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Riawunto. - La tossicosi da fluoro piu frequentemente osservata negli 
animali è quella di tipo cronico. Tale fluorosi può derivare da eccessiva 
ingestione di composti del fluoro e, per questa ragione, è stato determinato 
il contenuto in fluoro in diversi tipi di mangimi. Sia col metodo spettro- 
fotometrico che con quello potenziomeuico, il campione viene mineraliazato 
a secco, fuso con NaOH e quindi distillato in corrente di vapore a 140 W. 
Sono state determinate e calcolate le percentuali di recupero di fluoro. I n- 
sultati ottenuti, confrontabili tra loro, rientrano nei limiti previsti per il 
fluoro dalla Direttiva CEE. Tutti e due i metodi presentano buona sen- 
sibilità e riproducihilità, nondimeno la tecnica potenziometrica è più rapida 
r di pia facile esecuzione, oltre a presentare un coefficiente di variazione leg- 
germente inferiore rispetto alla tecnica spettrofotometrica. 

Swmnnry (Animal fluorosis and fluoride content in feed: analpical 
deierrnination and evaluation ofmethods employed). - Chronic fluoride toxicosis 
is the type of fluoride poisoning most often ohserved in livestock. Animal 
Ruasosis can be the resnlt of excvssive fluoride ingestion; far this season 
fluoride content in severa1 feeds was determined. Using both spectro- 
photometric and potentiometric method, sample was dry ashed, melted 
witli"Wa0H and then steam distilled a t  140 OC. Recoveries of fluoride were 
determined and computed. Obtained results were compared hetween t h m -  
selves and al1 are falling within limit values of CEE instmctions. 

Sensitivity and reproducihility are good for 110th methods nevenheless 
potentiomrtric mcthod is more rapid and simple to carry nut and presents 
a coefficient of variation sligbtly lower than spectrophotomerric method. 



La tossicosi da flnoro nvgli animali sta asrumrndi~, in molt* p r t i  dt.1 
mondo, i carattrri di uii vcru e proprio prohiuna tossici,lugico, soprattutto 

' 
prr il moltiplicarsi dcllr in~tallazioni di complrssi industriali chv immit- 
tono quantità rilevanti di fluorv nrll'atrnosfvra di zonr di Iiahitat animala,. 
Con la normale dieta, gli animali assumono bassi I i ~ d l i  di fluori) rhv risultano 
utili per il fatto che favoriscono la mincralizzneiunr di alcuni i r ~ s u t i  organici 
(ossa, denti) [l-31. Quantità ~ . cc~ss iw  di fluoro assunti>, i n iwr ,  induronn 
stati morbosi dovuti essenzialmente a fenomeni di accumulo in quegli. sivasi 
tessuti che beneficiano delle piccolt. quantità. 

La tossicosi cronica da fluoro, denominata in grnrrr fluurosi, è li, 
stato morhoso osservato più f r rqnent~ment i~  nrl bestiain<. destinato alla 
alimeutazionr umana, piuttosto che la tossicosi acuta. L'inizio e lo sviluppo 
della condizione cronica è di solito graduale, data la varieti di tempo di 
intervallo esistentr t ra  l'ingestione di fluoro r la manifestazione dei segni 
clinici di cronicità. L'eccessivo fluoro assunto dall'animalr divieni più o 
meno nocivo in dipendenza di vari fattori quali la quantiti  t, la durata 
dzll'ingestiunr, la solubilità dc.1 composto drl fluoro, la fluttuazionr dri livelli 
assunti, la specir animale, l'età C lo stato nutrizionalr, i fattori di stress e 
la risposta biologica individuale [l]. 

E per qut,ste ragioni che la tossicosi animalr da fluoro deve essere es- 
senzialmente prevenuta e, unitamente al controllo della quantiti  di fluoro 
presente uell'atmosfera, anche la dieta deve esser? controllata così da con- 
tenerr tanto fluoro da promuovere gli effetti utili e non quelli nocivi. Uno 
degli accorgimenti più efficaci è stato quello di porre limiti legislativi per 
il fluoro nei mangimi e m i  loro integratori. Tali limiti, diversi a seconda del 
tipo di mangimr e della specie aniniah, cui è dpstinato, sono stati stabiliti 
anche dalla Comunità Economica Europea, oltrc che dalla normativa sanitaria 
nazionale. 

Nella Tah. 1 sono riportati i limiti 11-r il fluoro negli alimenti prr ani- 
mali, stabiliti dalla CEE. 

La determinazione analitica del fluoro è stata oggetto di molte ricerchr 
in questi ultimi anni, con risultati più o meno soddisfacenti. I1 metodo più 
sperimentato è stato quello spettrofotometrico [S-71; più recente è il metodo 
potenziometrico con elettrodo specifico per lo ionr fluoruro. 

Scopo del preaente lavoro è stato quello di conoscere il contenuto di F- 
nei mangimi d d  commercio e di metterr a confronto le dur metodiche di 
determinazionr tenendo prcsentr che per il fluoro, come per ogni altro e h -  
mento contenuto in tracce nei mangimi, tale determinazione è resa diffi- 
coltosa dalla costituzione chimica, essenzialment~ organica, del mangime 
stesso. I1 primo prohlema analitico, infatti, è stato il proceso di mineraliz- 
zazione di mangimi di composizionr la più varia, destinati a specie animali 
diverse (pollame, conigli, suini, bovini). 
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Limiti per il fluoro negli ahent i  per animali 
(dalla Colreno Ulficiak delle Camunità Europee X. L 38/34) 

.+LIMENTI PER GLI ANIMALI 

- alimenti di origina animale . . . . . . . .  

- fosfati. . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I 

Alimenti completi 

A l i m l ~ i  semplici . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
ad eccezione di: 

ad eccezione di: 
- alimenti completi per bovini, ovini. eaprini: 
- durante I'allsttamento . . . . . . . . .  
- altri . . . . . . . . . . . . . . . . .  

150 

- alimenti completi per suini . . . . . . . . . . . . . . . .  100 

- alimenti completi per pollsmc . . . . .  
- dimenti completi per pulcini . . . . .  

Campoai minsroli per bovini, ovini s coprini . . . . . . . . . . .  2.000 

PARTE SPERIMENTALE 

Reattivi per la preparazione del campione. 

Acqua distillata. 

Idrossido ùi sodio in pasticche p. a. 

H2S0, conc. 

H2S04 1 N. 
H2304 24 N. 
FeSOI. 7 H,O 1). a. 

Ag2S04 p.  a. 



