
L'influenza dei polifosfati sull'attività tubercolinogena 

MARro GRA IERI, GIANFRANCO TIECCO, L uiGI BELLANI {*) e LEO~ IDA RA VAIOLI 

Laboratori di Veterinaria 

Riassunto. - Gli AA. coltivano due ceppi di micohatterio tubercolare 
(umano e bovino) in terreno di Sauton al quale sono stati aggiunti, in di· 
verse concentrazioni, il sale di Graham ed il tetrafosfato esasodico. 

La presenza di tali polifosfati, oltre a favorire la crescita dei micohat· 
teri, esalta anche l'attività tuhercolinogena dei due ceppi coltivati. 

Summary. - Two strains of Mycobacterium tuberculosis (human and 
bovine t ypes) were grown in Sauton medium with the addition of Graham 
salt or h exasodium t etraph osphate in different concentrations. 

The presence of such polyphosphatcs does not only favour the growth 
of these m ycohact eria hut also enhances the production of tnherculin. 

In un lavoro precedente (1) sono state riportate le esperienze relative 
all'attività dei pohfosfati n ei riguardi dei germi, ed in particolare dei mico· 
batteri. Nello stesso lavoro è stata presa in considerazione la possibilità, da 
parte dei pohfosfati, di influenzare lo sviluppo dei micobatteri in terreni 
colturali sintetici e di variarne il potere p atogeno. D a esso risulta ch e i poli­
fosfati , ad opportune concentrazioni, non influenzano negativam ente la 
crescita del micobatterio e che, anzi, alcuni di essi, quali il sale di Graham ed 
il t etrafosfato esasodico, n e esaltano l 'attività m etabolica . La concentrazione 
dei polifosfati agisce in maniera diversa sui micohatteri umani rispetto a 
quelli bovini, m entre il potere patogeno dei due ceppi sembra pressochè 
ugualm ente stimolato dai polifosfati. 

In relazione a tutto ciò, il potere auxinico, nei riguardi dei micobatteri, 
di alcuni polifosfati quali il sale di Graham ed il tetrafosfato esasodico, ag· 
giunti in opportune dosi al terreno di Sauton, giustifica ulteriori ricer ch e atte 
a stabilire se l'aggiunta dei sopracitati polifosfati possa venire ut ilizzata con 
vantaggio per la produzione delle tubercoline. 

(*) Ministero d ella Sanit à ·Ospite dei L aboratori di Veterinaria dell ' I st ituto Superiore 
di Sanità. 
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MATERIALI E METODI 

a) Coltivazione dei ceppi tubercolari . 

Ven gono usat i i ceppi di Mycobacterium tubercolosis var . hominis H l 06 
e var. bovis I ZP. Il terreno su cui v iene eseguita la prova è quello sintetico 
di Sauton al quale i due polifosfat i, sale di Graham e tetrafosfato esasodico. 
sono aggiu nti nelle percentual i di 0,3 • 0,5 ed 1,0 riportando poi il pH al va­
lore originale (pH 6,8). 

La scelta di quest i polifosfati c di queste dosi è giustificata dai risul tati 
ottenuti in un precedente lavoro (1). 

Sei m atracci, contenenti ciascuno 100 cm 3 di t erreno di Sauton e addi­
zionati con le percentuali sopradette dei due polifosfati, vengono seminati 
con cm3 0,5 di una sospensione di micobatterio umano H 106 omogeneizzat a 
in mortaio ed ottenuta da 3 ricche colture in P etragnani. Altri 6 matracci 
con uguali quantità di polifosfati ven gon o seminati con la stessa quantità 
di micobatterio bovino IZP. Due matracci senza polifosfati, semin ati rispet· 
tivamente con cm 3 0,5 di micobatterio uman o e con cm3 0,5 di micobatterio 
bovino, vengono t enuti come controlli. 

Nella tab. l sono riportat e le percentuali dei due polifosfati aggiunte ai 
singoli m atracci. 

N. del 
matmccio 
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14 

TABELLA l 

'li b . l Polifosfali aggiunti al t e rreno di Sauton 
l\ eo at.terio l--

seminato nome l ' /o 
OssctTat.ioni 

Umano Con trollo 

Tetrafosfato esasodieo 0,3 

0,5 

)) 1,0 

Sale di Graham 0,3 

0,5 

1,0 

Bov ino Controllo 

Tetrafosfato esasodico 0,3 

0,5 

1,0 

Sale di Graham 0,3 

0, 5 

)) 1,0 

Tutti i m atracci sono t enuti p er R settimane a 37° C. 

A 11n . ! st. Su{ler. S a11il<i (196.;) 1, :6~·110 . 
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h) Preparazione delle tubercoline. 

Dopo le 8 settimane di incubazione, i 14 matracci vengono sterilizzati 
a vapore fluente per 3 ore, raffreddati per una notte a temp eratura ambiente 
e filtrati per garza. Al filtrato v iene addizionata glicerina nella proporzione 
dell' l ,2 % e, dopo agitazione, i liquidi ven gono concentrati sotto vuoto in 
modo da ridurre il volume a circa l / 5 di quello iniziale. 

P er mezzo del micro-Kjeldhal v iene titolato l 'azoto totale di ogni tuber­
colina e, con opportune diluizioni, riportato allo stesso valore in azoto del 
rispettivo controllo. 

c) Titolazione dell'attività tubercolinogena. 

