<Ì (19i3) 9 , 1 5Q- )~t~l 
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l 
attratton m posaz10ne orto, cd inoltre il segnale relativo al -CH-Ph è spo· 
, tato verso più bassi campi (5.95 8) in quanto sostituito con un gruppo OAc. 

I due lattami (V) e (VII) ottenuti per reazione di Schmidt sul 6-nitro
e !'ull'8-nitro-flavanone sono derivati tipo-benzammide e danno per idrolisi 
acida l'acido 5-nitro- e 3-nitro·salicilico rispettivamente. La loro struttura 
;. stata provata per nitrazione diretta del 2.3-diidro·2-fenil-1.4-benzo~sa

zepin-5-(4H)-one 

(V) + ( Vll ) 

L ' assegnazione delle due strutture si IJasa essenzialmente sull ' interpre· 
tazione dei segnali nella parte aromatica dello spettro di H.M.N. dci due 
lattarni (Tab. 2). 

Il benzossazolo (VI) è risultato identico in ogni dettaglio ad un campione 
autentico ottenuto per altra via {BUELL, 1963). 

PAHTF. SPERIMENTALE 
(in collaborazione con G. C:A~fARDA) 

I punt i di fusione determinati con apparecchio Kofler non sono corretti . 
Gli spettri IR sono <; tati registrati su uno spettrometro Perkin-Elmer mod. 21 
a doppio raggio, in soluzione di CHC13• Gli spettri RMN sono stati registrati 
con uno spettrometro Varian-T-60. I « chcmical shifts » sono misurati in 
p.p.m. (ò) usando TMS come standard interno. Gli spettri di massa (MS) 
:-;ono s tati ottenuti usando uno spettrometro Hitachi RMU6D (fuoco siogolo) 
con un potenziale di ionizzazione di 70 eV. I campioni sono stati introdotti 
dire ttamente nella sorgente .riscaldata a 200o. Le cromatografie su strato 
"ottile (CSS) sono s tate eseguite usando lastre di Silica Gel (Merck G F'1r; 1). 

Reazione di S chmidt sui jlamnoni : condizioni gerterali 

Acido solforico eone. (3,5 mi) viene aggiunto solto agitazione acl una 
;;ospensione del Aavanone (5g) e di NaN3 (2g) in AcOH glaciale (1 5 mi). La 
temperatura di reazione è mantenuta intoroo ai 35-40o c la velocità varia 
con i sostituenti sull ' anello aromatico. T erminata la reazione la miscela 
,·iene raffreddata effi cacemente, neutralizzata con una soluzione acquosa di 
Na2C0 3 ed estratta ripetutamente con AcOEt. Gli estratti riuniti, seccati 
::.tt Na2S0 4, forui;,~:ono un residuo grezzo dopo eliminazione del solvente. 

o-meli l-Jlavarwne. 

La reazione è completa dopo ca.l ora. Il residuo ,;olido grezzo ottenuto, 
per trattamento con A cO Et separa 2.3-diidro-2-Je"il-7 -metil-1.4-benzossaze-

. 11111. { st . 8uwr . .'laniltì (UJI:l ) 9. 1.'•0 1 .'•~ 
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pin-5-(4H)-one (1), praticamente puro (62% ca.) che viene ulteriormente 
purificato per ricristallizzazione. MS : m/e (l%), 253 (16.6) M+, 224 (8.9), 
195 (19.2), 162 (11.0), 135 (22.3), 119 (100), 105 (9.2), 91 (11.3), 78 (12.1), 
77 (19.8), 65 (5.5), 51 (12.0), 39 (8.7), 28 (12.7), 18 (35.6). Ioni metastabili: 
119, 117, 84.5,56. 

Riduzione con LiAlH4 di (1). - La 1.4-benzossazepina (la) si ottiene 
con buone rese per riduzione di (I) con soluzione eterea di LiAlH, a rica
dere per 12 ore. Dopo trattamento con H20 e alcali diluiti, la miscela di 
reazione viene estratta con etere. Il residuo grezzo dopo distillazione in ap
parecchio a bolle (p.eb. 90-50f0,001 mm) solidifica totalmente e viene ulte
riormente purificato per ricristallizzazione. 

N-acetil-derivaro di (1). - Riscaldando a ricadere per 30 minuti una 
soluzione di benzossazepinone (I) in A~O-piridina 10 : l, si ottiene l'N-ace
til-2.3-diidro-2-fenil-7 -metil-1.4-benzossazepin-5-one, praticamente puro. 

Idrolisi acida di (1). - Il benzossazepinone (I) sospeso in HCl con
centrato viene riscaldato a ricadere per 5-6 ore. La miscela di reazione viene 
estratta con etere. La soluzione eterea, estratta con soluzione di Na~C03, 

seccata su Na2S04 lascia, dopo eliminazione dell'etere, fenilacetaldeide (con
fronto mediante gas-cromatografia con un campione autentico). La fase 
acquosa alcalina per acidificazione separa acido 5-metil-salicilico, identico 
ad un campione autentico (p.f. misto, spettro IR). 

Le acque madri di (l) tirate a secco lasciano un residuo grezzo che viene 
purificato per cromatografia su colonna di Silice. Eluendo con miscele di 
esano e acetato di etile, arricchite gradualmente in AcOEt si ottiene per 
primo la 2.3-diidro-2-fenil-7 -metil-tetrazol-[ 1,5-d] -1.4-benzossazepina (Il) 
(3,5 % ca.) praticamente pura, che viene ulteriormente ricristallizzata. 

Riduzione con LiAIH, del tetrazolo-derivato (II). - La 1.4-benzossa
zepina (la) si ottiene con buone rese per riduzione con una soluzione eterea 
di LiAlH4 del tetrazolo (Il), a ricadere per 12 ore. , 

P er eluizione successiva si ottiene il 2(2-acetossi-Jeniletil-ammino )-benzos· 
sazolo (IV) impuro, che viene purificato per cromatografia su strato sottile 
preparativa (eluente AcOEt-esano l : 2) e poi distillato in apparecchio a 
bolle sotto vuoto (0,5 % ca.). 

Le frazioni cromatografiche successive contengono il 2.3-diidro-2-Jenil-
7-metil-1.5-benzossazepin-4-(SH)-one (III) (3.5 % ca.) puro. MS : m/e (l%), 
253 (16.7) M+, 234 (4.9), 149 (26.5), 137 (4.2), 131 (100), 123 (10), 119 (10.2), 
104 (15.7), 103 (22.0), 78 (11.4), 77 (14.6), 66 (5.2), 65 (5.2), 51 (6.9), 39 (5.8), 
28 (5.2), 18 (7.7). 

Riduzione con LiAlH, di (III). - La 1.5-benzossazepina (IIIa) si ottie
ne con buone rese riscaldando a ricadere per 12 ore 1'1.5-benzossazepin-4-one 
(III) con una soluzione eterea di LiAIH,. Dopo la consueta elaborazione il 
composto (IIIa) grezzo ottenuto viene purificato per distillazione sotto vuoto. 
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Eluenùo infine la colonna con AcOEt si ottiene una ulte riore quantitù 
<li 1.4-benzossazepin-5-one (T) (18% ca.) praticamente puro. 

N -aceti/-2.3-di idro-2-Jeni 1-1.4-benzossazepin-5-( 4/ f )-o111'. 

11 suddetto N-acetii derivato si ottiene per acetilazionc del 2.3-diidm-
2-fenil-1.4-benzossazcpin-5-(4H)-onc (MISITI &.. RIMATORJ, 1972), ottenuto 
dal flavanonc, in modo del tutto analogo all 'N-acetii dt>rivat o di (I). L'l'\
acetil derivato grezzo è un olio che solidifica col tempo. Dopo crista llizzazione· 
da AcOEt-esano, fond e a 90-1°. C17H15N03 • IR: v,.0 1680 cm- 1; Rl\JN, (b): 
8.30dd (H- 6); 8.00dd (H-8); 7.33dd (H-9); 7.73m (H-7, Pb); 5.76q (-CH-

l'h); 4.83q, 4.13q (- Cll2-): 2.75s (NCOCH3) . ' 
6 -11 itro-Jlauanone. 

La reazione è completa d opo 7 ore ca. Il residuo f!rezzo otten uto vieuc 
cromatografato su colonna di Silicc. E lucndo con mi~ocelc di AcOEt-esano 
arricchit e gradualmente in AcOEt, si ottiene dapprima il 2-stiri/-5-nitro
benzossa:olo (VI ) (5% ca.) (BuELL, 1963) ulteriormente purificato per ricri
stallizzazionc. 

Per eluizionc successiva si ottiene il 2.3-diidro-2-Jenil-1-nitro-I.4-ben
zossazepin-5-(4H)-one (V) (70% ca.) puro. 

Idrolisi acida di (V). - L'idrolisi acida condotta seguendo le moda
lità dell'idrolisi di (I) fornisce acido 5-nitro-salicilico (identico ad un campione· 
autentico) e fenil-acetaldcidc (confronto gas-cromatografi co con un campione 
autentico). · 

8-n itro-Jlavanon<•. 

La reazione anche dopo 24 ore non è completa. Il residuo viene croma
tografato su colonna di Silicc. E luendo con miscele AcOEt-csano sempre piia 
ricch e di AcOEt , si clui cc dapprima 1'8-nitro-flavanone che non ha reagito 
(35 % ca.) e poi una complessa miscela di prodotti (ca. 20% ) che non l- p os
sibile risolvere. 

La successiva eluizione fornisce infine il 2.3-diidro-2-Jenil-9-;:itro-1.4-ben 
zossa:epin-5-(4Ii)-o11e (VII) praticament e puro (35% ca.). 

Idrolisi acida di (VII). - L'idrolisi acida di (VII) fornisce acido 
3-nitro-salicilico (identico ad un campion e auten tico) e fenil-acctaldeiclc 
(confronto gas-cromatografico con un campione autentico). 

N i trazione del 2 .3-di idro-2-Jen il-1.4-bl'nzossazcpill-5-( 4ll)-one. 

Il 2.3-diidro-2-fenil-1.4-benzossazepin-5-( 4 H)-one (l\hsiTI & H I M: A TORI. 