1.1.8. Acidri solforico contrnrntv solfato di argcntit: ni~ttt-rv in capsula 
di I~orcrllana 10 g di 1.1.6. 1 g di 1.1.5. r 10 m1 di 1.1.3. Hiscaldart. 
finii a svolpimimtii di fumi di SO,: riscaldare ancora prr 10 min. 
Lanciar rafI'rt.ddarr. travasar? in un hrchrr drlln capacità di 1000 ml 
ed agginngrr~ 500 ml di 1.1.5. Riscaldare agitantn cori nna barchetta 
di v ~ t r o  finn s che la nnluzion~ divrnti limpida. 

1.1.9. Acrtato di i s i~ami l~  p.p.a. (p. e. 140 - 142 OC). 
m.,. e,  

1.2. Krattivi prr la drtrrminaziiini sprttrofotoiiirtrica. 

1.2.1. Acqua distillata 

1.2.2. Acido acvticn glaciali,. 

1.2.3. Acrtnne p. a. 

1.2.4. Idrossido di amnionio (D : 0.91). 

1.2.5. Acrtatn di sodio, CI-I,COONa.3H30. 

1.2.6. Fluoriirn di sodio, NaF. p. a.  

1.2.7. Nitrato di lantanio, La(N0,),.6H10 p. a. 

1.2.8. Acidi) N alizarin-3-mrtilammino-N diacrtiro (biidrato) (alizarina 
complesso). 

1.2.9. Reattivo minto alizarina-lantanio: in trv hrchrr. della rispettiva 
capacità di m1 150, 200 c 100, prepararr l? s~guent i  duzioni :  o) pe- 
sare 192 mg di alizarina complesso 1.2.8. e soipendrrli in circa 100 m1 
di acqua. Aggiungwi 1 m1 di NH40H 1.2.4 r. a dissoluzionr avvenuta, 
aggiungrre l ml di acido acciico 1.2.2. b) pesare 34 g di acetato di 
sodio 1.2.5 r scioglirrli in 150 m1 di arqua. Aggiungrrr 15 ml di acido 
acrtico 1.2.2. C) Iirsarv 433 mg di nitrato di lantanio 1.2.7 t- scioglierli 
in 100 ml di acqua. 
I n  matraccio taratii da 1000 ml! vrrsarv nrll'ordinp Ir t r r  soluzioni 
a) .  b) e C) lavando con acqua. Aggiungrrv 250 m1 di acrtone 1.2.3 
i. portarr a volumt- con arqua. Il r r a t t ko  ha la durata di 14 giorni 
SP mantrnuto al bio. Usarlo dopii 24 h dalla sua prrparazion?. 

1.2.10. Soluzionr standard di flunro (1000 ppm F-) :  prsarr g 2,2105 di fluoruro 
di sodio 1.2.6. collucarli in matraccio tarato d~.lla capacità di 1000 ml 
r portare a volunir con acqua. 

1.2.11. Soluzionr standard diluita di flunro (10 ppm F-): prrlr.varr 10 ml dvl- 
la soluzionr standard 1.2.10 r diluirli a 1000 m1 con acqua distillata. 

1.2.12, Soluzioni prr  la costruzione drlla cur\-a di rifrrimrnto: in matracci 
tarati ddln capacità di 100 nil, collocare ml 0.5 - 1,0 - 2,0 - 3,0 - 
4,0 e 5"0 drlla soluzinnr standard diluiia 1.2.11. Portarr a volumt. 
con acqua. Qurstr soluzioni conìrngono rispriti\-amrntr 0,05 - 0:l - 
0,2 - 0,3 - 0,4 e 0.5 ppm F -. 
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Reattin per la determinazione potenziometnca. 

Acqua distillata. 

Fiuomro di sodio, NaF p.a. 

Clomm di sodio, NaCI p. a. 

Idrossido di sodio 5 M. 

Acido tetracetico N,N,N',N'-1,2-diammino-cicloesano (CDTA). 

Acido acetico glaciale. 

Soluzione decomplessante e regolatnce della forza ionica: a circa 
500 m1 di acqua, posti in un becher da 1000 ml, aggiungere 57 m1 
di acido acetico glaciale 1.3.6, 58 g di NaC1 1.3.3 e 4 g di CDTA 1.3.5. 
Agitare per facilitare la dissoluzione e quindi portare a volume con 
acqua. Questa soluzione è anche reperibile in commercio. 

Soluzione standard di fluoro (1000 ppm F-): pesare g 2,2105 di NFa 
1.3.2., collocarli in matraccio tarato da 1000 m1 e portare a volume 
con acqua. 

Soluzione standard diluita di fluoro (10 ppm Fa): prelevare 10 m1 
ne& soluzione standard di fluoro 1.3.8, collocarli in matraccio tarato 
da 1000 m1 e portare a volume con acqua. 

Soluzioni oer la costmzione della curva di  riferimento:   re levare 
0,2 - 0,s - 1,O - 2,O - 3,O - 5,O - 20,O e 50,O m1 della soluzione standard 
diluita 1.3.9 e collocarli in altrettanti matracci tarati della capaciti 
di 100 mì. Portare a volume con acqua. Queste soluzioni conten- 
gono rispettivamente 0.02 - 0,05 - 0,l- 0,2 - 0,3 - 0,5 - 1,O - 2,O e 
5.0 ppm F-. 

2. Apparecchiatura 

Capsule di nichel (4 cm 8 circa). 

Forno a muffola riscaldato elettricamente, a temperatura e tempi 
programmabili. 

Distillatore per fluoro (Fig. 1): costituito essenzialmente della cal- 
daia 1 per la produzione di vapore acqueo, di un recipiente 2 conte- 
nente acetato di isoamile, riscaldato elettricamente come la caldaia 1, 
nel quale è immersa il recipiente 3 che accoglie il campione versato 
attraverso l'imbuto 5, di un regolatore del livello dell'acqua di ali- 
mentazione 4, delle serpentine di raffreddamento 6 e 7, e del ma- 
traccio 8 per raccogliere il distillato. 

Spettrofotometro UV-VIS a doppio raggio 552 Perkin Elmer, con 
celle di quarzo di 5 cm di percorso ottico. 



. . 
I )  Caldaia p r  In produzione del vapore acqwo. - 2) Biigno tirrnoststico (sci.- 
tato di isoarnile). - 3 )  Reci~>ientr p f r  il campioni. - 4) Rrpolatore di livello. 
5) Imliuto. - h r 7 )  Refri~eranii. 8)  Matraccio tnrato di raccolta. 

Registratore 561 Perkin Elmrr. 

Potrnziom~trn 901 Orion. 

Elettrodo sprcifiro prr il fluurri singoli, o conil>inaio. 

Elrttrodn di riferimento. 

El~ttrodo a vetro. 

Agitaturc magnetiw. 