Vengono vaccinate 28 cavie, del peso di circa g 400, mediante inocula ­
zione sottocutanea, con cm 3 0,5 di una sospensione di BCG omogen eizzata 
in mortaio e contenente m g 0,24 di azoto totale/cm3

• 

Dopo 30 giorni gli animali sono depilati sui fianchi ed inoculati per via 
intradermica con cm 3 0,2 delle varie tuhercoline in prova, preventivamente 
diluite l :lO, e di un'ottava tubercolina prelevata dal commercio e prodotta 
con la st essa tecnica da noi adottata. Ogni cavia è sottoposta a d 8 inoculazioni, 
4 in un fianco e 4 n ell'altro, ruotando i punti di inoculazione in modo che ogni 
tubercolina sia saggiata in 8 punti diversi del derma della cavia . Su 14 cavie 
sono saggiate le 7 tuhercoline ott enute con il ceppo umano e sulle altre 14 
le 7 tubercoline ottenute con il ceppo b ovino. La lettura viene fatta alla 
24a-48a-na ora misurando gli aloni di reazione con un calibro c riportando i 
valori in millimetri. Delle tre letture si è scelta quella con i valori maggiori 
indipendentemente dall' ora in cui si sono manifestati e, sulle m edie di tali 
valori, si è basata la valutazione statistica ottenuta p er mezzo del «t n di 
STUDENT. 

d) R icerca degli aminoacidi liberi presenti nelle tubercoline. 

In un precedente lavoro {l) si era potuto const atare ch e l'azione dei poli­
fosfati non aveva influenzato il tipo di m etabolismo azotato dei ceppi di mi­
cobatt eri in esam e, det erminando in 30 giorni la comparsa di ac. aspartico, 
ac. glutammico, leu cina-isoleucina ed cx-alanina . Abbiamo voluto control­
lare se, prolungando il periodo di cr escita, si verificassero modificazioni tali 
da spiegare una eventuale variazione del potere tubercolinogeno dei due ceppi 
t ubercolari in esame. La ricerca degli aminoacidi liberi viene effettuata a 
m ezzo crom atografia su carta utilizzando il m etodo discendente, carta Wat­
m ann, come fase liquida fenolo-acqua (80: 20), e come rivelatore ninidrina 
al 0,2 % in butanolo. Gli aminoacidi v engono riconosciuti calcolando l'Rf 
delle macchie ottenute. 

A un. 1st. Super. Sanità (l!lù~) 1, 164-170. 
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RISl'LTATI E COi\'CLUSIONJ 

I risultati ch e abbiaDlo ottenuto son o sintetizzati sia dalJe tabelJe 2 
e 3, che dalle serie fotografiche dei Dlatracci dopo le 8 settimane di incuba­
zione. Da esse si può dedurre che : 

l} tutte le dosi dei polifosfati aggiunte hanno influenzato posttlva­
Dlente lo sYiluppo batterico (foto l c 2), conferDlando quanto precedente­
m ente era stato afferm ato ; 

F ig. l. - !l'!tcobatterio umano: Il ma traccio numero l (controllo) non contiene polifosfati; 
negli altri m atracci sono stati aggiunti polifosfati a lle concentrazioni indicate 
nella tab. l. 

l 
Fig. 2. - .'W"icobatterio bovino: Il ma traccio numero 8 (controllo) non contiene poli fosfa ti ; 

negli altri matracci sono stati aggiunti polifosfati alle concent raz ioni indica te 
nella t ab. l. 

2) la r ca'l. ionc tubercolinica su caYia ottenuta con una t ubercolina 
coDlmerciale, usata com e controllo, è stata inferiore (millimet ri 9,1} alla 
r eazione a nt t a con le nostre tubcrcoline controllo cioè ottenute da colture 
prive di p olifos fati (umana: m illimetri 10,50 ; bovina : millimetri 10,00) . 
Tale differen za però non è assolut amente significat iva n ei r iguardi delle tre 
probabilità prese in esa me (99·95-90 %) ; 

A nn . Ist. Sttper . Sunitrì {196.;) 1, 16~-170 . 
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3) anche la differenza ottenuta tra le due tubercoline controllo di 
origine umana (millimetri 10,50) e di origine bovina (millimetri 10,00) non 
è significativa ; 

4) i polifosfati inclusi nel terreno hanno influenzato positivamente 
oltre ch e lo sviluppo batterico, anche la quantità di tubercolina prodotta e 
la conseguente reazione biologica. A tale r egola fanno eccezione i maggiori 
dosaggi {l %) poich è ad un aumento di sviluppo batterico non corrisponde 
uguale aumento dell' attività tubercolinogena (tab. 2) ; 

5) il ceppo umano ha avuto un a ument o di attività t ubercolinogen a 
in presenza di entrambi i polifosfati aggiunti al terreno alla dose di 0,3 %· 
Tale aumentata reazione è statisticamente significativa con probabilità 
del 95 %· Comportamento analogo si è avuto con la aggiunta al terreno di 
0,5 % di tetrafosfat o esasodico (t ab . 2) ; 

6) il ceppo bovino ha presentato un comportamento pressochè so­
vrapponibile; fa eccezione la tubercolina allestita con l 'aggiunta del 0 ,5 % 
di sale di Graham che h a fornito dati significativ i solo al 90 % di probabilità 
(tab. 2); 

7) il m etabolismo azotato, anche dopo 8 settimane di cresc ita , non 
v iene alterato qualitativamente dall 'aggiunta di polifosfat i. È possibile 
rilevare tuttavia lievi variazioni di ordine quantitativo (tab. 3). 