1970) (0,2g) in Ac20 (2ml) viene nitrato p er cauta aggiunta sotto agitazione 
a ca oo di HN03 al 65 % (0,3 mi). Si lascia a ca. 0° per un'ora c poi si fa tor-

A1111. / st . Su/)l'r. Sau i td ( 19i3) 9, Jj0- 1."•!1 
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nare a temperatura ambiente. Si diluisce con acqua e si estrae con AcOEt. Gli 
estratti seccati (Na1S04) ed evaporati, forniscono un residuo grezzo che viene 
purificato su colonna di Silice. Eluendo con AcOEt-esano l : l si ottiene 
dapprima una frazione contenente impurezze e di seguito il 2.3-diidro-2., 
fenil-7-nitro-l.4-benzossazepin-5-(4H)-one (V) (45 % ca.) (identico per con· 
fronto con il prodotto ottenuto precedentemente) e il 2.3-diidro-2-fenil-
9-nitro-l.4-benzossazepin-5-(4H)-one (VII) (25% ca.) (identico per confronto 
con il prodotto ottenuto precedentemente)., 

Ricevuto il 6 aprile 1973. 
Acceuato il 14 aprile 1973. 
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BREVI NOTE 

Carboidrati dietetici e lipidi corporei : effetti del fruttosio 

Da qualche tempo ci stiamo occupando d ell'effetto di differeuti tipi di carLoidruLi 
dietetici sulla composizione lipidico di organi e tessuti di ratti riceventi sia diete a 
normale contenuto lipidico che diete iperlipidiche e ipoprot eiche integrate con cole
sterolo (1"4). 

Nel Cai O delle diete normolipidiche abbiamo potuto mettere in chiara evidenza In 
spiccata uione lipogenica dei carboidrati solubili. N el fegato dei ratti riceventi saccaro
sio o glucosio si riscontrano infatti più elevate quantità di trigliceridi rispetto a quelle 
rilevabili con amido, con un contemporaneo innalzamento delle attività enzimatiche del 
ciclo dei pentosi (glucosio-6-fosfato- e 6-fosfogluconico-deidrogenasi) che, come è noto, 
sembrano presentare cambiamenti adattativi in funzione della diversa quaUtà dei car
boidrati introdotti con la dieta. 

Impiegando diete « aterogenc » (contenenti il 20 % di lipidi e il 10 % di protidi, e 
integrat.e con colesterolo, ac. eolico e tiouracìle) la lipogenesi appare ovviamente depressa 
e le variazioni attribuibiU alla qualità del carboidrato dietetico riguardano soltanto il 
colesterolo. N el siero, n el fegato e nelle pareti aortiche dei ratti riceventi saccarosio o 
glucosio l'infiltrazione colesterolica appare pii'l marcata rispetto a quanto non si ottenga 
quando il carboidrato dietetico è costituito da amido. 

I risultati ottenuti ci hanno indotto ad estendere le nostre ricerch e al fruttosio, alla 
cui presenza nella molecola del saccarosio è stata attribuita la spiccata azione lipogenìca 
di questo dìsaccatidc •. 

Nelle nostre prove abbiamo adottato delle sostituzioni con il carboidrato in questione 
sia totaU (60%) che parziali (30 % di fruttosio con 30 % di glucosio o di amido) . 

Nel caso delle diet e a normale contenuto lipidico, sia le deidrogenasi che i triglice
ridi epatici sono apparsi più elevati nei ratti riceventi fruttosio (da solo o con glucosio) 
o saccarosio riapetto a quelli ricev enti glucosio o trattati con amido. La presenza di 
fruttosio n ella dieta nella proporzione del 30 % insieme ad amido non si è dimostrata 
invece in grado di mettere in evidenza l 'azione lipogenica del monosaccnride. Come per 
gli altri carboidrati studiati, non sono state rilevate differenze a carico dei trigliceridi 
ematici. 

La Tab. l riassume i risultati di due serie di esperintenti condotti impiegando 
diete « aterogene ». Per comodità di confronto sono riportati i risultati ottenuti con le 
corrispondenti diete normolipidicbe. 

Come si può osservare, le due serie di esperimenti hanno confermato, a livello 
soprattutto del aiero e delle aorte , la spiccata azione ipercolest erolemizzante del sacca
rosio e in minor grado del glucosio, rispetto all'amido. Questa azione si esplica soltanto 
con le diete integrate con colesterolo. 

Singolare appare il comportamento d el fruttosio. La presenza di ques to monosacca
ride nella dieta « aterogena », nella proporzione del 30% insieme a glucoaio, provoca 
coatantemente una infiltrazione colesterolica della parete aortica perfino più elevata di 
quella ottenuta col 11accarosio. 

Variabili appaiono invece i risultati ottenuti impiegando nella dieta « aterogena » 
il fruttosio, da solo, nella proporzione del 60 % · L'infiltrazione colesterolica è apparta 
eorprendentemente modesta nel primo esperimento. All'inverso ha raggiunto o superato 
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i livelli ottenuti con saccaro•io nella seronda serie di provr. Hisposte in parte variabili 
sono statt: ottenutr somministrando il fruttosio tlella proporzione del 30 % insieme ad 
amido. 

La riscontrata variabilità di risultati ottenuti col fruttosio nelle diete ipcrcoleste• 
r olemizzanti trova conferma in letteraturu nei dati di Staub e Thiessen s del 1968, otte· 
nuti in successive serie di analoghi esperimenti. Gli AA. non sono riusciti a individuare 
le ragioni di questo singolare compor tamento anche dopo una attenta verifica dell'idt,n· 
tità delle condizioni sperimentali adottate nelle diverse prove. 

Per quanto riguarda i nostri esperimenti abbiamo operato un rigoroso controllo 
sulla esistenza di possibili variabili. Ambedue le serie di J>rove sono state condotte su 
ratti dello stesso ceppo Wistar, di uguale sesso (maschile), età, peso corporeo, posti per 
randomizzazione in ugual numero per ciascun gruppo, alimentati in controllato « pair 
feeding » , per un uguale periodo (60 giorni). È stata altresì controllata la preparazionr 
delle diete, la provenienza dei materiali, ecc. 

Dall'esame complessi\'o dei risultati sperimentali ci sembra di poter tra rre le se
guenti conclusioni. 

L'azione lipogeuica del fruttosio, rilcvabile dall'numento dei trigliccridi e dalla 
esaltazione delle attività deidrogenasichc del feguto , appnrc iudiscussa nei rutti riceventi 
la dieta normolipidica. 

Quando il fruttosio ~ presente nelle diete « aterogeuc » (iperlipidiche e ipoproteiche 
con integrazione di colesterolo), è possibile metterne in evidenza l'effett o ipercolestero· 
lemizzante e aterogenico. 

Tuttavia questo effetto risulta ass3lutam~ntc costante e perfino più marcat o di 
quello ottenuto col saccarosio, soltanto quando si realizzano condizioni ottimali di som
ministrazionc, nel nostro caso con la miscela di fruttosio 30 % e glucosio 30 % · In situa
zioni diverse i risultati non appaiono sempre riprodudbili. 

Questi fatti ci sembrano interessanti, perchè m ettono in evidenza come p er espri
mere un giudizio sull'effetto dci carboidrati dietetici sul metabolismo lipidico sia neces· 
sario scegliere i parametri e le sedi più opportuni e le condizioni sperimentali più adatte. 
Ciò pu j infatti spiegare le discordanti osservazioni presenti talora in letteratura. 

Con~ermauo infine l'ipotesi già da noi precedentemente discussa che le variazioni 
del colesterolo nell'organismo, dipendenti dal tipo di carboidrato dietetico, evidenziabili 
soltanto quando il colesterolo è largamente presente nello dieta, siano legate all'influenza 
dci carboidrat i somministrati sul destino metabolico del coleslcrolo nel trotto intestinale. 

Ricevuto il 9 sett embre 1972. 
A cet>ttato il 12 novembre 1972. 
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Metodo per calcolare il titolo dei tre tipi di poliovirus 
presenti nel vaccino antipoliomielitico trivalente per uso orale 

11 vaccino antipoliomielitico ora le è ora d istribuito t>o me preparazione t rivalente in 
'oopensioni di t utti e tre i t ipi. Il controllo d i sta to del vaccino r ichiede che le ;,ingole prepa· 
rdzioni con tengano non meno d i un certo numero d i dosi infettanti : ne deri va la necessitìa 

di stabilire il titolo etei s ingoli v irus present i nelle varie preparazioni. 
E fTett.uanclo la titolazione della m iscela tr ivalente, si o tt iene il titolo complessivo delle 

do,i infettanti e non quello dei monotipi presenti nella miscela. Per rono~cere il quantitativo 
tle i Mingoli componenti , i! necessario procedere a lla t itolazione di ciascuna « sospen8iune madre» 
11rima cb~ ques te vengano mescolate. In alter na tiva si po.-ono ti to la re i singoli tipi nel 
t r ivalente mediante la te<'nica della neutral izzazione p arziule dei virus per mezzo di anti· 
~ieri rnonospecifìc i. In que~ta nota .•ono espos ti i risulta ti ott f'nuti con q uesto mrtodo. 

\lateriali e mt todi 

a) C1•llule: sono , tute usa te cellule di rene di •rimmia rhe,us (1l111rncfl mula lln) in coltura 
primar ia. 

b) Vir us: sono state utilizznte sia •o~pensioui monotipiche o trivalenti prepal'a lc in labora· 
torio sia quelle poste in commercio. 

c) Sieri: i sieri di cavollo immuni &ono stati ina ttivati n :;6o C per 30 m in c quindi 
post i n contatto p er :J. h n 370 C c In notte 11 4 0 C con preparazioni concentra le dei due 

tipi d i virus d iversi da quello u•ato per ottenere il siero, in m odo da eliminare eventuali 
ant icorpi ad essi corre lati. La miscela ~iero-v irus veniva poi pos ta a çentrifugarc a 
60.000 r pm per 3 h; si raccoglieva il sopranatante, cht: Ycniva usato per le neutraliz· 
znzioni dopo essere stato sottopo;.to ad un controllo per vrrifieare l 'a>S('nza d i pnrticf'lle 
vira li ancora infettanti. 