Ancoretic di trflrni. 

\'rtreria varia. 
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3. Preparazione del campione 

Dopo avrr reso omogeneo il campione polverizzato in un mulino a 
palle, pesarne 10 g e metterli in capsula di nichel 2.1. Incenerire in muffola 
2.2 per 24 h a 550 OC. Quando la capsula si sarà raffreddata, fondere le ceneri 
con 5 g di NaOH 1.1.2 con fiamma ossidante. Lasciar raffreddare e quindi 
portare in soluzione col minor quantitativo possibile di acqua, aiutandosi 
con una bacchetta di vetro. Per facilitare la dissoluzione del campione rima- 
sto aderente alla capsula, usare piccoli quantitativi di H$O, 1 N 1.1.4 e 
lavare subito con acqua. Versare la solnzione nell'apposito recipiente del 
distillatore 2.3 ed aggiungere 10 m1 di una soluzione al 20 % di FeSOo7Hz0 
1.1.6, preparata al momento e a freddo. Aggiungere con cautela 60 m1 di 
HzSO, contenente AgzSO, 1.1.8. Distillare usando l'accorgimento di por- 
tare prima all'ebollizione I'acetato di isoamile del recipiente 2 del diatiiia- 
tore al fine di innalzare la temperatura del campione contenuto nel reci- 
piente 3, e poi immettervi la corrente di vapore acquro. La temperatura 
di distiltazione di 110 O C  i 20 C viene raggiunta mediante ebollizione del- 
I'acetato di isoamile nel quale è immerso il recipiente contenente il cam- 
pione. In  matraccio tarato raccogliere 1000 m1 di distillato. 

4. Determinazione spettrofotometrica 

I n  matracci tarati da 100 ml, piprttare rispettivamente 50 ml delle 
soluzioni di riferimento 1.2.12, aggiungere a ciascuno 10 m1 di acetone 1.2.3 
e 10 m1 di reattivo misto 1.2.9. Agitare, lasciare svanire la schiuma eventual- 
mente formatasi e portare al volume con acqua. Queste soluzioni contengono 
rispettivamente 0,025 - 0,05 - 0.1 - 0,15 - 0.2 e 0,25 ppm F-. Preparare la 
soluzione del campione e La soluzione del bianco pipettando, per la prima, 
50 m1 di distillato e, per la seconda, 50 m1 di acqua distillata. Aggiungere 
ad entrambi I'acetone ed il reattivo misto (10 m1 + 10 ml) e portare al vo- 
lume di 100 m1 con acqua. 

Azzerare lo spettrofotometro con le due celle contenenti la soluzione 
del bianco. Eseguire le letture delle soluzioni standard e del campione alla 
lunghezza d'onda di 617 nm, contro il bianco. 

Riportare su grafico le letture eseguite e costruire la curva di riferimento 
ponendo in ascisse le rnncentrazioni di F- mprrase in ppm, e in ordinate 
I'assorbanza. 
, Calcolare il contenuto in F- del campione iniziale uaando la formula 

c . 2 . V  
( -- ~ 

3 - 
P 

dove: C = roncentrazinn~ m fluoro secondo la I ~ t t u r a  sp~ttrofotometrira, 
ricavata dalla rurva di riferimento; 



2 = fattori, di diluiziorie: 

V = volumr del distillato: 

p = peso dvl campione in g. 

Misura diretto. 

Calibrare il potrnziometro con due soluzioni standard la cui koncrn- 
trazionr abbracci l'ambito entro cui è comprrsa la presumiliilv concentra- 
zione in fluoro dt.1 campionr. Pr r  la calihrazionr drll'apparecchio, si rimanda 
al manualr di istmzioni. 

Eseguire la misura diretta della concentrazione in fluoro drl camplonp. 
A questo proposito, prclevart. 10 m1 d d  distillato e collocarli in un hrchrr 
da 50 m1 nel qual? è stata posta un'ancoretta di teflon 2.11. Aggiungrrr 
1 ml ddla soluzione 1.3.7., metter? il becher sull'agitatore magnetico 2.10, 
immergen. nella solnzionr l'elettrodo combinato o i dur elettrodi, singoln e 
di riferimento, attendere chr la lettura si stabilizzi e quindi prender? nota 
della concentrazione in fluoro del campione. 

Misuro indiretto (mediante costrurione dello curva di rverimento). 

I n  becher da 50 ml, contenenti ciascuno un'ancoretta di teflon, collo- 
care 10 ml dellr soluzioni preparate secondo 1.3.10. Ad ogni hecber aggiun- 
gere 1 ml della soluzione 1.3.7. Allo stesso modo, preparare la soluzione drl 
campione e d ~ l  bianco. 

Predisporre il potenziometro per la lettura in millivolt I-d e s ~ g u i r ~ .  I<. 
misure drllr soluzioni standard, del bianco e d ~ l  campione. Tutte Ir soluzioni 
devono avere la stessa temperatura. Mrdiante I'agitator~ magnrtico 2.10. 
mantenere le soluzioni in CostantP agitazione durantr le lrtturr. 

Per costruire la curva di riferimento (Fig. 2). riportare su carta srmi- 
logaritmica, in ascisse, le concentrazioni di fluoro rsprrsse in ppm e, in ordi- 
nate, i millivolt registrati. Per incrementi di 10 volte della conc~ntrazionv 
di fluoro delle soluzioni standard. si drvr  ottenere una diff~rrnza di potrn- 
zialr di circa 57 millivolt, operando a temperatura costantr. 

Calcolare il contenuto in F- del campioni facendo uso della seguentv 
formula: 

P 
~ O V P :  c = concentrazionr del fluoro nella soluzione secondo la lettura 

potenziomrtrica, ricavata dalla curva di riferimento; 

V = volume del distillato; 

p = peso del campione in g. 
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Fig. 2. - Curva di riferimento costruita su carta sernilogaritmica. Snli'aase lineare sono 
riportati i potenzidi di soluzioni standard, au pueUo logaritrnieo le loro con- 
centraiioni. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

I campioni di mangimi esaminati relativamente al loro contenuto in 
Ruoro, provengono dal commercio. 7 di essi sono destinati d'alimentazione 
di pollame, 3 all'alimentazione di conigli, 9 a quella di suini e i rimanenti 7 
sono destinati ai bovini. Alcuni sono in polvere, altri in granuli duri. Come 
riportato dalle riepettive etichette, tutti i mangimi contengono farina di 
mais e di soja e sono addizionati di NaCI, CaHPO,, Fe, Cu, Zn, Mn, Co e I. 
Nei mangimi per pollame sono sempre presenti farina di pesce e farina di 
carne, in quelli per suini farina di pesce, farina di lino e latte in polvere. 
-4itri componenti presenti in modo vario sono orzo, grano, avena, siero di 
latte, farina di erba medica, manioca, polvere di vinaccioli, di girasole, sego, 
meiassa. La percentuale di ogni componente differisce da mangime a 
mangime. 