Dai dati sopra riportati è p ertanto possibile concludere che l ' aggiunta 
di t etrafosfato esasodico {0,3 % e 0,5 %) e di sale di Gr aham (0,3 %) 
~timola l 'attività tubercolinogena sia del micobatt erio ceppo umano che 
del micobatterio ceppo bovino. 

5 marzo 1964 
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L'emoglobina di anfibi 

II. - Caratterizzazione dell'emoglobina di axolotl messicano : proprietà 
chimico,.fi.siche e composizione in am inoacidi. 

LEONARDO TENTOlU, GEROLAMO VIVALDI, SALVATORE CARTA, 
ANNA M. SALVATI (*), MARIELLA SORCINI (*) e STEFANIA VELANI (*) 

Laboratori di Biologia 

Riassunto. - L 'emoglobina di axolotl messicano è stata purificata 
mediante cromatografia su carbossimetilcellulosa. Sono state studiate alcune 
caratteristiche chimico-fisiche della emoproteina per la quale è stato ca1co­
lato un peso molecolare di circa 68.000. Con metodi clettroforetici e cromato­
grafici l 'emoglobina di axolotl è stata risolta in due componenti omogenei. 
È stata determinata la composizione in aminoacidi ed il contenuto di gruppi 
SH reattivi. 

Sumrnary. - The hemoglohin from Mexican Axolotl has heen purified 
through carhoxymethylcellulose chromatography. Some physico-chemical 
properties of the hemoprotein ha ve heen studicd; its molecular weight 
as calculated by m eans of the Scheraga and Mandelkern equation lies 
around 68,000. Starch gel electrophoresis, as well as carboxymethylcellulose 
chromatography resulted into the separation of two homogeneous heme­
containing components. Aminoacid composition and contents of -SH r eactive 
groups are reported. 

Nel corso di una ricerca sist ematica sulla struttura della emoglobina 
di anfibi è stata s tudiata l'emoglobina di axolotl m essicano ; come è noto 
l 'axolotl messicano è la forma neotenica dell'A mbystoma trigrinum. 

PARTE SPERIMENTALE 

Emoglobina. - Sono stati usati individui adulti dei due sessi, della lun­
ghezza di circa 25 cm della specie A mby storna tigrinum nello stadio neote­
nico. II sangue è st ato prelevato mediante puntura cardiaca e raccolto su 

(*) B orsist a dei Laboratori di Bioiogia . 

.dnn. J.•!. S u}Jfr. Sanità (1965) 1, 171- 180. 
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soluzione ACD a 4°. Gli eritrociti sono stati separati dal plasma per centri­
fugazione a 1500 X g per IO' e lavati quattro volte con soluzione salina iso­
tonica 6,5 0/00. L'emolisi è stata ottenuta con aggiunta di 2 volumi di H 20 
dist. e 0.4 volumi di tetra cloruro di carbonio ; la soluzione di emoglobina è 
s tata separata dal coagulo gelatinoso mediante centrifugazione a 2500 X g 
per 20' e dagli stromi con una ulteriore centrifugazione a 20.000 X g per 30'. 

Tutte le operazioni di centrifugazione sono state eseguite alla tempera­
tura di 40. L ' emoglobina nativa così ottenuta è stata trasformata n el deri­
vato cianometa (HiCN) aggiungendo 2 gocce di K 2 F e (CN) 6 al 5 % e, dopo 
15', due gocce di KCN al IO % · 

Le soluzioni di Hb nativa c di HiC - sono state di volta in volta con­
trollate allo spettrofotometro B eckman registratore e la loro concentrazione 
è stata d eterminata prelevando una aliquota di esse e det erminandone il 
peso secco dopo permanenza in stufa a ll0° per due ore; nella det erminazione 
si t eneva conto, quando necessario, del pt'so secco del tampone presente. 

Separazione della emoglobina dalle proteine non emoglobiniche presenti 
nell'emolizzato. - È stata usata la cromatografia su colonne di carbossime­
tilcellulosa (CMC) di l X 20 cm equilibrate con tampone fosfati 0,01 MjpH 
6.6 contenente lo 0,1°/00 di KCN. I campioni opportunamente dializzati di 
emoglobina venivano adsorbiti sulla colonna; l ' eluzione delle proteine non 
cmoglobiniche era completa con 75 ml dello stesso tampone fosfati pH 6,6, 
l 'eluzione della emoglobina veniva allora ottenuta con 50 ml di tampone fosfati 
0,1 M pH 7,8. Tutte le operazioni sono state eseguite alla t emperatura di 4°. 

Determinazione dell'azoto. - Le determinazioni dell' azoto sono state 
eseguite con il micrometodo di Dumas (Coleman mod. 29 Nitrogen Analy­
zer). Sono state usate soluzioni di emoglobina con concentrazioni tra l ' l 
ed il 5 %· Aliquote di 50-200 l-LI di queste soluzioni venivano deposte in na­
vett e di alluminio e portate a secco in stufa a IIOo per due ore. Dopo la det er­
minazione del peso secco eseguita detraendo, quando necessario, il peso d ei 
sali contenuti nel tampone, le st esse navette venivano usate per la det er­
minazione del contenuto in azoto. 