Titolu:iolle di ciuscun tipo di virus 11 elltt miscel(l trivrtlente. 

l virus dei ~ingoli t ipi ~ono sta ti titola t i dopo neutra lizzazione degli altri due t apa: 
la bOspensionc triva lente veniva inizialmente tliluit.n 10 - J e ad l m i d i essa , i a~giungeva 
1 m l ([i ciascun 11 ntisiero 11•a to. 

Dopo aver tenuto la miscela per 4 h a 37° C c la notte a ·lo C, venivano aggiunti 7 mi 
d i terreno d i manteniment o in m odo da o ttenere una dilu izione 10- l : da quf•la s i procc· 
deva per avere le ullre J.ilu iziuni (lO -,; - 10-7). Per ogni clilllizione &ono s tati iuoculnti lO tubi 

con 0,5 mi di misct•la per t ubo. Gl i ant i•icri , a venti tito li neutra lizzanti le 100 DICT:.o rispet· 
tivarnrn te di l: 500, l : 1000 e d i l : 500 per i tit>i l, 2 e 3 sono stati u~ati alla tli luizione-
1 : 20. Dopo prove preliminari atte a .. tabilirc quale fosse la 1liluizionr o ttimale :alla quale 

,i nvc•se la neut.ralizzaz ionc del virus omotipico, si era scelta la diluizione che non produ· 
ceva tm effe tto tossico sulle cellule. ;\Ilo scopo eli csclutlere la presenza de i , ·irus neut ralizza ti 

dai r i•pettivi unt i•ic ri, per ugni t ubo con effetto citopat ico vrniva tipizzato il virus in causa. 

A nn. Tol . Sti1ltr. Snnil u ( l !Ji:l) 9, 163- 104 
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Risultati 

Nella Tab. l sono riportati , limitatamente ai tipi l e 3, i valori ottenuti nelle titola
zioni delle sospensioni monotipiche preparate in laboratorio, confrontati con le tito· 
!azioni degli stessi virus dopo la mi~celn nel trivalente. Da essa si può rilevare comr 
i titoli presentino variazioni minime e tutte entro i limiti di un errore consentito. 

T.ABF.Ll.A l 

Titoli, in DICT 50/mi, •ei tipi l e 3 nella mi~eela trivalente 

Sotpeo,ione l Tipo l 
madre tipo 1 dal trivalcot e 

106,6 106,5 

106,6 106,7 

106,2 106, 1 

l S<upeutionc 

madre t.ipo 3 

106,5 

106,6 

106,8 

l Tipo 3 
c.lal trivaleute 

106,4 l 
_;_j 7 

TABELLA 2 

Titoli, eapre~~s• ID DICT SOfml, dei aingoli tipi dei virus, 
delle aospeDBioni del commercio, nelle •ospeneioni-maclre 

e nella mi1eela trivalente 

i 
Madre ' Tipo l l Hadn l 'Tiro 2 l Madre 
t.ipo l dal trivalcnte tipo 2 dal trivalente tipo 3 

106,0 105,8 105,5 

105,9 105,9 10>.8 

106,3 106,1 105,7 

l 
106,2 106,4 105,8 

106,3 106,3 105,9 
r 106,3 106,2 105,7 

l 
106,2 106,3 -
106,4 106,2 -

R icevuto il 2 novembre 1972. 

Accettato il 15 gennaio 1973. 

105,7 

105,7 

105,8 

106,0 

105,8 

]05,9 

-
-

(• ) OtJJÌte dei Laboratori di Microbiologia. 

106,3 

106,3 

106,2 

106,5 

106,4 

106,6 

106,5 

106,4 

l Tipo 3 

dal trivalent• l 

106,1 l 
106,5 l 
106,2 

106.5 

106,5 

106,4 

106,7 

106,3 
l 

Nella Tab. 2 sono invccr 
riportat i i risultati dcii!' titoln
zioJÙ eseguite sulle sospensioni 
di vaccino del commercio; anchr 
in essa sono confrontati i titol i 
delle sospensioni monotipich1• 
con quelli ottenuti (per i mc· 
desimi tipi) nella miscela trivn
lente; come per le sospensioni 
preparate nel laboratorio, gli 
scarti fra i titoli sono tulti 
contenuti entro limiti accetto· 
bili (al massimo 0,2 log). 

Conclusione 

I risultati ottenuti dimo
strano come i titoli di cinscun 
tipo di virus, calcolati siu nelle 
sospensioni monot ipiche, sin 
nella miscela trivalente col 
m etodo usato, si corrispondano 
sempre entro limiti accettabili , 
con differenze che non supc· 
r ano mai 0,2 log. Inoltre, l~ 

tipizznzioni eseguite sui tubi 
risultati positivi ha1mo sempre 
escluso In presenza dei vinto 
neutralizzati. 

Pertanto si ritiene che 
questa tecnica po,;sa r ssert> 
seguita nella t itolnzione dei 
singoli virus poliomiclitici della 
miscela trivalente. 

Grust:PP& F R F.ZZA ( • ) 

Laboratori di M icrobiologia 

A nn. 1st. Super. Stmitd (1973) t , 163-16 4 



A study on the mechanism of the sodium bicarhonate test in 
the dift'erentiation of saprophytic and pathogenic leptospirae 

As pointed out in a previous work 1 , a medium containing l 0/00 sodium bicarbonate can be 
used aa a criterion for the difl'erentiation of eaprophytic and pathogenic leptospirae, because 
it cause& growth inhibition of the latter. Althougi4 in that publication. an accuracy of 
99.60% was indicated, in the work of Fagiolo 1 who checked many difl'erential tests oo a 
higher number of strairu, a figure of 99.24% was reported. 

The method suggested, which was the result of a casual obeervatioo, was subsequeotly 
improved in an empirica} way, although in accordance with lìndings emerged from experi· 
mental observations. 

W e found it convenieot to investigate the mechanism of this difl'erential method, taking 
into account: l) the fact that sodium bicarbonate, wheo dissolved, gradually dissociates 
ioto sodium carbonate and C01, starting from 200C, and that thie dissociation terminates 
when the boiling temperature is attained; 2) the possible inftuence exerted by the type of 
peptone used. 

Materia!& and method11 

Solutions of each component of bicarbonate med ium 1 were prepared separately, and 
l'ach container was sterilised either by filtration or by autoclave. Ali solutions were prc· 
pared in a conceotratioo that was twice that of the originai technique, that is, in a 2°/00 

conceotratioo of pcptone or bicarbooate, and mixed l : l before use. Then 10% rabbit 
serum was added after performing a pH check. 

The media were marked with numbers as follows: 
Medium n O l - NaH C0 3 (filtered) 
Medium no 2 - NaHC0 8 (filtered) + Proteosa-peptone no 3 (fìlt ered) 
Medium no 3 - NaH C08 (filtered) + Proteosa·peptone no 3 (autoclave) 
,\!edium n o 4 - NaH C08 (autoclave) 
Medium no 5 - NaH C03 (autoclave) + Proteosa·peptone no 3 (fìltered) 
M edium no 6 - NaH C03 (autoclave) + Proteosa-peptone no 3 (autoclave) 

Media no l and 4 were diluted l : l with distilled water to obtain the correct }0/00 con· 
ccntration of bicarbonote. 

T he purpose of these combinations of aolutions, the steril izotion method of which varied 
ns specifìed above, was that of establishing whether sodium bicarbonote, when heated during 
the sterilization procesa, was responsible of the difl'er ent oction of the medium or whether 
such an action was developed by peptone, in view of the considerations set forth in the 
originai work; or else, if particular combinations occurred between bicarbonate or carbonate, 
nnd peptone, and if these combinations possibly occurred in autoclave or merely by mixing. 

The solutions, that had been stcrilized by filtration, were not subjected to any heating, 
in order to decrease the bicarbonate transformation a nd to prevent an appreciable peptone 
alteration. 

The differential technique adopted was that described originolly 1, but more ndvanced, 
having been used for these tests the wnter strains P atoc l and Fons, and the pathogenic 
strains R obinson and 3705. 

Ruult/1 and dillcuuion 

Our findings indicate that the differentiation occurs through the transfonnation of 
bicarbonate into carbonate ot the time of sterilization; this effect should not be ascribed to 
pH; in fac t the solut ions do not show a pH change of appreciable extent ; beforc and nfter 
ster ilization the pH value is in the range bctween 6.9 and 7.3. 

, Lnn. / st. Suptr. ~rmità ( 1973) t , 165- 166 
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\Vhen slrains urc easily classilicd owing l o t hcir clcar charncteristics o ~ pa thof(eni• · 
(strains 3705) or ao sapropbytic (S train P atoc l ) the formcr are inbibited by m edium n . 
.J. but no t b) medium no l ; on t he other han d water slrains grow in bot h media giving excf'l· 
le n t densi l y. In t he scroncl pnssagc t hrough t he peptonizeù tucd ium a t 33oC strai11s P atoc 
l grow;; ea, ily while ~train 3705 i• iuhibit ed complt>t ely what e\'Cr mediunl i• empl oyl'd 
for the firs t passagr . 

\Vhen stru ins a re difficult tu r lassify h y mean~ of this diffcrt:n l ia l t cchuique. a• it 
hapJiens with water straiu Fons onrl pathogenic strain Robinson , t he pas;,uge on m edia 
no 4 at room temperature dnr~ not allow, a~ in thc prcviou• case, tu separut •· patltOgeuie 
from saprophytic s t ruins. I n t his instancc i t is ab3olutely n ccessary t o perfurm t he sccontl 
passagc in pept onized m edium anù t o incubatc a t 33oC. Filt cred m edia no 2 and no 3 ran 
uot be used as selec t ive m edia. 

lt is nnt advisahle t o incubatc the Sl't'Otlll pas!>n~e at roorn temprrature, or l o cluw gt· 
the t ype of peptone used , although t hl're are some pcptoncs giving good pos~ibilitie'-; t lu•;ol' 
pep toncs, according tn our obscr vati(lns, are a lways inferior to protcose-pept ouc n° 3. 

lt should Le a l~o poiuted out that it is more advisable to u se sodiurn bicarhonate t hau 
~odium carbonate. whir h pennits to t ake advantage of t he di ~~oc intiou of sodium bicarbonatr 
during heatiug. Our results h ave shown thut t.he l 0/00 conccntration of sodiurn carbonu te i, 
th c most suitalllc , but the resnlts ohtoined uri' iuferiur t o tho•r obtained t hrou~h lhe originA l 
t ecluùquc . 