Come risulta dalla Tab. 2, il quantitativo di fluoro nei mangimi esaminati 
è inferiore ai limiti per il fluoro previsti dalla vigente normativa. La deter- 
minazione del F-, eseguita con i due metodi, fornisce risultati che, al con- 

Ann. I d .  Yupr .  Yanild (LPX1) 11. 1W-21% 



Contenuto in Buoro in mangimi destinati 
all'alinientazione di varir specie di animali 

fronte tra di h,, si preorntano pressocc116 uguali. indil,t~ndentcmt~nt~~ dal 
contrnuto in fluoro del mangiinr c dalla sua cornpo~izione totalr. 

La Talr. 3 riguarda il recul~ero di fluoro ottt,nuto distillando soluzioiii 
standard a diwrsa coiietmtrazionc di F r raccoglirndr> volumi diversi di 
distillato. A tal*. proposito, sono rtati disiillati 20 in1 di ogni soluzione standard 
clir, nel cont~nitore drl distillatorr, sono rtati addizionati di 60 m1 di wlii- 
zioue 1.1.8 e di 10 ml di ~oluziorie. a1 20 O/" di 1.1.6. I1 confronto dri risultati 
otteniiti d.imo8tra che occorre raieoglirre 1000 m1 di  disiillaio prrch; il 
recuprro del F-  sia totalr: raccoglirndo 500 m1 di distillatii, il recupwi 6 
del 70 O/, circa. 
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Confronto del reeupem di F- - in volumi diversi 
di diarillato ottenuto da soluzioni standard. 

La Tab. 4 riporta i dati comparativi dei recuperi di fluoro ottenuti 
aggiungendone quantità differenti (come NaF) a diversi tipi di mangimi in 
polvere, prima del loro incenerimento in muffola. Tali dati dimostrano che 
la percentuale di recupero del iluoro & buona sia operando col metodo spet- 
trofotometrico che con quello potenziometrico. a prescindere dalla compo- 
sizione dell'alimento e dalla quantità di NaF aggiunto. 

Prove eseguite variando i quantitativi di acetone e di reattivo misto 
da aggiungere alle soluzioni standard ed ai campioni per la determinazione 
spettrofotometrica del iluoro, hanno consentito di migliorarne le prestazioni. 
Infatti (Fig. 3). quantitativi di acetone e di reattivo misto di 20 m1 ciaseuno 
(curva a) o rispettivamente di 10 m1 e di 20 m1 (curva h), forniscono letture 
non suficientemente stabili; le curve che ne derivano appaiono lineari dato 
che, per la loro costruzione, è stato tenuto conto della media di più letture. 
Invece, le letture spettrofotometriche eseguite dopo aggiunta alle soluzioni 
in esame di 10 ml di acetone e di 10 m1 di reattivo misto (curva C) sono stabili 
e permettono di costruire curve di riferimento lineari, passanti per lo zero. 

Per quanto riguarda la determinazione del F- mediante il metodo po- 
tenziometrico, l'apparecchiatura 2.6 impiegata ha consentito di eseguire 
letture di soluzioni standard e di campioni a concentrazione molto bassa 
di ,p,; apportando le opportune rettifiche di slope. In questo caso la curva 
di riferimento deve essere costruita con soluzioui standard aventi coneen- 
trazioni di F- molto più ravvicinate tra loro. 

l? stato anche possibile applicare i l  metodo delle aggiunte per i cam- 
pioni a bassa concentrazione di F-. Per l'esecuzione del metodo delle aggiun- 
te, si rimanda al manuale di istruzioni dell'apparecchiatura 2.6. 
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TABELLA I 

Confronto delle percentuali di recupero di F - determinato con i due metodi 

> U  S S l l  - 
v- 

sei"'at#, 

PP" 

CONCLUSIONI 

I metodi spettrofotomrtrico e potenziometrico presentati per la deter- 
minazione del fluoro, posseggono le seguenti peculiarità: 

1) Poich6 per entrambi è necessario che il campion? sia sottoposto a 
distillazione, i due metodi sono esenti da qualsiasi interferenza. 

2) La distillazione protratta fino a raccoglierr 1000 m1 di distillato 
consente di recupcrarp un'ottima prrcentualr del fluoro presente nel campionr. 

3) L'applicazionr del metodo dellr aggiunte e la possibilità di rettifica 
dello slope fanno si che il metodo potenziometricn sia idoneo alla determina- 
zione anche di basse concentrazioni di fluoro. 

4) I1 metodo potenziometrico è di esrcuzione più rapida risprtto a 
quello spettrofotometrico non solo perché la lettura potenziometrica può 
essere effettuata non appena terminata la distillazione, ma anche perché 
può essere eseguita la mibura diretta (concentrazione di F ) smza dober 
procedere alla costruzione della curxa di riferimento. Inoltre, ppr il fatto 
che necessita di più scarse manipolazioni, il metodo potenaioui~trico com- 
porta minore coefficiente di variazione (+ 5 %) rispetto al metodo spettro- 
fotometrico ($  7 %). 

5) Tutti e due i metodi presentano buona sensibilità e riproducibilità. 
I risultati che si ottengono sono quindi confrontabili tra loro. 
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Fig. 3. - o) Curva di riferimento ottenuta aggiungendo alle soluzioni standard 20 ml 
di acetane e 20 m1 di reattivo misto. b) Curva di riferimento ottenuta aggiun- 
gendo aUe solusioni standard 10 m1 di seetone e 20 ml di reattivo mieto. 
C) C w a  di riferimento ottenuta aggiungendo alle soluzioni standard 10 ml 
di acetone e 10 ml di resttivo mieto. 

Fig. 4. - Tracciati ottenuti per registrazione dell'asaorbanza di soluzioni atandard di F- 
(-a a: 0.2 ppm F-; curva b: 0,l  ppm F-: 10 rnl di aeetone + 10 rnl di reat- 
rivo misto; veloeith di scansione: 120 nmlrnin). 
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Emoglobina glicosilata: caratterizzazione di un metodi 
di dosaggio applicabile a screening di medicina preventiva 

TEODORA HACCHIA, M ~ a u  LUISA FIANI (O) e GINO MORISI 

Lalmrnuirio di Tecwiqie Biomediche, Isiitiua Superiore di Saniib 

Riassunto. - Viene descritto un metodo microcromatografico semplice, 
preciso ed economico per il dosaggio della emoglobina glicosilata (GHb). 
Una aliquota di sangue emolizzato con acqua distillata viene sottoposta a 
processo cromatografico su una colonna di resina (0,8 + 2,s cm) Bio-Rex 70, 
termostatata. I l  processo analitico viene sottoposto ad un controllo di qualità 
interno attraverso il dosaggio di campioni di un p001 di sangue conservato 
a - 80 W. 

