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Fisiologia (Chimica fisiologica). — Riduzione del ferricianuro  
di potassio in presenza di cloruro ferrico a ferrocianuro ferrico  (blu 
di Prussici) da parte delle fra zion i proteiche separate alVelettroforesi 
su carta n . Nota di C a r l o  D o l c in i  e B ia n c a m a r ia  D o l c in i , pre­
sentata ((*) **} dal Socio G. A m a n t e a .

Nel program m a delle ricerche che il nostro Is titu to  ha in traprese sulle 
questioni controverse in rapporto  con la colorazione e so p ra ttu to  con la 
determ inazione q u an tita tiv a  delle frazioni proteiche separate all’elettroforesi 
su ca rta  e di cui riferiam o in precedenti N ote (I> (2> (3) u) (s) e più in p a r­
ticolare in altro  lavoro (6), è previsto  Pam pliam ento del campo di scelta 
dei m ateria li coloranti usati, non lim itatam ente alle sostanze del tipo orm ai 
ben noto, cioè fissantisi alle proteine per adsorbim ento, bensì secondo l’in­
dirizzo della sperim entazione di reagenti in grado di colorare le proteine 
in via chimica. P rim a di riferire i risu lta ti o tten u ti in relazione alla seconda 
delle specificate possibilità, ricordiam o come ci si sia indirizzati in tal senso 
tenendo conto del nostro  reperto  relativo alla dipendenza della colorabilità 
(C) dalla concentrazione superficiale (Cone. Sup.) che il m ateriale proteico as­
sume sulla ca rta  in tu t ti  i casi d ’impiego di coloranti del prim o tipo, ad esem­
pio blu di bromofenolo, amido nero> etc.; in fa tti la variabilità di (C) com­
prom ette  definitivam ente ogni possibilità di determ inazione fotom etriche 
q u an tita tiv e  sia d ire tte  che effettuate sugli eluati; il fa tto  poi che tale va­
riab ilità  sia in dipendenza di un fa tto re (Conc, Sup.) incontrollabile negli 
usuali procedim enti di separazione elettroforetica, p o rta  ad escludere a priori 
ogni ten ta tiv o  di tener conto di tale variabilità  (6).

A bbiam o pensato  di utilizzare al nostro scopo il potere riducente delle 
proteine in g ran  p arte  dovuto alla presenza nella loro molecola dei gruppi 
i—SPI dell’am m inoacido cisteina\ in le tte ra tu ra  sono descritti m etodi a tti 
a rilevare m ediante reazioni colorate la presenza dei gruppi — SPI ed — SS— , 
potendo questi u ltim i essere trasform ati in — SH per tra ttam en to  con cia­
nuro di potassio. Di tali m etodi quelli proposti da Joyet e Bavergne (7), da 
M atte i e D ulzetto  (8), da G iraud e Bulliard (9) si fondano sulla riduzione
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dei nitroprussiato sodico in soluzione alcoolica. Con le ricordate tecniche 
abbiam o com unque o tten u to  risu lta ti negativi, nel senso che la colorazione 
rossa che si sviluppa, sulle m acchie proteiche deposte sulle strisce di carta  
da elettroforesi e d en a tu ra te  al calore, è fugace; d ’a ltra  p arte  il procedim en­
to proposto da G iraud e Bulliard che prevede, onde rendere stabile la co­
lorazione, un  tra ttam en to  preventivo con acetato d i zinco al 5%, presenta 
l’inconveniente di ridurre  la colorazione al di so tto  dei lim iti di sensibilità 
utilizzabili in p ratica.

C hevrem ont e F redericq (IO> hanno descritto  un m etodo per la  rivela­
zione dei gruppi — SH che utilizza il ferricianuro di K , il quale riducendosi in 
presenza di cloruro ferrico , si trasform a in ferrocianuro ferrico di colore blu 
(blu di Prussici).