. In vìrw of our pre:>ent. knowlcdgl', we deem ìt unndvisahl r t o eliminat e tbc first JHI ~~agc 

of thc origino! technittuc, in rnedium without peptonl'. for uom· of t he variotion~ we u~ed 

govt' reliablc result~. 
W e tbiuk that oli snbst> queut. invest.igntions . ho n l d hl' centcrrd upon this mel hoù. 

npon t hc choice of a lowcr incubation t emperature sincl' t empero tures higher than 33°C preHnt 
t he d isadvuntoges pointed out in tbc previon~ work . 

Jt shuuld be noted, howcvcr, thnt Perccdol l , which F agiolo' indicatcd ns ouc of t.ht• 
otht•r straius not difl'ereutia iJ ie through t hc bicarhonate t l'chnique, is rapablc of growiuf! 
in a medium without pept one at room teml)eruturl' , but it is impo;;sihlr to obtnin ib growth 
in n pcptonizt•d nwdium t•it lwr at room tenqwratun• or in iueubatur. 

Couclusious 

i ") Thc difl'r t·e ut ia lit~ n hetwt•cn ,aprophyt i1· :md puthogcuil· leplo&pirae hy hicarbotwt• · 
medium occur~ t hrough the trousformal ion of hicarhouatc in carbonatr at th r t imc 
of st.-r ilizntion. 

2") The subst it utiou of sodium bicnr bonate hy sodium curho11Dlt.' in thc nll'dium i ~ noi ud \'i· 
~abl e. Thl' t ypr of peptone uoed in t his wor k givf's thl' he~t re•ults. 

Receitwd No\'cmbrr 16, 1972. 
Accepted .luly 2 1, 1973. 
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Utilizzazione del glucosio 14C nel muscolo di Carassius auratus 

lntrodu:ione 

~el corso di una precedente indagine sulla distribuzione nei var i orgarù e tessut i di 
Carmsius auralus della radioattività de l glucosio mar cato 11C, è sta to osservato che oltre 
il 50% clelia rad ioattività t ot ale iniettata si ritrovava, ud un'ora dall' irùezione, nel tes~uto 
muscolare. fnoltre l' unalisi cromatogrufica dell'estratto alcoolico eli tale tegsuto avevu mcsw 
in evidenza una più elevata marcotura del GI P rispetto al G6P 1• 

Con le esperienze riport ate nella presente rlota , si è cercato di estendere ed approfun
<lire le osservazioni sopra ripor tate, polarizzundo principalmente l'attenzione sulla valuta
zione dell'attività specifica dci due esoso-fosfati sopraindicuti. Alt re misure ;ono st ate r lfet
tuate per rendere piìr completo il quadro met abolico r isultante dalla util izzazione del gluco
>io nell'orgarùsmo eterotermo d a noi preso in e, ame. 

,\ (etodica etl apparecchial,.re 

Sono ; tal i impiegati animali del peso med io di 20 g tenuti a digiuno da 24 b , iniettati 
per via intramuscolare all'inizio <lell'esperienza con 10 !il d i glucosio-14C urùformemcnte 
marcato [Giu-14C (U)], puri a 20 !J.C. L'attività specifica <lei tracciante era di 5 x 108 d pmj 
mmole in una pr ima serie di esperienze, e di 6,7 x 108 dpmfmmole in una seconda. Ad una 
ora dall'iniezione, durante la quale la t em perat ura della vasca era mantenuta a 16°C, l'ani
male era sacr ificat o e se ne prelevava la carcassa privata della pelle e dei vari organi intt'rtÙ. 
Quest a era pesata etl omogenizzatn a freddo in etar\OIO 60% , nel rapporto di 5 mi per grammo 
di tessuto fresco, a l fine di estrarre i prodotti intermedi del metabolismo del glucosio ~. Lo 
omogerù zzato era poi centrifugato, a 4°C, per 30 min a 20.000 rpm e si isolava cosi un ourna
tante limpido sul quale si effettuavano le successive procedure analitiche. La misura della 
radioattività tot ale era effettuata in apparecchiatura a scint illaziont' , u~nndo microaliquot e 
del campione addizionnte di 10 mi di liquido di Bray3• li r imanente dell'estratto ern eva
porat o n fred do, r itn eso con acq ua e quindi cromatogrnfato su colonna n scambio ionico, 
caricat a con resina AG 1 x 4 Cl, 200/'100 mesh, dalle dimerl8ioni d i 30 ' l cm seenudo la 
tecrùca descr itta da Bedett i l't al. •. Sulle frazioni raccolte ne l proce;:so tli rhùzione si tnisu
rava la radioattività con il met odo sopraindicnto, e si confermava la natura clùnùca dei 
metaboliti radioattivi isolati e la loro concentraz ione col metodo descritto da J.owry'. 

Le dctcrminazion.i di. glicogtno erano effet t uate con il metodo Wnluos & Walao-6 • 

R isultuli t discussion e 

Nella 'l'ab. l s OltO riportate le quant ittl pl·reenLUali tli radioattività iueorporalc n e L 

metuboliti : glucosio (Giu), glucosio- l -fosfato (GI P), glucosio-6-fosfato (C6 P) e ac ido lut
tico (Lac t), a un'ora dall' iniezione d i Gln-14C (U). ~ella F ig. l è ripor tato un esempio ra p
presentat ivo del profi lo cromatografico d ' insieme risult ante d ulia misura della radina tt i\ ità 
, ulle frnzioni cluitt' nel modo inclicato nella ,rzione «Metodica e apparecchiature >l • 

• 11111. f ., f . :-IIIJI(T. S tlltiltl. C1H7:l ) 9 . 1ti7 170 



168 

l 
l 

e 
' E 
~ 

v 

o 

Glu 
/ 

10 

BREVI NOTE 

Lac 
/ 

20 30 40 50 

G6P 
/ 

60 70 80 

Volume d i e luato < ml l 
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T ABELLA I 

Raiioauirità •ei metaWiti ba - ..,._.. io % ii .-,Da 

4el -•'-" Iniettato 
- -

Eop. l 
Clu 

l 
X..cl l C lP l C6P 

l ClPJC6P 

% % % % % 

l 56 .o 2,6 0 ,96 2 , 7 
2 lS M 2 ."7 1,80 l ,S 
3 59 .. 1,6 o,ss 3,0 
4 77 21 1, 6 0, 41 4 ,0 
s 79 18 1, 2 0 , 40 s,o 

.dnn. 1•1. 8u.per. Sanitd (1973 ) l , 187- 170 
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I riliultati della Tab. l confemuano la nota, elevata variabilitl hiolopa tipìea della 
epecie eMJDinata '· '· In opi caeo, tuttavia, ai oeserva che il rapporto GlP/~P l! eempre 
maggiore di l. 

L'anafui ensimatica per miaurare la quantitl dei metaboliti radioattivi ieolati croma
toçaJìcamente, ha dato i seguenti valori medi : 

Glucosio : 
G-1- P 
G-6-P 
Lattico 

ISSO 
272 
3S2 
S25 

± 
± 
± 
± 

233 
38 
66 

S25 

mfLmoli totali 
~moJi totali 
Jll!.Uiloli totali 
Jll!.UDOli totali 

Nella Tab. 2 e nella Tah. 3 eono riportati i dati relativi alla detenninasione del conte
nuto di glicogeno (Glyc) del muecolo e del fegato di animali a diversi intervalli di tempo 
dalla iniesione di glucosio m.areato e alla mi.ura della percentuale della radioattivitl totale 
inoculata, incorporata nel glicogeno ate1110. 

T-UELU 2 

Contetnd• ba ,..._.... ... ......,.. epatieo e raiioaubità 
ba-,-ta ba-

m in 

30 1,3 350 0,004 
30 4 , 1 soo 0,005 
45 "·" 3100 0,030 
60 "·" 25000 0,%00 
60 3,8 17500 0,070 

1%0 2,7 .0000 0,200 
120 1, 4 12500 0,100 

(• ) La radio.ttivitl totale Iniettata varia uella aerie di eoper6oouoe; pu ~,..... 
data come tipi6cativa. ai 6Di di un coufronto, la radioauiviti percentuale i:Doorporata 
ue1 Clyc. 

TABELU 3 

Contenuto in sUcoseno del teeeuto m111colare e radioattività 
ineorponta i.n -

60 
60 

120 
1%0 

l mi Clyc. % ms te•o. l clpm % ma teq. (•)·l Racl. ~ iu_,. 

0,70 
0 ,80 
0,46 
0 , 24 

2%0 
308 
353 

2100 

0,001 
O,OOS. 
0,03t 

10,071 

(0) La radioattiviù Incorporata ad Clyc. a 30 miD l Lraacunbila la q-o -utD. 

I dati sopra riportati ·confermano dunque che, nelle nostre condisioni sperimentali, 
la radioattività del glucosio marcato si ritrova in maggior quantità nel GIP che noll nel 
G6P. Poich~ la concentrazione chimica del secondo nel ~esento a.naliuato ~ maggiore di 
quella del primo, ne deriva che l'attività specifica del GIP~ pià elevata di quella del G6P • 

.&nn. Isl. Super. S anità (1978) t, 167-170 
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lilta situazione del generi' è Ùl' l tutto ingiustificabile in base alla concezione rorrl'nll' ùr l 1111'· 

tubolismo glicolitico, ~econdo la quuh· i mPLaboliti int e n·~~nti ~ouo correlati tra loro in fun · 
zioue dei seguenti equilibri dinamici: 

g lucosio 

l ~ 
· l 
G6P~~GlP ~glicogrn<, 

i+ . l 
(glicolisi) 

f~ eviclt:nte chr, fintnuto che a monte esiste una >ignificati\'a concrntrazione di gltu·n· 
;.io marcato, non può verificarsi, iu base allo schema sopra indicato, la condizione da noi 
os~ervata sperimenta lmcnt.r. 