E stata studiata l'influenza della temperatura di eluieione, la modalità 
di preparazione della resina, I'affidabilitA e la praticabilità del metodo. La 
precisione del metodo (SD pooled = 0,09, CV = 1,2 %) è stata saggiata 
all'interno della corsa su diversi campioni (SD - 0J3-0,22; CV = 1.7-2,6 %). 
Si riportano i risultati relativi ad uno studio comparativo tra i dati da noi 
ottenuti sulla a5dabilità e quelli riferiti dalla letteratura a due metodi 
microcromatografici di uso corrente. 

La variabilità fra corse riscontrata B soddisfacente (SD mediana = 0.13; 
CV mediano = 1,8 %). 

l3 stato effettuato uno studio in parallelo analizzando 60 campioni, in 
duplicato, con il metodo da noi proposto e con un altro metodo comunemente 
usato: il confronto dei risultati ha messo in evidenza una differenza significa- 
tiva di precisione a vantaggio del metodo proposto. 

La valutazione della praticabilità ha portato a definire i seguenti aspetti: 
rnlocità di analisi: 30 campionilh; costo: 250 lirelsaggio; estrema facilità 
di esecuzione emendo state facilitate al massimo le fasi critiche della procedura. 

Infine i1 metodo proposto è risultato proficuamente utilizzabile in pro- 
grammi di screening di medicina preventiva. 

(') Oapite del Laboratorio di Tecnologie Biomediche. 

Inn. 1#l. Siiysr. SoniLd (1881) 17, 215.210 



Sunirnary (A microchromatographic rnethud fur C-Hh dnerminarion). - 
A simplc, pr6:cisv and iiot enpensivr niicrochri>ii~atrigra~iiic niethod fur GI11, 
determination ir r r p o r t d  Ari aliquot of blood wat<.r end iza t r  n-as chromato- 

graphed un thrrrnostatrd Bio-Rvx i 0  rvsiii coluinne (0.8 . 2.5 cm). Tlii* 
assay procedure n-ar controlled 11y means o l  ari iritrmial qualit' eontrul 
sainpli prcwr\.eil iii liquid nitrugrii. Eluti~iii iimp(~raiure. rrsiii prrparatioii. 
atlidahility and practicability of tlir mrthod -wrr studiril. , r 

Precisioii of th r  methad (SD pooled - 0.09; C)' - 1.2 $&) was detected 
within run on srveral samples (SII = 0.13-0.22: C\' = 1.7-2.6 ';h). Results 
of comparatiw study brtwren literaturr data - rcf+rred to twu eommonly 
used procedures - and uur own data, art. reported. Nun-tu-run variability 
of t h r  proposed assay procedurr was st~.ii io  fali in acceptablr values (mediail 
SD = 0.13; mrdian CV = 1.8 O / , ) .  

60 samples werr afisayed in duplicate by using tbc proposed proce- 
dure (a) as wcll as a commonly u s ~ d  mrthod (b); results were compared 
a n d  showed significative prccision diffrrencrs (SD (a) == 0.09; SD (b) = 0.20: 
p < 2.1.1 Practicability rvaluatioli of thc proposed procedure, 
according tu IFCC recommandations indicatrd an analysis rate of 30 
sarnplrs/h and a cost of Lit. ZSO/analysis. Particiilarly expericnced analyst 
was not required. 

Tbe prnposed proccduri i8 iispful fur G-H11 (HbAi,) assay in scrrcning 
programs fur preventive medicine. 

Recentementr è stata messa in rvidrnza una rrlazioiw tra velocità di 
sintesi d c l l ~  frazioni glicosilat~ dcll'rinoglol>iiia (G-Hh). in particolare ddla  
emoglobiiia A,, (Rb.41.) p i livelli del glurnso n d  sangue [l, 21. Sulla base 
di tale premessa. è stato proposto di prendrrr in considerazionr la deter- 
minazioni della HhAi, o, per il più semplier procedimento di dosaggio, 
della G-Hh per la valutazione del grado di compmsn inetabolicn del diabetico. 
Questo test permette, attrawrso una unica detrriniliazionr riprtuta a di- 
stanza di mrsi, di avrrr utili informazioni sullo stato di ricambio gliccmico 
del diabetr nel curso di un prolungato periodo di tempo antecedrntv 
i'esam~. [3-61. 

Tra i metodi proposti prr il dosaggir~ glohalt- della G-HL 17-111, il più 
usato è srnz'altro quel111 microcromatografico, dt.rivatii da una semplifica- 
z i o n ~  di.1 metodo originale di Trivelli [l2]. Alla diffusionv di quvstii tipo di 
procedimento ha nottvolmerit~ contr ibui t~~ la disponibilità commerciale di 
materiali pronti per l'uso. 

I l  nostro lavoro di messa a punto di un metodo (nel corso del testo indi. 
cato come u metodo ISS B)' basato sulla seyarazionr microcromatugrafica 
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della G-Hb, ha teso a migliorare la affidahilità e la praticabiliti di un proce- 
dimento analitico già da altri e da noi collaudato. 

Usando materiali preparati in laboratorio in maniera standardizata, 
agevolando la manualità con semplici accorgimenti, controllando il fattore 
critico temperatura (che molto pesava sulla variabiliti dei risultati nell'uso 
di materiali commerciali), tenendo sotto controllo il metodo e limitandoil 
costo del singolo saggio, abbiamo cercato di meglio adattare il metodo alla 
routine, alle esigenze del follaw-up continuo (per la correzione delle alte- 
razioni del metabolismo) ed alle esigenze della medicina preventiva, esigenze 
queste ultime che, accanto alla numerosità dei campioni da analizzare, 
richiedono una spesa contenuta ed un dato affidabile. 

Il controllo di qualità è stato effettuato con l'ausilio di campioni reali 
(pool) preparati in laboratorio e opportunamente conservati a temperatura 
molto bassa (- 80 W), in mancanza di idonei controlli reperibili in com- 
mercio. 

I1 presente studio metodologico & stato eseguito in previsione di una 
ricerca sui livelli della G-Hb e delle sue oorrelazioni con la glicemia di base, 
da carico e con alcuni fattori di rischio coronarico in un estew campione di 
popolazione generale. 

PARTE SPERIMENTALE 

Resina: Bio-Rez 70 analyticol grads, 200-400 menh (Bio-Rad Laborato- 
ries, n. cat. 142-5852). 