I saggi prelim inari condotti im m ergendo le strisce com prendenti m acchie 
di proteine d en a tu ra te  al calore in una soluzione costitu ita  da ferricianuro 
di K  allo 0,1 %  e cloruro ferrico air i° j0 in proporzione di 1 : 3, ci fornirono 
buoni risu ltati; a ltre  prove eseguite tra ttan d o  come sopra m acchie di ovoal- 
bumina d en a tu ra ta  in un  bagno della d u ra ta  di ih  in una soluzione satura di 
HgCl2, ci consentirono poi di aum entare la sensibilità del test e po rtarla  a 
lim iti tali da perm ettere  l ’applicazione del m etodo, senza svantaggi nei 
confronti delle tecniche già esistenti. L ’in tensità  della colorazione non au­
m en ta  oltre la I2ma ora di tra ttam en to .

E d appunto  i r isu lta ti positivi o tten u ti alle prove prelim inari descritte 
ci hanno indo tto  a perfezionare una tecnica d ’impiego del ferricianuro di K  
per la colorazione delle proteine sulla ca rta  d ’elettroforesi, tecnica di cui 
esponiam o di seguito i p un ti essenziali.

Denaturazione del materiale proteico. -  A bbiam o fa tto  costantem ente 
uso di ovoalbumina cristallizzata secondo la tecnica di Kekwich e C annan (I1) ; 
aliquote di una soluzione della proteina al 3 %  erano deposte in m acchie 
su strisce d i,c a r ta  Wathman 1, lavate  in precedenza con acqua bid istilla ta  
e con versene. L a denaturazione delle proteine era o tten u ta  m ediante es­
siccam ento delle strisce in corrente di aria calda e successivo bagno di ih  in 
una soluzione, acquosa satura di HgCl2 .

Colorazione. -  Si realizza im mergendo le strisce in un bagno o tten u to  
mescolando ferricianuro di K  allo 0,1 %  in acqua e cloruro ferrico a lV i°\0 in 
acqua, in proporzione di 1 13. Possibilm ente le strisce vanno m an tenu te  
in posizione verticale nel recipiente di reazione e questo tenuto  al buio. Dopo 
I2h d t tate tra ttam en to  l’in tensità della colorazione blu a livello delle m ac­
chie proteiche non aum enta ulteriorm ente.

Lavaggio. -  Si esegue per ih  in acqua corrente onde asportare i re a t­
tivi ed il ferricianuro ferrico formatosi. Si fà seguire essiccamento in corrente 
di aria calda. 1 Poiché la carta  tra ttiene  un po’ di ferricianuro ferrico che suc­
cessivam ente'.all’aria si riduce,^ non si ottiene una completa decolorazione

(10) C hevrem ont-F redericq , «A. Biol. », 54 (1943) ; « Act. Biol. Belg. », 3 (1943).
(11) Kekwich-CANNAN, « Biochem. J. », 30, 227 (1936).
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del fondo che si presenta pertan to  debolm ente azzurro; il contrasto com un­
que con le macchie proteiche è molto buono.

Eluzione. -  Per quan to  nei t r a t ta t i  di chimica sia riferito  che il ferro- 
cianuro ferrico è solubile in H 2S04 , H N O s dilu iti, in HC1 ed in acido ossalico, 
non ci è s ta to  possibile eluire neppure in parte  le nostre m acchie in tali sol­
venti. Il blu d i Prussia rim ane disciolto per qualche ora in H 2S04 quando 
si form a d ire ttam en te  in tale am biente. Non essendo p ertan to  riusciti in 
alcun modo ad eluire le m acchie, abbiam o preso in considerazione possibi­
lità  chimiche di a ttacco  della sostanza e di determ inazione in d ire tta  m edian­
te dosaggi del ferro. Q uesti u ltim i possono essere o tten u ti dopo tra ttam en to  
delle m acchie con HC1 concentrato, che libera ioni ferrici, per la determ i­
nazione dei quali si può procedere fo tom etricam ente con la reazione del 
solfocianato d i K y o m ediante titolazione complessometrica.

In  m erito  alla tecnica rife rita  e della quale per il m om ento possiamo 
garan tire  la bon tà  lim ita tam ente  alla rivelazione qualita tiva  dei m ateriali 
proteici, le ricerche continuano con lo studio della (C) in funzione della 
Cone. Sup. L a costanza di (C) rappresenta in fa tti il requisito essenziale 
che legittim erebbé Vimpiego di una tecnica per determ inazioni qu an tita tiv e .