Spettri di assorbimento. - Gli spettri di assorbimento sono stati d et er­
minati mediante lo spettrofotometro Beckman registratore mod. DK2 nel 
visibile fra 700 e 500 m!J. su soluzioni di Hb nativa e su soluzioni di HiCN in 
tampone fosfati 0,01 M pH 6,6 contenente lo 0,1 0/00 di KCN. 

Esperimenti di sedimentazione e viscosimetria (*). - Gli esperimenti di 
sedimentazione sono stati eseguiti in ultracentrifuga Spinco mod. E con soìu-

(*) Gli esperimenti di sedimentazione sono stati eseguiti nei Laboratori di Fisica del­
l ' I stituto. Ringraziamo il prof. Mario Agcno p er l'ospitalità e la d.ssa Clara Frontali, che 
ha effettuato le misure, per la cordiale collaborazione . 

.Lintl. I sl. Sttper. Sanità (19fo5) 1, 171-180. 
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zioni di HiCN, alle concentrazioni di 0,15, 0,30 e 0,50 %, in t ampon e fosfati 
O,l M p H 7 .2, le corse sono st at e eseguite a 59780 rpm , a 20°, nella cella st an­
dard di 12 mm ; è st ato u sat o un filtro rosso p er eliminare l'esposizione irre­
golare dovuta a l colore della emoglobina ; le lastre fotografiche sono st a t e 
lette con un microcomparatore . 

Le misure di viscosimetria sono stat e eseguite su soluzioni di HiCN alle 
concentrazioni di l , l .5 e 3 % in t ampone fosfati pH 7 ,2, 0,01 M, alla t empe­
ratura di 20° con un viscosimetro tipo Ost wald a capillare allungato con 
tempo di scorrimento di 280". 

Denaturazione con alcali . - Sono state usate soluzioni di HiCN alla 
concentrazione dello 0.1 %· Il fenomeno della denaturazione alcalina è 
stato seguito con il m etodo spettrofotometrico descritto in una preceden te 
pubblicazione (l). 

ElettriJ(oresi . - Gli esperimenti di elettroforesi su gel di amido sono 
stati eseguiti con la t ecnica di Smithies (2) con sistema di tamponi secondo 
HuiSMAN (3) (tris EDTA borato 0,03 M pH 9 per il gel e borat o 0,3 M, pH 
9 per gli elettrodi) con un gradiente di voltaggio di 15 vfcm su 22 cm per 7 h 
alla t emperatura di so ottenuta con una piastra di P erspex raffreddata a 
mezzo di circolazione di acqua (4) . Sono state usat e soluzioni di HiCN alla 
concentrazione del 2.5 %-

Cromatografia . - Gli esperimenti di cromat ografia sono st ati esegmt1 
m camera fredda a 40 con carbossimetilcellulosa (CMC) prep arata secondo 
PETERSON e SoBER (*) . Sono st a t e usat e colonne di 50 X l cm equilibrate 
con tamponi fosfati 0,01 M pH 6.6 conten ente lo 0,1 °/00 di K CN. I campioni 
contenenti circa 150 mg di HiCN sono stati dializzat i cont ro il suddetto t am­
pone ed il pH finale è stato corretto a 6,6 quando necessario. 

La soluzione dializzat a è st at a adsorbita sulla colonna senza applica­
zione di pressione est erna . L' eluzione è st at a eseguita con un gradiente con · 
tinuo del pH elci tampone fosfato a molarità cost ante con un sist em a ap erto 
a 3 bottiglie : ciascuna bottiglia conten eva 100 ml di tampone fosfato 0,01 M 
contenente lo 0,1 0/00 di KCN ; il t ampone limitante aveva un pH 8,0 ed era 
contenuto n elle prime due bottiglie d el sist ema, la t er za bottiglia conteneva 
il tampone iniziale a pH 6,6 ; il flu sso cost ante di IO mi per ora era ottenuto 
p er mezzo di una micropompa dosatrice. Il procedere del frazionam ento è 
stato seguito con un apparecchio Uvicord a r egistrazione continua d ella 
trasmissione alla lunghezza d'onda di 253 mf.l.; sulle frazioni di 3 ml ciascuna 
venivano det erminate la densità ottica a 415 m f.l. in uno spettrofotometro 
Beckman D U, ed il pH al pHmetro R adiometer PHM 23 . 

(*) Fornita dalla Ditta Serva - E ntwicklungslabor - H eidelberg. 

.Ltnn. 1st. Super. Saniid (1965) 1, 171-180. 