Poichè l'esistenza (\egli cquiliiJri sopra indicati è ormai un duto fermamente arquo"o to. 
l'ipotesi che può essere avanzl\la per giustificare i fatti da noi Oascr vati è quella ddla c-i· 
~tcnza di eventuali pool melabolici separati per effetto di una qualche compartimentazioou' 
cellularr. In tal modo i vnlori oualitici ottenuti sull'omO(!;C noto tota le sarebbero giustifica
bili in quanto valori medi drrivant i dal meseolamento dei pool al momento della rottura 
cellulare. 

Già nel 1959 Shnw e Stadie 1 avevano proposto l'esi•tenzn di duf sistemi di Emhdrn· 
.\{eyerhof nel diaframma di ratto. Nell967 Landau e Sim~ 10 hnuno confermato ed esteso tai o• 
osservazione giungerulo alla conclusioni' che nel diaframma di rutto rsistono dul' poul rli 
G6P. 

Ricevuto il 12 marzo 197:1. 

A ccettato il 13 aprile 1973. 

RAFt' At:LLA CATA:->ZARO e GrO\A:\:'>A DE BE~EDICTh ( • ) 

Laboratori rli Chimica Biologim 

1 CATA:-iZARO, R. & G. D F. lh:I\EOICTI~. A111o. l st. S r•pPr. Sa11ittì , 8, 141) (1972). 
HELOFF·CHAIN, A. , n. CA'I'ANZAllO, E.B. CHAIN , J. 'MA~ · . F. PoCCIIIARI & c. Ros~t. 1'rot·. 

Royal Soc. Se::. R , 143, 481 (1955). 
" BRAY, G.A. Am. Biochnu. l , 279 (1960). 
• BEDETTI , G. , G. D'AG!'iOLO & F. PocCIIIARI. }. Chromato,rr .. 4-9, 53 (1970). 
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(•) Bor;ista dti LabontMi di t;himi<'a lJiulngi•·a. 



Separazione e determinazione automatica 
e galattosammina mediante cromatografia 

di glucosammina 
a scambio ionico 

"E.: nota l'importanza biologica degli amminozuccheri in generale e principalmente della 
glucosammina e della galattosammina quali componenti di molte proteine (gliC'oproteine, 
mucoproteine, mucopolisaccaridi, glicolipidi, ed il problema relativo alla loro determina
zione ~ stato affrontat o da diversi AA. A seconda dei metodi scelti per la loro rivelazione 
e del materiale di partenza, può essere indispensabile :Separare gli amminozuccheri dagli 
umminoacidi e dagli eventuali peptidi risultanti dall'idrolisi delle proteine. 

Molte, a tale riguardo, sono le metodologie proposte 1· 9, ma non esistono, fra queste, 
tecniche analitiche di veloce attuazione. 

La tecnica messa a punto nel nostro laboratorio consente la separazione e determina
zione della Gluc-NH1 e della Gal-NH 2 nel tempo di 75 min circa, impiegando la stessa me
todica e strumentazione adoperata per l'analisi degli amminoacidi. Con l'uso di una colonna 
adatta alla separazione degli amminoacidi basici, l'eluizione delle esosammine avviene dopo 
l'eluizione degli amminoacidi acidi e neutri non separati , precedendo quella degli ammino
acidi basici. 

Materiali e metodi 

Per la separazione e la rivelazione delle esosammine si è adoperato un analizzatore 
automatico per amminoacidi Beckman mod. 121 provvisto del dispositivo per prelievo, 
misura e immissione automatica del campione. Il sistema utilizza due colonne cort e una 
delle quali viene rigenerata mentre l'altra è in condizioni di analisi. 

TABELLA 

Prosramma del procedimento automatico e condisioni aperimentali di analiei 

TAPf& 
Il IL TIPO DJ OP'CilAZl0l'(8 

••oca.unu. 

l 

2 
3 ,, 
5 

PreHevo campione ealonna l ; risenera&ione colonna 2; anali1i colonna 2 
t m mi• tione eampione colonna 1; rigenera.aioue colonna 2; an aliti colona a 2 
Rigeoerazìone colonna 2 ; ana1i1i colonna l 
Equilibrio colonna 2 ; analisi colonna l 
Prelievo campione colonna 2 ; ri8enerazione colonna l; ana lisi colonna l 

6 fmmìuione c&mJlÌone eolonna 2; rigeneraa.ione colonna lt an•lisi colonna l 
7 Ri1enerazione colonna l ; analisi colonna 2 
8 Equilibrio colonna l ; •naJiti colonna :Z 

CoNDI:tiOl"ft ara:atMzrtTALt DI ANALL" 

tipo di retina: Amines 1 (Bio.rad) 
dimeneloni delle eolonoe: 25 x O, 9 cm 
alttsta della mina: 16 em 
tempentu.ra; SS° C 
ftu110 tampone; 50 mlfh 
fl·uuo uiaidrina: 2$ mlJh 
tampone citrato: pR: 4 ,25, eone. Na 0 ,38 N 

T &MPt (miD) 1

1 Si..,ola l .. 
tappa cumulatrnl 

2,5 l 2 ,5 
2,5 5,0 

20,0 25,0 
50,0 75,0 
2,5 77,5 
2,5 80,0 

20,0 100,0 
50,0 150, 0 

Ann. 111. Sn1cr. Sanità (1973) t , 171- 173 
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Fi«· l - Separazioae di Cluc-NH 1 e Cal-NIIa da una 10luzionc contenente una ruisce1a ttandurd dj ammin oacidi. 

TABELLA 2 

Confronto {ra dato e tronto e deviaaione etandarcl per una eerie di determinazioni eseguite 
eu campioni a varie concentrazioni di Gluc- Nlb e Gal- Nlb 

D.<TO l 1'110 \'ATO 

Il 
D EVI UJOXE ITA..~DABn 

pmolifml % 

Gluo-NB, Gal- NH, Cluo-Nil, Gal- NH, Gluc-NH, Cal-NIJ, 

0, 050 0,050 0,048 0,051 :t 3,8 ± S, 1 
0,100 0,100 0,098 0,098 ± 2,1 ± 2, 5 
0, 250 0 , 250 0,249 0 ,2SS ± 1,8 ± 1 ,2 
o,soo O,SOO O,SOl 0,500 ± 2 ,0 ± 2,1 
1,000 1 ,000 0,989 1,004 ± 2, 2 :l: 1 ,9 

A nll. 181. Supt r. Sanità (1973) t, 171-173 
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CAL· NH1 
A 

0,50 1,00 1,50 

f'ig. ~. - Reluiooe f.ra area del piceo (in unità arbitrarie) e conoe-ntraz.ione. 
caservua io uoa Jerie di determinazioni di Cluc-:'lH, o Cat- :"111

1
. 

173 

Nella Tab. l è indi
cato il programma delle 
operazioni che automatica
mente si susseguono e le 
condizioni sperimentali di 
analisi. 

Risullati 

La Fig. l rappresenta 
il tipico tracciato relativo 
a lla separazione e deter
minazione della Glue-NH2 

e della Gal-NH1 aggiunte 
nd una miscela standard 
di amminoacidi. 

La Fig. 2 mostra la 
relazione fra concentrazio
ne, espressa in IJ.IDolifml, 
e l' area del picco corris
pondente (colcolata con un 
integratore outomatico di
gitale, Bcckman, .\fod. 125 
ctl espressa in unità arbi
trarie). 

È evidente la lincari
tll della ri •posta per con
centrnioni comprese fra 
0,050 e 1,50 !J.IDOlifml. 
La riproducibilità del me

Lodo è convalidata dalle deviazioni standard (Tab. 2) relative ad una serie di determi
nazioni eseguite su campioni di. Gluc-NH2 e Gal-NH~ a diverse concentrazioni.: per ogni 
rnmpione la determinazione è stata ripetuta 10 volte. 

Hicl'vuto il 15 aprile 1973. 
Accettato il 23 giugno 1973. 

GINO MOIIIS1 c NOR&fANNO ACCAIW1 (•) 

Laboratori di Chimica Biologim 

1 S AI,TON, M. R. J, Ann. Rev. J.Jiochem., 34, 143 (1965). 
'ELSON, L. A. & W.T. Monc;AN. Biochem ]., 27, 1824 (1933). 

3 
L EVVY, G. A. & A. )IcALLAN. Biochem ]., 73, 127 (1959). 

' GAI\DELL, S. Acta Chem. Scand., 7, 207 (1953). 
l f.ntlm'To~. M. J. Biochcm ./., 72, 479 (1959). 
G lù: tss t~c. J. L. & J. L. STROMINCER . .J, Bwl. Ch~m. , 217, 959 (l955). 

CnEconv, J. D. & T. C. LAt:RE:-<T. j. Bwl. Chcm., 239, 3312 (l964). 
8 RONOLE, C. J., & W. T. ) foRCAN. Biochrm. ]., 61, 586 (1955). 
• Bouzs, E. A., & L. KAROSSA. Anal. Bwch~m., 12, 559 (1966). 

(• ) Donisla dei L•bonuuri di Chimica Biologica. 

A ·nn. l sl. Sutltr,. Sntuld (1973) 9, t<t-113 



LETTERE ALLA REDAZIONE(*) 

Reaction of hydrazoic acid with 2'-hydroxy-chalcone 

In corwection with our studie.• 011 the syrll.hesis of heterocycl ic compounds by the Schmidt 
reaction H , tce examined tht reaction ofhydrazoic acid with 2'-hydroxy-cholcone. In this r~act ion . 

carried oul in trichloroacetic aci d or in a m ixture of sulphurir an d acetic acid, tce u:ere abll' to 
isolate, by chromatographic separation , an d to identif_y compormds (I-V), by comparison u·itla 
authentic samples. 