Microcolonne crnmatogra$che: tips per Macro-set 5 ml, n. cat. 814, Bio- 
Chemia. 

Tampone di l a v ~ i n :  NaH2POI. HIO 0,033 M, Na2HP0,. 12 H 2 0  0,0083 
M, KCN 0,01 M; pH -= 6.70. 

Tampone eluente: NaHZPO,. H20 0,033 M. Na2HPOI. 12 H1O 0,0083 M, 
"'KCN 0,01 M; pH = 6,80. 

Kit Bio-Rad Ifemoglobin A, by column test (Bio-Rad Laboratones, 
n. cat. 191-7001). 

Campioni di sangue intern ~pwiniziato: di soggetti adulti maschi, di età 
compresa fra 49 e 70 anni, sottoposti ad eaame nell'ambito del Progetto 
Eomano di Prevenzione della Cardiopatia Coronarica [l3]. 



Terrnost~tr,: CEAS'I' IJT 611 (Cii4S'l' - Torino) .  

Dispmi t ic i  p e r  lu r ~ ~ r i r ~ r ~ s f ~ r t ~ r z i o i i e  ddlc rnirroiulnnrv. r i c ~ i r t i i v a i i i c t ~ t c ~ a r  

m e t u d o  ISS r, Bio-Kad. p r o p r t t a t i  i. costrtiit i  n1.1 laboratorio (FigF l .  2j. 
Spttrofoto~'~'n~fro: Bcckman mod. 25 (Bcckniai i  Ins t ru rncn ts ) .  

pJf-Metro: Moil. PlIRlO2. I<o<liompt~r. 

IMuitore: h l i r r o n ~ c d i c  autnnl«tic piprtfc, Mod. 25002 (Rlicrr>niediv 

Systvrns Iric.),  

Fig. I Dispositivo per 10 trrinostrtazioiie drlle mieroeol<iniir ~roiiisti>~rafirlir iisatr 
col rnrtodo ISS. E: costituito da una canitra in pl~xiglnss n forma di parallclr- 
pipedo. Sulle diic basi insgpiori fori rsrirmtriri. cori srdi per o-~inps. nssiiiiraiin 
la triiuta quando Ir mirrncoloiiric (311) sono i n  siiti. La camera i, rol1,-pala alh 
eirrolariorir estiriiu dell'arqua d d  tcrinostuto. Il dirjioritisii E posto su un sup- 
porto dotato di apposito allogginniento prr Ir provettt. di raccolta drll'eluato. 



Fig. 2. - Dispositivo per la termostatieione delle miorocolonne Bio--Rad. In iin bloeoo 

- .  
di canali ricavati all'interno del blocco, fra loro opportunamente comunicanti, 
permette la rircolaninne forzata dell'acqua di un termostato a cui il hloceo è rol- 
I-gato. Il blocco viene tutt'intorno protetto d s  ima camicia di msteriale irolante 
termico. I1 dispositivo è posto au un supporto dotato di nppasita alloggirniento 
per le provettc di raccolta dr~l'eiuato. 

Cletodi 

.Merodo I S S .  

Preparazione della rrsina. - (1) Sospendere il contennto di una confezione 
(l libbra) di resina Bio-Rex 70, in 2,s 1 di tampone di lavaggio; (2) aggiun- 

I - , . '  gere alla sospensione, mantenuta rnediantr: hlanda agitazione magnetica, 
HCI 1 3 fino a raggiungere un p i i  b, iO;  (3) lasciare depositare la resina C 

togliere il sovranatante. Ripetere le operazioni (1) e (2) diverse volte (circa 
,5 volte) fino a che il p H  della sospensione drlla rraina (senza iilteriori aggiunte 
di acido) risulti nell'intrrvallo i>,68-h,72. I,a quantità di rrsina così preparata 
è sufficiente per circa 100 determinazioni. 



Preparazionr drllr colorinr micrn- 
c romoiopj i rh~ .  - Dol~o a w r  insrritu 
r strrtto. con l'uso di unii barcliri- 
tina di rrtrii, sul fundii del rip uii 
ha tuf f ih  di cotont idrofili,, rimnpirv 
la colonnina con la resina prercdrn- 
temcntf, termostata e risosprsa. A 
sedimeiitazionv avvenuta (altezza 
della colonna di resina. circa 2.5 
cm), pwrv sulla sua suprrficir un 
dischrtto di carta Wathman n. 1 
(Fig. 3). 

Preporazione del campionr. - Il 
campilini di sangue intero, epariniz- 
lato. conservato al massima per 3 
giorni a + 4 "C, viene emolizzatu 
con acqua tridistillata (10 vol. di 
acqua pcr 1 vol. di sangtic). agi- 
tando su vortex pvr 1 minuttt <, 

lasciando a riposo per 10 minuti. Al 
termine drlla f a s ~  di emolisi gli strn- 
mi vengono s~dimenta t i  per centrifu- 
gazionr di 10 minuti a 3000 giri r il 
sovranatantp utilizzato prr  il saggio. 

l'ig. 3. - Mierocolonna usata 
ne1 metodo ISS. 

Cornr il campionr reale, virn~.  trattato il campiour di rontrollo interno 
(pool), di volta in volta insrrito n ~ l l a  serie analitica. 

Allestimento del sasgio. - 140 111 di rmolizzato, prelevati con una pipctta 
automatica rrgolahilr, vengono introdotti sulla colonnina di rvsiiia appena 
preparata r posta nclla camrra termostatata (Fig. 1). Il discl i~t to  di carta 
siilla suprrficir libera drlla rrsina facilita questa operazioni, f avo r~ndo  la 
distribuzionr omogenea del campione, su tut ta  la superficir. Dopo circa 
5 minuti veiignnr~ aggiunti 5 m1 di tamponi elumte: ora il dischrtto di carta 
impt~discr la drfnrinazion* d<.lla suprrficie lil>era drlla resina e 1'opt.razionr 
pnb essere rsrguitn in hrevr tempo. A percolamento quasi uitiniato. vengono 
aggiunti altri 5 m1 di tamponi  elneritr. 

Il tempo totale drlla eluizionr è di circa 45 minuti. 
Contemporan~amrntr  al procrsso cromatograficn, si diluiscono 20 p1 

del c amp ion~  in 10 m1 di tampont  eluentr usando il diluitnrr: sii questo 
preparato verrà effettuato il dosaggio della rinoglohina totalr. 

La misura della assorbanza dell'eluato chr  contiene la G-Hh e chr  v i e n ~  
raccolto nell'apposita provetta sottostante alla colonnina cromatografica 



(Fig. 1) e della assorbanza del preparato diluito per il dosaggio dell'emoglobina 
totale, viene effettuata contro tampone, a 415 nm. 