Analisi degli idrolizzati acidi. - A 0,5 - l ml di soluzione di HiCN, 
su una aliquota della quale era s tato determinato il peso secco (mg 8-10 di 
proteina), veniva aggiunto un egual volume di HCl concentrato Mallin­
ckrodt a punto di ebollizione costante. L'idrolisi è stata eseguita in fiale 
saldate sotto un vuoto di 10-15 mm Hg in stufa a noo per 20 h , 50 h e 70 h ; 
per ciascun t empo di idrolisi è stato allestito un doppio campione. Gli idro­
lizzati sono stati evaporati a secco sotto vuoto in presenza di KOH in gocce 
a temperatura ambiente ed il residuo secco disciolto in l ml di H 20 distillata. 
Una aliquota di questa soluzione è stata usata per la determinazione del peso 
secco e dell'azoto, il rimanente è stato opportunamente diluito in tampone 
citrato 0,2 N pH 2,20; aliquote di questa soluzione venivano usate per la 
determinazione del contenuto in aminoacidi. La composizione in aminoacidi 
degli idrolizzati è stata determinata col metodo di SPACKMAN, STEIN e 
MoonE (5) con un Aminoacid Analyzer Beckman Spinco Mod. 120. 

Il contenuto di triptofano è stato determinato sulla proteina intera sia 
con il metodo spettrofotometrico diretto di GoonWIN e MonTON (6) che con 
il metodo della N-Bromosuccinimide di RAo e CAMA (7). 

Determinazione dei gruppi SH-reattivi. - La det erminazion e dei gruppi 
SH r eattivi è stata eseguita sulla emoglobina nativa col m etodo di BOYER 
al p-idrossimercuri-benzoato (8) e col m etodo di COLE, STEIN e MoonE (9), 
per reazione con la iodoacetamide e successiva determinazione della car­
bossimetilcisteina. 

RISULTATI E DISCUSSIO. E 

Nella fig. l sono riporta ti gli spettri di adsorbimento nel visibile tra 
500 e 700 m f.l. dell'emoglobina nativa e del deriva to HiCN in tampone fo­
sfati O,Ol M pH 6,6. 

Il quadro della sedimentazione d ella HiCN dimostra la presenza di un 
solo componente con fronte di sedimentazione apparentemente omogeneo 
e simmetrico e con una costante di sedimentazione S2o•w = 4, l 5. 

Dalle misure della viscosità eseguite è stato ricavato il valore della visco­
sità intrinseca ['l) J = 0,025 . 

Il peso molecolare della emoglobina è s tato calcolato dai valori della 
costante di sedimentazione e della viscosità intrinseca applicando l'equa­
zione di ScnERAGA e MANDELKERN (10). Assumendo per ~ il valore 2.16.106 

e per V, volume parziale specifico della proteina, il valore di 0,737 calcolato 
in base alla composizione in aminoacidi riportata in seguito il peso mole­
colare è risultato essere di circa 68000. 

Nella fi g. 2 è rappresentato una tipica curva della denaturazione alca­
lina seguita nei primi l O' dall ' inizio della r eazione. Sono state usate solu­
zioni di HiCN poichè recentemente HuEnNs (11) ha ottenuti buoni risultati 

Ann. Jst . Super. Sanil!i (1065) t , 171-180. 
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usando questo derivato in alcune sue ricerch e su vari t ipi di emoglobine e su 
ibridi da esse derivati. Il grafico non ha andamento esponenziale, per tanto 
se si facesse l 'ipotesi che una emoglobina omogenea si denaturi con una 

OD 
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09 

08~ 

07 
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05 

l 
OL< 

l 

03 

02 

o l 

Hb Axolotl 

. 
' 
' 

L 50 L75 soo soo 5ùO ?CC eco h rr1, 

F ig. l. - Spettri di assorbimento nel v isibile. 
linea tratteggiata: HiC 
linea continua: Hb n ativa 

Fig. 2. - Curva della denaturazione della emoglobina d i axolotl 
eseguita con N a OH 0.025 l'i. 
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cinetica eli 1° ordin e si potrebbe concludere che l'emoglobina eli Axolotl 
è composta eli due frazioni con alcali r esistenza diversa. 

I risultati degli esp erimenti eli elettrofor esi su gel di amido sono ripor­
tati nella fig. 3. Sono rappresentate due emisezioni d i una stessa piastrina 
colorate una con amido Schwartz c l' altra con b enziclina: è evidente la pre-

Fig. 3. - E lettroforesi su gel di amido d i emoglobina di axolotl. 
Metà superiore: colorazione con benzidina 
Metà inferiore: colorazione con amidosch wartz. 

senza eli due componenti eli natura cm oglobinica a differente mobilità elet ­
troforetica dei quali il più v eloce ha una n etta prevalenza quantitativa; gli 
esperimenti di cromatografia analitica su CMC hanno confermato questo 
risultato (fig. 4): a parte le proteine non emoglobinich e che em ergono con 
le prime frazioni son o infatti presenti due compon enti dei quali quello ch e 
em erge a un pH più basso ha una netta prevalenza quantitativ a . 

L a composizione in aminoacidi della emoglobina t ot ale di axolotl è 
riportata nella tabella l. È stato eseguito il ca lcolo dei r esidui eli ciascuno 

Ann. 1st. Super. Sanità (1965) l , 171-180. 
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degli aminoacidi presenti assumendo un peso molecolare di 68000 ed è stato 
trovato che sono presenti 587 residui per molecola di emoglobina, pari a 
147 residui per sub-unità, qualora si ammetta che ciascuna molecola sia com­
posta di quattro catene polipeptidiche. Nel caso della treonina e della se­
rina che vengono parzialmente distrutte durante l 'idrolisi acida i risultati 
riportati nella tabella sono st ati ottenuti estrapolando linearmente al tempo 

S. O~ 
:r 70 
Q. 

6.0 '---~-~-----~----~ 

o<{ 

o 

"' :; 

50 

I l 

100 150 200 250 300 350 

Volume efiluenle (ml) 

Fig. 4. - Cromatografia su colonna di CM -
cellulosa. 