(IT) (T ) 

Flal/1111011!' (l),formed by c'c id treatmenl of the startÌIIji, 2' -hydroxy -chnlcont•, undergoes Schmidt 
recrrnwgcnunt giving 2 . 3-dìhy dro-2-phelly l-1 . 4-benzoxazepin-5(4H )-one (l l), m.p.l25-6° ( Y ield 
ca. 1 5~0 ) as previou!ly de&aìbed ' · •. 6. 2'-Hydroxy-chalcone by direcl attack of h.vdra:oir acid 

g ives 2-sty ry l-benzoxazole (l l l ), m.p. 83-40 • ( Yiel.d ca. 200 0 ). through an ary l migration generally 
observt d in the Schmidt reaction o n ary l-ketones ~ and o-hydroxy-k etoMs s. Thr m~chanism of 
formation of 3-amino-.flavon e (TV), m .p. 134-SO 9 (Yield ca. 15% ) an d isojlavone (V), m.p. 132-
30 (Yicld ca. 20% ), is not yet provnl. 

The formation, in a signijìcanl y ield , of iMjlavone f rom 2'-hy droxy-chalcone is an additio
nal f'Xample of the rearrangmunr of a fla va noi d to an isojlavanoid Y.eleton an d involves a 1.2-

phenyl-migration . l t is of inurest t o consider that a l. '!-phtnyl-migration occur~ in the establi
shed bìosynthetic pathway from chalconts to isojlavon l's 10• Ilowever the above rearrangement 
has been chemìcally achìeved, through different mechanism, by the thallium lll.acelate oxidation 
of chalcones 11 , by the reaction of a flava noi with phosph,us trichloride 12, by the lead-tetra-acetat•• 
o:o:idation of jlavanones •3 an d jinally by the reaction of boron-trijluoride wilh a chalcone epoxide 11

• 

The mt'chanism of isojlavonl' format ion in our condit ions is under furthl'r inve!tigation . 

·rhr • uthor i • indebtf:d to Dr. M. Mich•l• ka , Or. R. Bogoar and Dr. K. Nak.agawa for t upplying 1'8U1Jtlr:• 
of thr cornpo und!t llt and IV and Mi ~!l C . Camarda !or her tecbnic•l usi ~Unct. 

I<ece iv~>d November 15, 1972. 
DOM EN ICO M ISITI 

Department of Therapeutical Chemistry 

. 11111. l sl. SIIJII'r .• <;an i l•i (19i:l ) t , l il - li:, 
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The hemoglobin of quail erythrocyte nuclei 

Absorption me~Uurements in uiolr•t liglat of lhin sections of maturi' amphibian erythrocytn 
haul' indicuted tht' presencl' of n ht mt rompound, probably hemoglobin, within lhe chronwsomnl 
rPgion of the nucleus 1• D'l~ me/io lllt<l aloo isolated a sma/1 amounl of hemoglobin-like sub

"antt from txha~Wiuely purified nuclri of chicken erythrocyt~l : . This ht>moglobin behaurd 
as a singlr component as judgcd by rlcclrophoresis an d by immunoloKiral lests t. 3• In th r 
prtscrrt study the isolatiou and some cht mico-physical propertir.• of hemoglobin from malttrc 
uvian cry tlrrocytes are describccl. 

ALI the experiments couceruiug t/ac isolntum of erythrocyt~s, all(/ tlal' purification of hemo
globiu werr carricd out al 40 C ; tla c solutions employed containt•d 10 t !lf EDTA. Adult quai/11 
(Cotu.rnix coturnix) werc aurJ. Tlar btood was obtained by di'Capitation of birds and collcctetl 
ira claillrd acid-citrate-dcxtrosr (ACD) 1olutiorr. The pooled erythrorytes from se~~tral animai.> 

toere sl'parated from the plasma by centrifugution for ten minutrs al 300 X i an d subsequentl) 
tcasht d f our times wilh 0.90/o NaCI aolution. 

lllolation of t>rythrocyu nuclri was perfomu d as fo/Jou:s: rt tl cciii! were hemoly sed 
by shak ing for 5 minule5 with disti/Irti tcater piiiS 0.2 ml of CCI, p er l mi of wattr (lhe volumt• 

1 M M 

"'l · 1 - Eleotron rnicrograph o( madri loolo1r~l (rom qll•ll e~broey· 
111•. Pi1ation: glut er·• 1dt":hydr n.u. 111 J"ho· phatc buO"er pll 
6,6 witb tucr.,.. and CaCI, )\ 12000 

of water was tqual to the initial 
110lume of blood). The suspension 
was immediately centrift•ged for 7 
minulr& al 700 X g; thP supernatanl 
and CCI, t(tr rr discarded. Liberatrd 
nuclei wrrr re1uspended in 20 volu

m e& of0. 2S M sucrose (pH6.4)an d 
mildly homogmi:ed in a Potter typ,. 
glass homogl'ni:er f or 30 sea~nds: th l' 

&ul pcn&ion wa.s thrn shaktn for 5 
minute& or1d ct ntrifugcd f or 7 mi

nulu a t 700 g. 1'he acashings u-tn• 
rtpeattd S-6 timt s unti/ t/u> suw r
natallt apprnred to be clear and co
lorlen an d thr &l'dim t lll was finali)' 
toa.•l•ed once more u•ilh a 10-4 M 
EDTA. 1'hll n~JclPi thus preparctl 

wt rc t:r:amined for purity by ligl•t 
micro~eopr (mt•tl•y l-gretn p_vroninP 

sla ÌnÌnJI) and ab o b) eli'Ciron mi-
cro&ropc. 

lsolation , purifu:at ion and conctn tration of lhe nuclear oxygrnatrd ht>moglobin (llb0 2) tcu~ 

accomplished as follows: rhe purified nuclPi tcu e homogeni.:ed t()ith a 0.9'10 solution of NacCI in 
0.01 1\[ phosphntc buffer (p l( 7.4); nfttr 10 minules the residua! gt latinous clot was rtmoved b) 
centrifugation for 15 minutes al 9000 > g. The clear solution of nuclear hemoglobi11 tcas 

dialy:ed for 18 haurs againsl 0.01 M phosphale buffer (p H 6.6). Tlae precipitate formed during 
dialy 1is was removed by centrifttgation a11d thc resulting hemoglobi11 solution was adsorbed on a 

.dnn. 1~1. Suw r . Sani /a (1973) t , 176-170 
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fie. 2 - a) Spect•• In vi•ible IIJbt of n,.J .. , =-:- RhO,: 
---- llb: -x-x lliCNI- A - A - HhCO: 

.... - IJt.OII (wm •r••il ••ythrO<"yte• . •1 Spec• 

trHm In uh.ravioJet "•"' o( nuolur llbO. rrom 
•tu•ll erythrocyt ... 

Fi«. S. 

Stuel>-cel elcctrnpbortelo nr nucleo 

flb0 1 (1) and IHCN (~) f'roon •t•• il 
,rythrooyto•. 

Polyooylamido-sel rlectropho~to• ut nudur HbO, (l) 

aud lloC:-1 (t) &enD quaol try1brwytt•. 

Fis. 3- Stdlmentotlon pattanu o( """ 
ele&J' rrbo, (4.21 ms/ml) in 2•:, 
borio aold buiTer p ii 8.8 (top) 
ond 0.01 M pho•phate J.uffor 
p U 6.6 (bottom). The pboto· 
graph1 were t ak.en 72 UlÌDI.ate• 

o(ter r .. chlns tbc full •petd nf 
59180 rpm. 

. l nn / st. SU/>U. Smul11 (l:li.ll t . liG- 170 
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carboxymethyl-cellulose column (Whatman CM- 32, l X 2 cm) equilìbrated with 0.01 M pho
sphate buffer (p H 6.6 ). The elution of non-heme materia! tcas completed with 20 m l of phosphatr 
buffer (pH 6.6) and the hemoglobin was subsequently eluted by addition of 5-10 ml of 0.2 M 
phosphate buffer (pH 8) and dialynd against the equilibrium buffer. 

The nuclear hemoglobin derivatives: deoxygenated (Hb), cyano-meta (HiCN), carbon mono
xide (HbCO) and methemoglobin (HbOH) were prepared as described by Cavallini'· Spectral 
analyses were performed on nuclear hemoglobin derivatives solutions in 0.01 M phosphall' 
buffer (pH 6.6) bcy mean$ of a Cary 15 recording spectrophotometer in the visible spectrum (700-
,!50 nm) and in th~ ultraviolet speclrum (320-240 nm). The hemoglobin concentration wus 

d~termined tuing the cyano-meta derivative on the basis ofthe extinction coefficientE:~~,= 6.83 

at 540 nm. 
Starch·gel electrophoresis was carried out by the technique of Smithies 6 using the discon

tinuous buffer system of Huisman 6• The disc electrophoresis on polyacrylamide·gel was per
formed in 7 x 0.6 cm glass columns by means of a Canalco apptLratus by the technique described 
by Ornstein 7 and Davis 8• 

Th e sedimentation experiments u•erc p erformed by means of a Spinco l~fodel E anrLlytical 
ullracentrifuge; Hb02 solution (4.21 mg/ml) in two different buffers (2% borie acid buffer, pH 
8.8 and 0.01 M phosphate buffer , pH 6.6) were centrifuged at 30 C in Kd F cells at 59780 rpm. 
The photographic pltLtes were read by a microcomparator. Jlalues ofthe sedimentation coefficient 
were reduced in the conventional way a~ S2JO,. an d expressed in Svedberg units. Prior to centri
fugation the hemoglobin solution was equilibrated with the appropriate buffer by dialysis. 

The results obtained indi,cate that the nuclei o.f mature avian erythrocytes contain hemo
globin. This hemoglobin is easily isolated using the solution at pH above 6.8 in the course 
of its extraction from the nuclei: in these conditions the nucltar membra n es are destroyed. 

The nuclear hemoglobin forms typical derivati ves whose absorption spectra in the ultraviolet 
an d in the visible ronge are ìdenticalto those of human hemoglobin an d of the other known hemo
globins of vertebrotes (Fig. 2). 

The sedìmentation pattern of the unfractionated nuclear Hb02 (Fig. 3) showed the presence 
of only one molecular species of hemeprotein with o sedimentation constant of S2j)(,, w= 4.40 a t 
p H 8.8, and 4.55 at p H 6.6. The values of 5200 , .. obtained in the present work are in agreement 
with published data on the hemoglobins from red blood cells of mammtLls an d most of the verte· 
braies 9·11 and suggest thot this hemoglobin, in the conditi~ns described above, is a tetrameric 
molecule having a molecular weight of about 64000--{)5000. 