Il calcolo della G H b  in % della Hb totale si effettua dal rapporto: 

assorbanza eluato 
x 100 

asaorbanza preparato diluito x 7 

Metodo Bio-Rad. 
I1 saggio viene effettuato secondo le indicazioni della Ditta produt- 

trice dei matetiali occorrenti, contenute in un apposito manuale di istmzio- 
ne [14], termostatando però le colonnine cromatografiche a 23 O C  per mezzo 
del dispositivo mostrato in Fig. 2. 

RISULTATI 

Scelte operative 

Prima di intraprendere lo studio della affidabilità del metodo ISS, ab- 
biamo ritenuto necessario affrontare il problema controverso della tempera- 
tura di lavoro, adottando il criterio della termostazione dei reagenti e delle 
colonnine durante tutto il processo cromatografico. 

Esperimenti sono stati condotti allo scopo su diversi campioni a tem- 
perature rigorosamente controllate e comprese tra 19,5 e 25,5 "C e la Fig. 4 
riporta alcuni risultati. Sulla base dei risultati ottenuti abbiamo scelto di 
operare alla temperatura di 23 oC. 

Per valutare la variabilità della resina da lotto a lotto di preparazione, 
pih campioni sono stati processati contemporaneamente, ciascuno in quin- 

- 
O 19,s 20,s 21,s 22,s 23,s 24,5 25.5 26.5 27,5 

T O C  

Fig. 4. - Valori di G-Hb ". r rrlative diaperaioni. vcrifieati a diverse temperature di cluizione. 
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BIO-RAD %G-Hb 

Fig. 5. - Correlasiane dei risultati ottenuti con i due metodi messi a confronto. 
X = 60; y = 0,155 f 1.029 x ;  r = 0,943; r2 = 0,890. 

Si può quindi affermare che i valori ISS ed i valori Bio-Rad sono in 
rdazione lineare tra loro con un errore sistematico proporzionale del 5 0,o. 
Pcr quanto riguarda gli errori casuali, la concordanza tra i due metodi è 
valutabile entro circa 0,8 unità (2 SD). 

La buona precisione del metodo ISS emersa da questo confronto è con- 
fortata dalla valutazione di tale caratteristica nella corsa e tra corse. Tale 
misura, all'intrrno della corsa, è stata effettuata es~guendo 15 r~plicati su 
ciascnno dei campioni reali processati (Tab. 2). Dall'analisi dei dati riportati 
nella tabella possiamo considerare molto buona la coerenza interna dei rr- 

Metodo 1%: precisione nella corsa 

1 .!..t 
! 
l V. replicati . . . . . 

i Y G.-~llb",  ,. . . . . 

' S D  . . . . . . . 
C v 0; . . . . . . . 
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plicati e la lorn AuttuaWune attorno al valore medio con del-iazione etondard 
e coefficienti di variazion~ oscillanti n~ll~intrrvallo di 0J3-0,22 r 1.7-2,h 
unità rispettivamrntc. 

r I l l l , 
O,6 -1 

0.5 - 
0 

0,C-  
m .- 
Q 
033- 

0,2- 

0 , i - 0  

o 

Numeroaità dei campioni utilizzati 
per la valurazione della precisione 

nella corsa riieriti a tre diversi metodi 
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ILTERVALLO D1 2 G-Hb 

l I l 

5 + 6  6 b 7  7 b 8  8 + 9  9t-10 l o c 1 1  
I 

Intervalli di concentrazione G - ~ b  % 
Fig. 6. - Precisione nella corna. Deviazioni standard medie relative a diversi campioni 

snafizzati con metodo ISS (o). Bio-Rad ( X )  e C. Erba (Helena) (a) p e r  danei 
di mnaentreeione di 6-Hb %. I dati rdatiri agli ultimi 2 metodi sona rifcrici 
dalk rigettive Ditte farnitrici dei materiali. 

M r ~ o o o  

l. I .S. R.. j 
- - 

l l 



Ali'interno deli'intemailo di concentrazione dei campioni utilizzati 
nelle prove di precisione nella corsa, l'analisi effettuata con il test di Banlett, 
sulle varianze dei replicati, noii mette in evidenza alcuna eterogeneità 
(p < 039. 

Questo risultato conferma quanto osservato in precedenza nello stu- 
dio delle caratteristiche del metodo con l'analisi della r~gressione (SD e CV 
vs. concentrazione), e, dato il numero di campioni utilizzati cd il numero di 
prove effettuate, riteniamo di poter concludere che tale precisione della 
metodica utilizzata non debba variare sensibilmente nell'inte~allo di con- 
centrazione studiato. 

Questi risultati paiono incoraggiare la utilizeabilità del metodo ISS, 
per la precisione, anche alla luce di una valutazione effettuata sui nostri 
valuri e su dati indicati da ditte produttrici di materiali per metodi micro- 
cromatografici analoghi (Fig. 6 e Tab. 3) relativi a campioni con simile con- 
tenuto in G H b .  

La Fig. 6 riporta i valori di deviazione standard relativi a campioni 
analizzati con metodo ISS, Bio-Had ed Helena riferiti a classi di concentra- 

Fig. 7. - Precisione tra serie relativa al metodo ISS. Si riporta l'andsmrnto di 6 cam- 
pioni analizzati in quintuplicato in 4 giorni diversi con SD e CV %, medi riscontrati. 



zione di G-HbO/; L'esanic dtlla figura rivela «ad  occhii, 2 una stratificazi<ine 
in fasce ben distinguildi. 

Per la precisione tra corse, sci campioni reali sonrr stati analizzati i n  
cinque replicati per quattro corse diveree (T&. 4). 

, r 
Metodo ISS: precisione tra corse. In ogni corsa e per ogni campione 

sono stati effettuati 5 replicati 

Analiuando i risultati. abbiamu trovato una' variabilità tra giorni 
non significativamentr diversa, dal punto di vista statistico, da quella ri- 
scontrata all'interno del saggio (Tab. 2). La Fig. 7 rappresenta l'andamento 
prr ciascun canipioiir iicllc divrrsc corst e riporta. a fianco, le relative SL) 
e CV jS inrdi riscontrati. 

Riassumendo: i valori glnbali riscontrati per 11, inedizinr relativi. a SU 
r CV :5 rispettivamente risultano essrr* pari a 0,13 e 1.8. 
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Nella caratterizzazione del metodo ISS non si poteva prescindere dal 
considerare e valutare i parametri cosidetti di « praticahilità n di cui la 
Tab. 5 di+ un quadro riassuntivo. 