O le rese ottenute n ei vari tempi di idrolisi ; analogo pr ocedimento è stato 
seguito per il calcolo dell' a7oto amidico. 

Nel calcolo dei recuperi della valina e della isoleucina non è stato te­
nuto conto del tempo di idrolisi di 20 h perchè, come è noto, la rottura dei 
legami p eptidici di questi aminoacidi richiede un t empo di idrolisi più pro­
lun gato. I dati riguardanti il triptofano rappresentano la media dei risultati 
ottenuti con il metodo spcttrofotometrico diretto e con il metodo della N­
bromosu ccinimide su quattro campioni. I v alori p er tutti gli altri aminoacidi 
sono stati dedotti d alla media dei risultati ottenuti n ei vari tempi di idrolisi. 

Il calcolo dei residui è stato effettuato partendo dalla media dei ricu­
peri degli aminoacidi stabili: acido aspartico, acido glutammico, glicina. 

A.nn. lst. Super. Sanila (1965) l , 171-180. 
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alanina , leucina, fenilalanina, lisina ed arginina. Sono stati calcolati i rap­
porti molari tra questi aminoacidi, ed i loro recuperi sono stati corretti in 
base ai rapporti molari calcolati: da questi valori è s tato derivato un equiva­
lente minimo molare per ciascuno degli aminoacidi stabili c la m edia degli 
eq uivalenti minimi molari ottenuti è stata impiegata per calcolare i rapporti 
molari di tutti gli aminoacidi. Il r ecupero dell' azoto è st ato calcolato par­
t endo dai valori ottenuti nelle det erminazioni eseguite con il micromctodo 
di D uMAS sulla soluzione di emoglobina prima dell' idrolisi e su aliquote dei 
vari campioni dopo l'idrolisi acida: come risulta dalla tabella il ricupero 
dell ' azoto è del101 % se si tiene conto nel calcolo anche dell'azoto contenuto 
in 7 residui di triptofano ed in 4 eme. Il recupero ponderale è stato tuttavia 
più basso essendo de11'86,97 %; questo fenomeno potrebbe essere spiegato 
con la capacità delle proteine di legare gli anioni d el t ampon e salino dura nte 
l'eluzione dalle colonne cromatografiche; bassi ricuperi ponder ali n elle ana­
lisi degli aminoacidi sono stati riscontrati anch e d a EDMUND ON e Hms (12) 
da CRAMPTON, MooRE c STEIN (13) e da LEvY, GEscnwr 'D e Lr {14) e da 
noi st essi in un altro esperimento sulla emoglobina di rana (15). Il numero 
dei r esidui, 587, non si discost a sen sibilmente da quello della emoglobina 
umana, 574, ed è praticamen te uguale a quello d ella emoglobina di rana 
esculenta, 584 (15). Tuttavia n otevoli differenze con l 'emoglobina umana 
esistono n el contenuto in amidi ed in aminoacidi basici, le amidi sono infatti 
44 nell'emoglobina di axolotl e 28 nell'emoglobina uman a, e gli aminoacidi 
basici sono r appresentati complessivamente da 107 residui n ella emoglobina 
di axolotl e da 94 n ella emoglobina umana; altre differen ze di 1·ilievo esistono 
per quanto riguarda la prolina, 14 residui, contro 28 residui n ell' emoglobina 
umana, ed il contenuto in aminoacidi solforati m etionina e c.istina, 35 r esidui 
contro 12 residui complessivi n ell' emoglobina umana. Il numero di gruppi 
SH << reattivi » trovato per l ' emoglobina di axolotl è stato in m edia n ei nostri 
esperim enti di circa 12 p er molecola . È noto ch e il problema della det ermi­
nazione d ei gruppi SH r eattivi in una proteina è piuttosto complesso, non 
esist endo un metodo sufficiente, da solo, a fornire informazioni conclusive ; 
pertanto è opportuno usare, per una st essa proteina, metodi basati su diffe­
r enti reazioni. 

N el presente esperimento con il m etodo di BoYER al p-idrossimercurio 
benzoato sono stati titolati 12 gruppi SH r eattivi e con il metodo di COLE, 
STEIN e MooRE sono stati d eterminati 12 r esidui di carbossimetilcist eina 
p er mole di emoglobina nativa. 

Gli Autori ringraziano vivamente i Sigg. LurGI MANGIONE, GIULIO 
PEccr e GIANCARLO SEVERINI per la preziosa ed intelligente assistenza 
tecnica. 

16 marzo 1964. 

.Ll.nn. 1st. Super . Sanitd (1965 ) 1, 171-180. 
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L'emoglobina di anfibi 

III. - Caratterizzazione della emoglobina di Rana esculenta: proprietà 
chimico-fisiche e composizione in aminoacidi. 

LE ONA RDO TENTORI, GEIIOLAMO VIVALDI, SALVATORE CARTA, 

ANNA M. SALVATI (*) , MAIIIELLA SOR CI N I (*) e STEFANIA VELANI (") 

Laboratori di B iologia 

Riassunto. - L 'emoglobina di Rana esculenta è s tata purificata m e­
diant e cromatografia su carbossimetilcellulosa . Sono state studiate a lcune 
caratteristich e chimico fisich e della emoproteina per la quale è stato calcolato 
un p eso molecolare di circa 68.000 , ed è stato determinato il con tenuto di 
gruppi -SH reattiv i . 