The electrophoretic experiments indicate that the nuclear Hb02 migrates in starch-gel (Fig. 4) 
and polyacrylamide-gel (Fig. 5) as a single r.omponent, u·hereas the cytoplasmic hemoglobinfrom 
the some erythrocytes in the same conditions separates iruo a fast moving component, accounting 
for about 20% of the total hemoglobin , and a slow moving component which accounts for the 
remaining 80% 12• However the nuclear HiCN when submitted to electrophoresis in the samt 
experimental conditions, separates into two components of different electrophoretic mobility. 
]t is therefore possible that the nuclear hemoglobin of avian erythrocytes is heterogeneous; ftlrther 
investigation on this problem i~ in progress. 

Tbe authors wi1sh to expreu t-beir deep rr.atitude to prof. D. BoccieffUi for tbe f lectron microsr~phs anc1 

to dr. R. F.lli for tbe aedimentation experiments. 

Received January 10, 1973. 

RYSZARD WIERZBICKI ( 0 ), MARIA ORLANDO, LEO!URDO TE:-<TORI and GIROL.U!O V tv ALDI 

Department of Biology 

(•) lnstitute of Biochentistry and Phyaiology. lfniveulty of Lodx. Poland; fellow in tlle Departmeot oC Biology. 

Ann. 1~1. S"IH' r. Scmilà (1973) t, 176- 179 



WLERBZBICKI, ORLANDO, T.ENTORI . .\:SO VIVALOI 

1 Tooz.e, J. & H . G. DAVIS. J. Ce/l. Biol. , 16, 501 (1963). 
1 D'AMELIO, V. & A. M. SALVO. Expll. Celi. R es., 18, 364 (1959). 
3 D'AMELIO, V. Biochim, Bbphys. Acla, 127, 59 (1966}. 

• CAVALLINI, O. Le Emoglobine, Il Pensiero Scienlijico, R oma, 1958, p. 165. 

6 S!\UTfiiES, O. Biochem . ./., 61, 629 (1955). 

• HuiSMAN, T. H. J. Clin. Chim. Acla, 5, 709 (1960). 
7 ORNSTEIN, L. Ann. N. Y. Acad. Sci., 121, 321 (1964). 
8 0AVIS, B. j. Ann. N. Y. Acad. Sci., 121, 404, (1964). 
1 CDIANCONE, E. & G. A. GILBERT. J. Biol. Chem., 2•0, 3866 (1965). 

179 

1° CrnANCONE, E., L. )f. GtLBERT, G. A. GJLBERT & G. L KELLETT. J . Biol. Chem., 2•3, 

1212 (1968). 
11 TRADER, C. D., J. S. WORTHAM & F. FRIEDEN. Science, 139, 918 (1963). 

1 ~ ORLANDO, M., M. SoRCINI & M. MARINUCCI. Communication to the 38th Generai -'leeting 
of The Soc. !tal. Biol. Sper., Alghero, H - 27 september, 1969 . 

. 11111. !~1 . Sn!H'r. Sr111ità ( 1!)7:1) 8, 176 - 170 



CONFERENZE E SEMINARI 

Congélation rapide continue à impulsion de denrées 
périssables à l'aide d'aérosols de giace sèche (•) 

CARMELO CURUNELLA (""), Bu~A.RDO DI GRAZIA t• Uco SELLERJO 

Laboratoire4 des Ingénieurs 

PREMISSES 

La congélation rapide de denrées périssahles à l'aide de la giace d'acide 
carhonique a été employée déj à depuis quelque temps et on a, à ce sujet, 
un certain nombre de brevets d 'invention qui ont trouvé parfoie dee applica
tione industrielles d'un certain intéret; entre autres, on peut ici rappeler 
un récent brevet américain qui viee à la congélation rapide de certains 
produite au moyen de giace sèche broyée (1} que on mele au produit à congeler. 
Les granules de giace eèche qui ne sont pas euhlimés soot séparés du produit 
et ensuite ile sont remis dans le cycle de refroidissement, ce qui p ermet leur 
recouvremen t. 

Ce procédé et d'autrcs semblahles présentent toutefois l'inconvénient 
de risquer d'endommager des denrées qui sont particulièrement délicates; 
de plus, il est possihle qu' ils se forment des poches gazeuses qui retardent 
la congélation, étant donné qu'elles réduisent les transtnissions de chaleur 
entre l'agent réfrigérant et le produit. 

En comparaison avec la congélation au moyen d'azote liquide, on a 
toutefois l'avantage d'une chalcur de suhlimation élevéc et d'une tempéra
t ure qui n 'est pas tellement basse de provoquer des chocs therrniques capa· 
bles de donner lieu à des lésions dans la structure des produits. 

En considérant les avantages auxquels peut donner lieu l'emploi de la 
giace sèche pour la congélation rapide de certaioes deorées périssahles on 
est parvenu à la conclusion qu'il est possihle d'améliorer }es procès techno
logiquee de manière à rendre avantageuse l'utilisation de cet agent frigorifì
que en quelques cas et d'intégrer d'une quelque fac;on les méthodes de congé
lation actuellement ex.istantes. 

(") Communication prhentle au Congrès d'Eger dc l'Associatiou frigorifìq11e hougroibe 
le 21- 26 Aout 1972. 

( "") Boursier chez les Laboratoires des .lngénieurs. 
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Le procès dont on dira dane ces notes se base eur l'arrosage intermittent 
de la surface du produit au moyen d'un jet d'aéroeole de giace sècbe. 

Naturellement, étant donné qu'il e'agit d'acide carbonique, il n'est 
pas opportun de traiter des dentées qui contiennent de l'hémoglobine sauf 
si ellee sont opportunément protégées par exemple au moyen d'enveloppes 
en matièree plastiquee ou bien en alluminium. 

DESCRIPTION DU PROCtS 

Il est bien connu que si on dispose d'acide carbonique à l'état liquide 
et si on oblige ce liquide à passer à travere une soupape de lamination pour 
déboucher à la fin dans l'ambiant à la pression atmoephérique on aura en 
meme temps deux phases, l 'une gaseuee et l' autre solide sous forme d'aéro· 
sole. De la soupape de lamination il sort, en bref, un brouillard dont le pour· 
centage de gaz et de solide est en fonction de la température et de la pression 
de départ. 

On peut donc congeler des produits aussi en arrosant leur surface avec 
ce brouillard autant plus que les aérosols de glace sèche adherent parfaite· 
ment à la surface mentionnée; par conséquent, ils soustraient rapidement 
- étant donné leur basse température égale à - 78,5° C - chaleur aux 
corps et, pendant ce procès, ils subliment. 

En partant de ces considérations, on parvient t out de suite à la conclu· 
sion qu'il est inutile de continuer à arroser le produit avec le jet d'aérosols 
pendant que la couche mince de neige carbonique subsiste sur la surface 
du corps; il est bien plus avantageux d'arreter le jet jusqu'au moment où la 
chaleur transférée du corps m eme à la neige ne r ai t pae entièrement vola tilisée. 

Et alors, au moment que la neige carbonique s'évanouit, on envoie un 
autre jet de brouillard et le procès se répète jusqu'au moment où la tempé· 
rature « à coeur » du produit se porte à une valeur établie préalablement 
et qui, pour la plupart des denrées périssables se trouve autour de - 18° C. 

De cette m.anière, on à un procès de refroidissement continu mais, en 
meme temps, à impulsions avec le double avantage d'économiser de l' acide 
carbonique et d'éviter, en m eme temps, la formation de poches gazeuses 
dues à une accumulation tout à fait inutile de neige carbonique. La conti· 
nuité du procès de refroidissement est bien assurée par la chaleur de subii· 
mation de la neige et, par conséquent, on n'a aucune contradiction réelle 
cntre la continuité de la soustraction de la chaleur et l'intermittence des 
j cts d'aérosols. 

Il faut remarquer, à ce point·ci, qu'au fur età mesure que la congélation 
clu produit procède, sa t empérature superficielle se réduit et par conséqucnt 
on devrait prolonger la durée de la periode entre un j et d ' aérosols et le jet 
successif, c'est·à-dire réduire leur frequence . 

.dnn. 1st. St<pcr. San.ilà (107:1) t , lSG-188 
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Etant donné que la congélation rapide dea den.réea périaaables au moyen 
de tunnels se réalise en général avec dea appareils dana lesquels lea produits 
1e déplacent avec une vitease constante, l'on peut en pratique faire recours 
à deux 1olutions dilférentes: l) disposer les dispositife d 'arroeage à une di
ltance variable et progreesivement croiseante à partir de l'entrée juequ'à la 
sortie du tunnel; 2) dieposer lee dispoeitifs mentionnés à une distance costante 
et réduir leur débit au fur et à mesure que l'on proùde de l'entrée vers la 
aortie du tunnel. 

Le cboix entre les deux solutions ou bien l'adoption d 'une solution 
intermédiaire est liée au type de tunnel et autsi aux réaultate des recherches 
expérimentales. 

DESCRIPTION DE L'EQUIPEMENT E~ERDIENTAL 

L'~uipement expérimental que l~on a employé pour ees recherches 
se compose: o) d 'un petit tunnel de congQation à plaùau tournant; 6) d 'un 
dispositif d' alimentation pour la 1ource du froid; c) d'un dispoeitif de me
•ure et d'en.regùtrement dea il.empMatu.res. Cb.acune de cee parties à poeé 
dea problèmee parioi.s compliqués, et par conséquent on est d'avis qu' il 
soit utile de lui donner un .petit 4l0up d'oei.l. 

a) Le JunMl uplrimen~Gl. 

En adoptant une eohrtiou à développement linéaire, le tunnel aurait 
eu dea ~ensions trop ~andes et, comme il advient preeque partout, l'eepace 

l'i«· l - Vae d'ememble du t~ nec: le motev et le dUpotitif d'en
tralnement du plateau to1U"Dant. 

.. bn. 111. Sv~r. 8anit4 (1973) t , 180- 188 
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n'est jamais abondant dans un laboratoire des recherches. Par conséquent, 
on a été obligé à faire recours à une solution dtlférente et on est parvenu 
enfin à la conclusion qu'un tunnel à plateau tournant aurait repondu aux 
buts que l'on s'était proposé. 