TABELLA 5 

Parametri di praticabii del metodo ISS (secondo le indicanoni deiia F C C )  

Velocith di caeculionc : 30 eampioni/h. 

CoaM : 250 lire/analisi. 

Abiliti tecnica richiesta : nessuna particolare manualità 

Sinuezaa : non si deve pipettan con la bocca; Tutte le 
operazioni debbono essere effettuate sotto cappa. 

Controllo di  quolitd 

La afidabiliti in termini di accuratezza è stata valutata con il criterio 
della media di tutti i campioni reali non patologici [16, 11 che giornalmente 
pervenivano al nostro laboratorio. Esaminando l'andamento nella carta di 
controllo allestita (Fig. 8), si nota una soddisfacente stabilità del metodo 
in questione. Nella stessa figura sono riportati anche i valori medi giornalieri 
relativi agli stessi campioni anaiizzati col metodo Bio-Rad. 

-* l--,-. 
O 5 10 15 20 25 30 

Giorni 
Fig. 8. - Aecuratezia. Carta di controllo con la media giornaliera di GHb % di cam- 

pioni reali non patologici, analizzati contemporaneamente con metodo 1S9 ( O )  

e Bio-Rad (o). 



Durante tutta la durata del lavoro il metodo è stato monitorate insi.- 
rendo, casualmente, nr lk  serie analitiche, un controllo preparato in labo- 
ratorio e rivelatosi stabile. Tale controllo era costituito da un p001 di sangui 
intero di pazicnti eparinizzato. frazionalo e conservato a - 80 O C  non emw 
lizzato n6 addizionato di conservanti. 

Fig. 9. - Carta di controllo di qualità allestita riu un campione reale (pml di sangue epa- 
riniazsto. frazianato P con%ervato a - 80°C) inserito in ogni serie analitica e 
analizzato nell'areo di circa 6 meai. 

Esaminando la carta di controllo (Fig. 9) appositamente allrstita, qiir- 
sto wampionr » mostra una buona stabilità, almeno per il periodo di tempo 
da noi esaminato, senza particolari andamenti. Questi risultati ci incorag- 
giano a pensare di poter utilizzare, anche prr le T,-Hb il,. s i  pur solo come 
controllo interno, un sistema di questo tipo, già peraltro da noi con buon 
esito utilizzato per alcuni parametri sierologici [la]. 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

I risultati analizzati mettono in luce alcuni aspetti interessanti del 
metodo proposto. I n  particolare: 

La temperatura di eluizione e sua standardazzazionr tramitc termosta- 
tazione. La scelta di Operare a 23 O C  si basa su risultati di nostrr esprrienzi 
(Fig. 4) che indicano, comr più idoner. temperature comprese tra 22,5 r 



23,5 OC. E stato riscontrato un incremento di G-Hb alì'aumentare della 
temperatura in accordo con la letteratura[l9], come pure un incremento 
della imprecisione con la distanza dalla zona ottimale di temperatura. 

La variabilith tra lotti di resina, altro aspetto critico del problema [20], 
stimata, come differenza tra diverse preparazioni, intorno al 5,7 % (0,43 
unità) pare essere accettabile dal momento che non sembra avere un grosso 
peso sulla variabilità del controllo inserito nelle serie analitiche nell'arco di 
piìz meni (utilk-hando quindi di,verse preparazioni di resina) come risulta al. 
l'esame della Fig. 9. 

Buona è risultata la precisione del metodo ISS (SDpooled =- 0,09) che 
non pare influenzata dalla quantità di analita presente anche in rapporto 
al metodo di confronto avendo l'analisi delle varianze evideneiato un incre- 
mento di precisione per il metodo ISS di un fattore 2. I valori ottenuti con 
i due metodi messi a confronto sono comunque in relazione lineare tra loro 
con un errore sistematico proporzionale del 5 % e concordanti entro circa 
0.8 unità (2 SD). 

Buona & risultata anche la precisione nella corsa e tra corse: la diffe- 
renza tra queste precisioni non è risultata significativa. 

Recenti lavori [l91 e l'esperienza acquisita nel nostro laboratorio (Fig. 10) 
hanno mostrato che l'uso di campioni di controllocommerciali pub presentare 
diversi problemi in termini di accuratezza. 

Per questa ragione abbiamo ritenuto opportuno valutare l'accurateu 
za (relativa) del nostro metodo sia utilizzando la media giornaliera dei nor- 
mali[12,13] sia costruendo un pool di sangue intero eparinizzato che, op- 
portunamente frazionato, e conservato a - 80 OC, era introdotto in ogni serie 
analitica. 

I risultati relativi alla media giornaliera non mostrano presenza di 
irend (la pendenza non è statisticamente diversa da O al test t di Studeut: 
((3 = O; t = 0,513; p < 0,25). 

Egualmente i valori ottenuti per il pool non mostrano una dipendenza 
della concentrazione dal tempo (P = O; t = 0,296; p < 0,356). Tutto questo 
ci permette di valutare, apparendo stabilc la concentrazione del pool nel 
tempo, la precisione del metodo tra giorni in termini di deviazione standard 
delle misure ottenute in ogni giornata sulla media delle due frazioni di 
pool introdotte. 

a -i, Lo studio dei risultati di cui aopra fornisce per il p001 in questione un 
cocfficiente di variazione pari a 2,4 %, che rappresenta dunque una stima 
della variabilità tra giorni del metodo proposto. 

Infine è opportuno fare alcune considerazioni sulla praticabilith del 
metodo. l?, vero che la procedura di preparazione in laboratorio della resina 
non sembra incoraggiare a prima vista la rdozione del metodo nella routine, 
ma è necessario inquadiare il tutto alla luce della non trascurabile agevola- 



Fig. io. - Campioni di controllo per G-Hb: profili cron,atogrefiei relativi ad un p001 di 
campioni reali e a 2 campioni eomm~rciali. 

zione dal punto di vieta della manualità, costo, affidabilità, ripruducihilità 
e quindi utilizzabilità del dato a medio e lungo terminr. 

Alla luce di questa analisi ci sembra di poter concludrrc che la pro- 
cedura analitica, proposta come « metodo ISS », possiedr buone caratteri- 
stiche di affidabilità e praticabiliti rispetto ad altre attualmente in uso, 
e che sia di interesse una sua applicazione nella routinr e in programmi di 
screening per la medicina preventiva. 

I n  una prossima nota verranno esposti i risultati relativi alla deter- 
minazione delle G H b  in un esteso campione di soggetti esaminato nell'ambito 
di un progetto di prevenzione della cardiopatia corunarica. 

Ricevuio il 20 gennaio 1981 
A c c ~ o l o  il 31 gennaio 1981. 
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