Con m etodi elettroforetici e crom a tografici l 'emoglobi na di Rana escu­
lenta è stata risolta rispetti v a men te in cinque ed in tre componcn ti omogenei. 

La composizione in aminoacidi della em oglobina totale e dei t1 e compo­
nenti isolati crom atograficamente è stata det erminata con il m etodo d i 
SPACKMAN, STEIN e MooRE. 

Summary. - The hemoglobin from adult male Rana esculenta has b ecn 
purifìed through carboxymethylcellulose chromatograph y. Some physico­
ch emical properties of the h emoprotein h ave been studied, its molecul ar 
weight, as calculated by m eans of the Sch er aga and Mandelkern equation. 
lies around 68,000 ; contents of the -SH r eact ive groups haYe b een 
determined . Rana esculenta h emoglobin h as b een rcsolved r espect ively 
into fìvc a nd three h cm e-containing homogeneous components b y s tarch 
gel electrophorcsis and by carboxym ethylcellulose chromatography . 

Aminoacid com position of unfractionated h emoglobin and of the 
three chromatographically separated components was determined b y the 
SPACKMAN, STEIN and MOORE technique. 

I dati fino ad oggi pubblicati sulla emoglobina di anfibi rigua rdano alcu ne 
caratteristich e fisico-chimiche ed alcune differ enze funzionali fra le emoglo­
bine di individui allo st adio lan ·ale e di individui adulti. 

(*) Borsista dci L~boratori d i Biologia. 

Ann . 1st . .Super . .Sanit11 (1 965} 1, 181-197. 
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La costante di sedimentazione d elle emoglobine di Salamandra macu­
losa, di Rana temporaria, di Bufo valliceps e di Bufo viridis è stata det ermi­
nata da SvEDBERG (1) e confermata per la Rana catesbeiana da RIGGS (2) 
e da TRADER e coli. (3) i quali hanno studiato anche la sedimentazione d elle 
emoglobine di R ana gry lio, di Rana pipiens e di X enopus laevis. Quest e ri­
cerch e hanno permesso di stabilire che le emoglobine studiat e hanno un p eso 
molecolare di circa 68000, e che presentano in gen ere, ad eccezione della rana 
t emporaria, un secondo componente a peso molecolare doppio e, n el caso 
del Bufo valliceps, un t erzo componente a peso molecolare quadruplo. 

Altre caratteristich e studiate sono l'assorbimento a 291 II1!-f. (4) e la mo­
b ilità elettroforetica su carta (6). 

Dal punto di vista funzionale RIGGS (1) ha m esso in evidenza che l'emo­
globina di girino di Rana catesbeiana ha una curva di equilibrio con l'ossi­
geno differ ente da quella dell'emoglobina dell'individuo adulto: ambedue 
h anno un andamento sigmoide, m a solo p er l'emoglobina di Rana catesbe­
iana adulta è possibile mettere in evidenza l'effetto Bohr. A quest e diffe· 
r en ze funzionali corrispondono alcune differen ze nella mobilità elettrofo­
retica e cromatografica, nella d enaturabili tà agli al cali , nella biosintesi, n el 
contenuto di gruppi SH-reattivi c n elle curve di sedimentazione all'ultra ­
centrifuga (6, 7, 3). 

Molto r ecentem ente BAGLIONI e SPARKS (8) hanno pubblicato uno studio 
sulla differenziazione della emoglobina della Rana catesbeiana nel quale 
vengono riportati dati sulla et erogeneità della emoglobina, sul quadro p ep­
tidico dell'idrolizzato triptico e sulle cat en e peptidiche. 

Nel presente lavoro ven gono esposti i primi dati relativi alla caratt e­
rizzazione della emoglobina di Rana esculenta adulta. 

P ARTE SPERIMENTALE 

Emoglobina. - Sono s t at e u sat e rane di sesso m aschile della sp ecie 
Rana esculenta L. Il sangue è stato prelevato mediante puntura cardiaca 
e raccolto su soluzione ACD a 4°. Gli eritrociti sono stati separati dal plasma 
per centrifugazione a 1500 x g per lO' e lavati 4 volte con soluzione salina 
isotonica 6,5 oj00 • L'emolisi è s tata ottenuta con aggiunta di 2 volumi di 
H ,O e 0,4 volumi di tetracloruro di carbonio ; la soluzione di emoglobina è 
stata separata dal coagulo gelatinoso mediante centrifugazione a 2500 X g 
per 20' e dagli stromi con una ulteriore centrifugazione a 20.000 X g per 30 ' . 
Tutte le operazioni di centrifugazione sono state eseguite alla t emperatura 
di 4°. L'emoglobina nativa così ottenuta è stata trasformata nel derivato 
cianometa (HiCN) aggiungendo 2 gocce di K 3 Fe (CN) 8 al 5 % e, dopo 15', 
due gocce di KCN al lO % · Le soluzioni di Hb nativa e di HiCN sono state 
di volta in volta controllate allo sp ettrofotometro BECKMAN r egistratore e 

A nn. / st. Super. Sanità (1965) 1, 181-197. 
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la loro concentrazione è stata determinata prelevando una aliquota di esse 
e determinandone il p eso secco dopo p ermanenza in stufa a 110o p er due 
ore; nella determinazione si tenev a conto, quando necessario, del peso secco 
dei sa li presenti nel tampone. 

