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Fisiologia (Chimica fisiologica). — Impiego del beta-naftol- 
violetto per la colorazione delle proteine separate alV elettroforesi su 
carta0 .. Nota di C a r l o  D o l c in i  e B i a n c a m a r i a  D o l c i n i , presen
tata (**} dal Socio G. A m a n t e a .

Sem pre più num erosi compaiono in le tte ra tu ra  lavori eseguiti usando 
per determ inazioni qu an tita tiv e  d ire tte  od eseguite sugli eluati i m etodi o r
m ai classici di sviluppo dei ferogram m i, nonostante le critiche e le riserve 
che da qualche tem po e da più parti vengono avanzate nei confronti di tale 
applicazione, pienam ente giustificata soltanto  entro i lim iti della rivelazione 
q u a lita tiv a  dei m ateria li proteici separati all’elettroforesi su carta  (lh

M a per le critiche e le riserve di cui sopra si può affermare come non 
sem pre siano sufficientem ente chiare e radicali, spesso concludendosi con pro
poste di soluzioni assolutam ente parziali -  vedi tu t ti  i lavori che si occupano 
dei fa tto ri di correzione -  e ciò, invece di indurre a m aggior ponderazione, 
incoraggia ad d irittu ra  a procedere nella direzione erra ta , facendo apparire 
fondata su solide basi, perché m olto discussa e stud ia ta , una tecnica i cui 
presupposti essenziali* propongono problem i ancora da risolvere: ed es. quello 
re la tivo  al reperim ento  di un  colorante tale per cui la color abilità (C), intesa 
come rapporto  tra  quantità del colorante Q(COi.) e quantità di proteina colorata 
Q(pr.) , sia costante, cioè non venga influenzata da fa tto ri che intervengono 
negli esperim enti di separazione elettroforetica su supporto solido.

In tale situazione il nostro Is titu to  ha iniziato l’esecuzione di un  piano 
di lavoro articolantesi nei seguenti punti:

i° definizione teorico-sperim entale dei criteri che devono essere sod
d isfa tti perché un  m etodo di colorazione possa essere u tilizzato  a scopi quan
tita tiv i nelle due m odalità in cui tale possibilità sussiste, fo tom etria d ire tta  
delle strisce di ca rta  opportunam ente diafanizzate e fo tom etria degli eluati;

2° am pliam ento del cam po di scelta dei m ateriali usati, sia del tipo 
classico, coloranti che si fissano alle proteine per adsorbim ento, sia di sostanze 
reagenti con il m ateria le  da colorare in via chim ica, nella direzione cioè 
ind icata  da M artin  (2), che ha recentem ente proposto una tecnica di diazo- 
tazione. S tudi e ricerche re la tiv i a quanto  di cui al p u n to  i° ci hanno per
messo di accertare come C=Q(COi.)/Q(Pr.) varii in funzione della concentrazione 
superficiale che il m ateriale proteico assume sulla ca rta  d ’elettroforesi, nel 
caso dell’impiego dei coloranti blu di bromofenolo, amido nero, verde cresolo,

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Fisiologia Umana dell’Università di Perugia.
(**) Nella seduta del 12 gennaio 1963.
(1) C. Dolcini e B. D olcini, « Rivista di Biologia», 30, 127 (1961).
(2) N. H. Martin, Ciba Foundation, Symposium on Electrophoresis, 165 (1956).
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verde d i lissaturnina, rendendo le tecniche relative m anifestam ente inade
guate per determ inazione q u an tita tiv e  (I); e ciò giustifica lo sviluppo delle 
ricerche di cui al pun to  2° del program m a (3) (4): in questa N o ta  presentiam o 
appun to  risu lta ti o tten u ti lavorando in tale direzione.

Riferiam o di seguito i dettag li di tecnica del procedim ento stud iato , 
precisando che nella m essa a p u n to  abbiam o fa tto  costantem ente uso di 
ovoalbumina cristallizzata  secondo il m etodo di Kekwich e C annan 3 4 (5), e che 
per la denaturazione del m ateria le  deposto sulle strisce di ca rta  da filtro 
abbiam o proceduto all’im m ersione delle stesse, previo passaggio in corrente 
di aria calda, in una soluzione satura d i HgCl2 ; tale tra ttam en to , della d u ra ta  
di u n ’ora, com pleta la denaturazione e fà sì che i rapporti del m ateriale p ro 
teico con la ca rta  risultino  più stabili, il che facilita le successive operazioni 
di lavaggio.

Im pie g o  d e l  b e t a - n a fto l- v io l e t t o .

1) Colorazione. — Si o ttiene m ediante im mersione delle strisce per 20' 
in un  bagno costitu ito  da beta-naftol-violetto allo 0,1 °j0 in alcool metilico.

2) Decolorazione del fondo ed asportazione delV eccesso della sostanza 
dalle macchie. -  Si o ttiene m ediante lavaggi delle strisce in acqua corrente, 
nel tem po di 30' circa. Dopo tale tra ttam en to  le macchie si presentano colo
ra te  di rosa pallido ed il fondo com pletam ente bianco.

3) Eluzione. -  Si o ttiene in 3 h con metanolo-NaOH 4 %  in p a rti 
uguali (V : V).

4) Per m isure densi tom e triche d ire tte  è opportuno far virare le m acchie 
m ediante nebulizzazione di una soluzione alcalina costitu ita  da N aO H  allo 
0,01 °/0 e contenente NaCl al io°/0 .

5) Le lèttu re  fotom etriche degli e luati si effettuano ad una  lunghezza 
d ’onda com présa tra  500-540 m[i. A lla lunghezza d ’onda di m assim a estin 
zione, pari a 525 m[x la legge di L am bert e Beer è valida fino a concentra
zione del coldrante di 13'Y/mL

I risu lta ti di cui già disponiam o com provano l’idoneità e l’efficienza 
del beta-naftol-violetto per lo sviluppo dei ferogram m i proteici; prim a di 
prendere in considerazione l’eventuale impiego della tecnica a scopi quan
tita tiv i, a ttend iam o i risu lta ti di ricerche in corso, relative al com portam ento 
della colorabilità in funzione della concentrazione superficiale, eseguite su 
frazioni isolate di p lasm a-pro teine um ane, deposte su ca rta  d ’elettroforesi, 
d en a tu ra te  al calore e colorate con beta-naftol-violetto secondo le m odalità 
riferite.

(3) C. Dolcini, B. Dolcini, questi «Rendiconti», 30, 271 (1961).
(4) C. D olcini, B. Dolcini, questi « Rendiconti», 30 392 (1961).
(5) Kekwich e Cannan, « Biochem. J. », 30, 227 (1936).


