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C. DOLCINI e B. D olcini, Impiego della para—xìlenol—sullon—ftaleina y ecc. 447

Fisiologia (Chimica fisiologica). — Impiego della para-xilenol- 
sulfon—ftaleina per la colorazione delle proteine separate mediante elet­
troforesi su carta n . N ota di C a r lo  D o l c in i e B ia n c a m a r ia  D o l c in i , 
presentata ((*) **} dal Socio G. A m a n t e a .

A bbiam o già brevem ente riferito  in precedenti N ote (I> (2> e d e tta ­
g lia tam ente  discusso in un recente lavoro (4) le ragioni che ci hanno indotto  
ad in traprendere ricerche sistem atiche sulle tecniche di determ inazione quan­
tita tiv a  delle frazioni proteiche separate m ediante elettroforesi su carta.

In  tali occasioni abbiam o anche illustra to  il program m a di lavoro che 
prevede, tra  ra ltro , l’estensione del campo di scelta dei m ateriali coloranti in 
considerazione della d im ostra ta  inefficienza di quelli di più comune impiego, 
amido nero io  B y blu d i bromofenolo, ecc. (4), per le determ inazioni q u an ti­
ta tive. In  questa p arte  del program m a si inseriscono appun to  i r isu lta ti di 
cui riferiam o nella presente nota.

T ecnica d ’impiego  d el  blu d i para- xilenolo .

Saggi prelim inari, eseguiti con blu d i para-xilenolo (para-xilenol-sul- 
fon-fta le inay C23H 2205S, p rodo tto  E. M erck, D arm stad t, sostanza generalm ente 
im piegata come indicatore di pH ) in soluzione alcoolica -  o ,l° /0 in metanolo -  
davano risu lta ti positivi. E ra  in fa tti possibile ottenere la colorazione di p ro ­
teine deposte in m acchie su ca rta  da filtro e denatu rate , nonché, successi­
vam ente, la com pleta decolorazione del fondo m ediante semplici lavaggi 
in acqua corrente. Su tali basi abbiam o messo a punto  una tecnica d ’im ­
piego del blu d i para-xilenolo , della quale diam o particolareggiata descri­
zione.

Materiale proteico e procedimento d i denaturazione. -  Abbiam o usato  
ovoalbuminay cristallizzata secondo la tecnica di Kekwich e C annan (5) e fra ­
zioni di sieroproteine um ane: albumina (soluzione stock al 3 0 % '-  p ro d o tta  
dalla P en tex  Incorporated  K ankakee, Illinois, Lot n. 4J FO J), alfa-glo­
bulina (Fr. I V  Lot n. 50 GO 8), gamma-globulina (Fr. I I  Lot 50 GO 8).

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Fisiologia Umana dell’Università di Perugia.
(**) Nella seduta del 12 gennaio 1963.
(1) C. D olcin i e B. D olcin i, questi « Rendiconti», 30 , 271 (1961).
(2) C. DoÙcini e B. D olcin i, questi « Rendiconti », 30 , 392 (1961).
(3) C. Dolcini e B. Dolcini, questi «Rendiconti», 34 , fase. 1 (1963).
(4) C. Dolcini e B. D olcini, « Rivista di Biologia », 53, 127 (1961).
(5) Kekwich e Cannan, « Biochem. J. », 30, 227, (1936).
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L a denaturazione delle proteine, deposte in macchie su strisce di ca rta  
Wathman J ,  era o tten u ta  con un  tra ttam en to  in corrente di aria  calda e 
com pletata m ediante im mersione della d u ra ta  di 1 h, in soluzione satura 
di HgCl2.

Colorazione. -  Si o ttiene tra ttan d o  le strisce per 12 h in un  bagno di 
para-xilenolo a lV l°!0 in  metanolo; le macchie proteiche assumono una tin ta  
m arrone.

Decolorazione. -  L ’eccesso di colorante tra tten u to  dalle macchie e dal 
fondo viene elim inato  m ediante lavaggio delle strisce in acqua corrente 
in 30'. Al riguardo è necessario fare m olta attenzione a che il g e tto  d ’acqua 
non investa m ai d ire ttam en te  la superfìcie com prendente le m acchie p ro ­
teiche. Noi abbiam o eseguito il passaggio sospendendo le strisce in un  cilindro 
e facendo pervenire l’acqua di rinnovo del bagno da un tubo im m erso fino al 
fondo del recipiente.

Eluzione. — Si o ttiene facilm ente come di consueto in 3 h con metanolo— 
N aO H  4°j0 in p a rti uguali (V : V). L ’eluato, di colore blu, dà alle le ttu re  
fotom etriche valori m assim i di densità o ttica  per lunghezze d ’onda comprese 
tra  522-515 m(j1. Q ualora la colorazione blu che si sviluppa in tale am biente 
fortem ente alcalino non fosse abbastanza intensa, si può procedere m escolando 
una aliquota dell’eluato  con tam pone HC1— KC1 di pH  1,5 e di forza ionica 
(p. =  15); si o ttiene così per viraggio una intensa colorazione rossa. In  tal 
caso le le ttu re  fotom etriche si eseguono a lunghezza d ’onda di 460 mp..

Fotometria diretta. — Per la fo tom etria d ire tta  delle strisce non è ne­
cessario modificare la colorazione m arrone che le macchie proteiche presentano 
al term ine del procedim ento descritto , colorazione di per sé abbastanza in tensa 
e quindi tale da fornire buoni valori di densità o ttica.

L ’in tensità della colorazione delle macchie, la perfe tta  decolorazione 
del fondo e quindi la bontà del contrasto  che ne deriva, fanno si che la tecnica 
descrijtta appaia al m om ento una delle migliori per la rivelazione o determ i­
nazione q u alita tiv a  delle frazioni proteiche separate all’elettroforesi su carta. 
R esta da vedere le prestazioni o ttenibili con la m edesim a alle determ ina­
zioni quan tita tive ; al riguardo vogliamo riferirci al nostro reperto  (6) re la­
tivo alla dipendenza della Colorabilità (C), intesa come rapporto  tra  Qfcoi.), 
quantità del colorante e Q(pr.) quantità d i proteina, dalla concentrazione su­
perficiale che il m ateriale proteico assume sulla ca rta  (Conc.(pr.)), re lativam ente 
all’impiego di coloranti che si fissano alle proteine per adsorbim ento, in par- 
tiéolare: amido nero io  B ì blu di bromofienolo, ecc. Siccome evidentem ente 
il para-xilenolo si fissa alle proteine con un m eccanism o del genere, si tra tta  
di po ter escludere sperim entalm ente tale eventualità, p rim a di procedere a 
determ inazioni q u an tita tiv e  con la tecnica descritta ; in tale direzione ap ­
p u n to 1 procedono le ricerche che vengono eseguite im piegando le già ricor­
date  frazioni proteiche.

(6) C. Dolcini e B. Dolcini, « Rivista di Biologia », 53, 127 (1961).