Ce tunnel est constitué par un coffre en polystyrène expanse ayant une 
densité très élevée (50 kgfm1) et une épaisseur de 8 cm revètu à l'extérieur 
par une feuille en polyéthylène au but d'assurer l'étanchéité du dispositif 
(Fig. l); à son intérieur on trouve un plateau tournant autour d'un axe 
vertical sur lequel l'on dispose les produits à congéler (Fig. 2). Le plateau 
est mis en mouvement par un moteur monophasé à répulsion à vitesse varia-

Fig. 2 - L' intérieur d u 
tunnel avec le 
plateau toumant; 
l'on voit à droite 
l'extrémité de la 
soupape d'étran· 
glement et, vers 
gaucbe, les extré
mités d es couples 
tb e rm oé l e et ri
quea logées dans 
les produits. 

ble et à travers un réducteur de vitesse qui se rend indispensahle étant 
donné que dans ces moteurs-ci le couple change fortement avec le vitesse 
de rotation. 

Dans le tunnel l'on trouve aussi deux soupapes d'étranglement dont 
on parlera par la suite. 

Il faut remarquer que le couvercle du tunnel est fabriqué en matière 
plastique transparente, de manière à observer directement ce qu'il advient 
à l'intérieur et d'etre par conséquent en condition de régler soit la vitesse 
du plateau toumant soit la quantité d'aérosols de giace sèche qui sort des 
soupapes d'étranglement. Le couvercle permet aussi d'introduire les produits 
à congéler et de les extraire lorsqu' ils sont congélés au coeur à une tempéra· 
ture préalahlement étahlie. 

b) Le dispositif d'alimentation. 

Pour ne pas trop compliquer les choses on a travaillé pour ces expériences 
avec de l'acide carhonique liquide à la température ambiente; ce n'est pas 
le cas de rappeler que de cette manière les pertes dues à l'étran.glement com
portent une augmentation remarquable du titre de la vapeur à la sortie de 
la soupape d'étranglement et, par conséqucnt, dans le cas d'une application 

A 11n. I st . S uptr, Satli td (1973) 8. 180- IHS 
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industrielle du procès il faut faire attention pou r réduire ces pertes dans 
le but d'améliorer l'économie du procès. Naturellement, cette question ne 
se posait pas pour des recherches de laboratoire. 

Le dispositif d'alimentation qu'on a ici adopté est très simple, presque 
rudimentaire; on a donc des bouteilles à gaz pleines d'acide carbonique à 
l'état liquide qui sont renversées pour éviter l'entrainement des éventuelles 
traces d 'eau. Leur sortie est unie à un 6ltre-sécheur à chlorure de calcium 
(Fig. 3) . Le liquide desséché qui sort du 6ltre conle à travers deux soupapes 
d'étranglement à débit réglable qui sont placées l'une en {ace de l'autre sur 

Fig. 3 - Tunnel, booteiUes à gaz et filtro-eécheor 

les parois du coffre du tunnel et ayant leurs sorties à l'intérieur du tunnel me
me de manière à arroser avec les jets de neige carbonique les produits dis
posés sur le plateau towrnant, sur deux faces opposées; d 'une telle manière on 
a constaté qu'il est possible d'obtenir un arrosage complet et auesi uniforme. 

L'acide carbonique liquide, avant d'arriver aux deux soupapes men
tionnées, vient sous-refroidi au moyen d'un petit échangeur de température 
qui utilise la chaleur sensible des gaz qui échappent du tunnel. 

On règle, en m eme temps, soit l~ vitesse de rotation du plateau soit 
ce débit dee soupapes de manière que entre un paseage du produit et le suc
cessif devant le jet qui sort d'une des soupapes, la conche mince de neige 
carbonique qui s'est déposée sur sa surface soit entièrement volatilisée. 

On a rencontré des difficnltés remarquables dans la réalisation des soupa· 
pes d'étranglement étant donné qu'il se présentait des obetructions; on a 

Ann . Ist. Super. Sanità (1973) t, 180-188 
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surmonté le problème en employant des spéciales vannes pointeaux:, réalisées 
avec l'aide de M. l'Ing. Biancalana, Directeur Général de la S.té Pergine 
de Florence, qu'on veut ici remercier cordialement. 

c) Le dispositif de mesure et d'enregistrement du températures. 

Pour terminer cette description, il faut encore dépenser quelques mots 
sur le dispositif de mesure et d'enregistrement des températures. 

On a employé à ce propos des thermocouples cuivre-constantan 
qui ont été joints à un thermostat thermoélectrique à zéro et aux 
instruments de mesure, par le train d'un commutateur tournant, étant 
donné que l'une des extrémités des thermocouples était introduite dans le 
produit. Le commutateur a été étudié expressément et a été aussi réalisé 
dans le Laboratoire. L'ensemhle com.mutateur-thermostat de zéro est en 

Fig. 4 - Dispositif de mesure et d'enregistrement des tem
~ratures: le syst ème d'acquisition dea informa· 
ti o ns. 

condition de travailler, 
en m eme temps, avec 
25 couples thermoélec· 
triques. 

L'équipement de 
mesure et d'enregistre
ment des températures 
proprement dit est re· 
présenté dans la Figu
re 4 et il est constitué 
par un système d'acqui
sition d' informations 
qui comprend un bala
yeur électronique pour 
l'exploration automati
que des 25 thermocou· 
ples, un voltmètre élec· 
tronique digitai capa
ble d'effectuer des me
sures de l'ordre du 
microvolt, et enfin une 
machine à imprimer 
électronique digitale. 
A vec ce système il 
est possible d'avoir un 
nomhre trèsgrand d'in
formations et d'enregis
trer leur valeur d'une 
manière continue. 

..ttm. lsl. S"ver. Sanità ( 1973) t, 1::!0- 188 
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QUELQUES I 'FOR)fATIO~S SUR LES ESSA I 

Lcs recherchcs mentionnécs durent d'après trois ans cnviron et on a 
eu l'occasion dc con geler avec ce système beaucoup de denrées périssables, 
surtout des v égétaux; des essais ont été cxécutés avec Ics produits nus, dcs 
autre avec Ics produits en veloppés sous vide. On a congelé d es carottes, dcs 
champignons, des artichauts, des épinards, des asperges, des fenouils, dcs 
célcris, dcs chardons, dcs laitues avec des résultats qu'on peut considércr 
très satisfaisants. Pour beaucoup de dcnrées la couleur, après trois ans de 
conscrvation à la tempéra tu re dc -24° C, est restée telle quelle. Nous avons 
aussi mangé des chardons vieux de trois ans. Après un an d'une telle con
serv ation on a constaté pour Ics champignons la tendance au noircissement. 

Nous avons aussi congelé dcs pommes seulement dans le but d'obscrver 
la répartition des témpératurcs à l'intérieur de ces corps; il faut dire qu'au 
moment de la décongélation les fruits étaient complétement abimés, en 
conditions de n'etrc absoluement plus utilisés. 
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Fig. 5 - Courbes dc congélation de certains végétaux. 
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Dans les Fig. 5 et 6 on a représenté des courbes de congélation pour un 
certain nomhre de végétaux; on peut observer que dans les végétaux qui 
ne possèdent pas de structure compacte, la durée du procès est remarquable. 
Il est possible qu'avec un tunnel plus parfait que celui ntilisé (ce qui n 'est 
pas difficile à réaliser) on puisse obtenir des temps de congélation plus 
favorables. 
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Fig. 6 - Courbes de congélation pour des cba mpignollll et des artichaute. 

QUELQUES CONSl DERATlO ·s SUR LA POSSIBILITE D'APPLICATIONS 
INDUSTRlELLES OU PROCES 

L'équipement mentionné n'a pas été conçu pour une production indu
strielle de denrées congelées mais seulement pour essayer une nouvelle mé
thode de congélation rapide. Par conséquent, ces recherches n 'ont pas le but 
d'analyser la rentabilité du procès meme. 

E n tout cas, dans les applications pratiques il faut considérer deux 
questiona fondamentales, c'est-à-dire la qualité finale des produits et les 
frais que comporte un procès par rapport à un autre. Dans ce cas, le cout 
du tunnel est bien modéré et sa fabrication est simple, mais le cout de l'acide 
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carbonique liquide change d' une manièrc remarquable non sculement d'un 
Pays à un autrc mais aussi, parfois , d 'une zone à l'autre dans un m em <' Pay"-. 

De plus, il faut s'cfforcer d'obtcnir d' un kilogrammc d'acide carhoniquf• 
à l'état liquide la plus gr ande quantité dc n eigc carhoniquc; pour avoir ìa 
la sortie dc la soupapc d 'étranglement une vapeur ayant un t itre faible il 
se rend nécessaire de baisscr la températurc du liq uide avant son entréc dan;; 
la soupape à - 5()0 C. Il n 'est pas avantageux d'arriver à dcs tcmpératur«'~ 

plus basses car il y a alors le risquc de la congélation de la masse li qu id<'. 
On peut obtcnir ce rcfroidissemeot par excmple au moyen d 'une machine 
frigorifìquc à R 22 et en utilisant, en rncmc temps, la chaleur sensiulc d<'!' 
gaz carboniques qui sortent du tunnel. 

Pour coogeler un végétal jusqu'à ar river au coeur à la t empératurc dr 
- zoo C il est nécessairc d e soustraire environ 120 kcalfkg; un kg dc giace 
sèche pcrmet dc soustraire cntre chaleur latent et chaleur sensible utili!:ahk 
à peu près 149 keal, et, p ar eonséquent, il sera indispcnsable dc di sposcr 
de 0,8 kg de giace sèebe p our chaque kg de végét al. Dans les conditions dc 
refroidissement du liquide illustrécs, on peut obtenir un kg dc giace sèchc• 
en partant de 1,7 k g d 'acide carbonique liquide, à cause des pertes pcndan t 
l'étranglement. 

Sur la base de ccs notes on peut avoir une idée dcs coiìts dc congélation 
avec le procès que l'on vient ici d'exposer. 
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