Separazione della emoglobina dalle proteine non emoglobiniche presenti: 
nell'emolizzato. - È stata usata la cromatografia su colonne di carbossi­
m etilcellulosa (CMC) di l X 20 cm equilibrate con tampone fosfati 0.01 M 
pH 6.6 contenente lo 0,1 °/00 di KCN quando si operava sulla HiCN. I cam­
pioni di emoglobina opportunamente dializzati venivano adsorbiti sull a 
colonna; l 'eluzione delle proteine non emoglobiniche era completa con 75 ml 
dello s tesso t ampone fosfati p H 6,6, l'eluzione d ella emoglobina veniva allora 
ottenuta con 50 ml di tampone fosfati 0,1 M pH 7,8. Tutte le operazioni 
sono state eseguite alla t emperatura di 4 0. 

Determinazione dell'azoto. - Le determinazioni dell'azoto sono state 
eseguite con il micrometodo di D uMAS (Coleman mod. 29 Nitrogen Analyzer). 
Sono s tate usate soluzioni di emoglobina con concentrazioni tra l'l ed il 
5 %- Aliquote di 50-200 (1.1 di quest e soluzioni venivano deposte in navette 
di alluminio e portate a secco in stufa a ll0° per due ore. Dopo la d eter ­
minazione del p eso secco eseguita detraendo, quando n ecessario, il p eso d ei 
sali contenuti n el tampone, le stesse navette venivano usat e p er la deter­
minazione del contenuto in azoto . 

Spettri di assorbimento. - Gli spet tri di assorbimento son o stati deter­
minati mediante lo spettrofotometro BECKMAN registratore mod. DK2 nel 
v isibile fra 700 e 500 IDfL e nell'U.V. fra 340 e 240 IDf1. su soluzioni di Hb 
nativa in acqua e su soluzioni di HiCN in tampone fosfati 0,01 M pH 6,6 

conten ente lo 0,1 °/00 di KCN. 

Esperimenti di sedimentazione e viscosimetria (*). - Gli esperimenti di 
sedimentazione ono stati eseguiti in ultracentrifuga Spinco mod. E con solu­
zioni di HiCN, alle concentrazioni di 0,15, 0,30 e 0,50 %, in tampone fosfati 
0,1 M pH 7,2 : le corse sono st ate eseguite a 59780 rpm, a 20°, n ella cella 
standard di 12 rom ; è s tato u sato un filtro rosso per eliminare l 'esposizione 
irregolare dovuta al colore della emoglobina; le lastre fotografiche sono state 
lette con un microcomparatore. 

L e misure di v iscosimetria sono state eseguite su soluzioni di HiCN alle 
concentrazioni eli l , 1,5 c 3 % in tampone fosfati p H 7 ,2, 0,01 M alla t empe­
ratura eli 20o con un viscosimetro tipo Ostwald, a capillare allungato con 
t empo di scorrimento di 260" . 

("') Gl i esperimenti di sedimentazione sono stat i eseguiti nei Laboratori di Fisica del­
l' I stituto . Ringraziamo il prof. Mario Ageno per l 'ospitalità e la d.ssa Clara Frontali, che 
ha effettuato le misure, per la cordiale collaborazione . 

.dnn. Ist. Super. Sanità (1965) 1, 181-197. 
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Denaturazione con alcali . - Sono state usate soluzioni di HiCN alla con ­
centrazione dello 0,1 %· Il fenomeno della denaturazione alcalina è stato 
seguito con il m etodo spettrofotomet rico descritto in una precedente pubbli ­
cazione (9). 

E lettroforesi. - Gli esp erimenti di elettroforesi su gel di amido sono 
stati eseguiti con la tecnica di SMITBIES (10) con sistema di tamponi secondo 
HUISMAN (11) (t ris E DTA borato 0,03 M pH 9 per il gel e borato 0,3 M, pH 
9 per gli elettrodi) con un gradiente di voltaggio di 15 vfcm su 22 cm p er 7 h 
alla temperatura di 5° ottenuta con una piastra di Persp ex raffreddata a 
m ezzo di circolazione di acqua (12). Sono state usate soluzioni di HiC r alla 
concentrazione del 2,5 %-

Cromatografia. - Gli esp erimenti di cromatografia sono stati esegmt1 
m cam era fredda a 4° con carbossimetilcellulosa (CMC) preparata secondo 
PETERSON e SoBER (*). Sono state usate colonne di 50 x l cm equilibrate 
con tampone fosfati 0,01 M pH 6,6 conten ente lo 0,1 0 / 00 di K C . I campioni 
conten enti circa 150 m g di HiCN sono st ati dializzati contro .il suddetto 
tampone ed i l pH finale è stato corretto a 6,6 quando n ecessario. 

La soluzione dializzata è stata adsorbita sulla colonna senza applica­
zione di pressione esterna. L 'eluzion e è st ata eseguita con un gradiente con­
tinuo del pH del tampone fosfati a molarità costante con un sistema aperto 
a 3 bottiglie: ciascuna bottiglia conten eva 100 ml di tampone fosfati 0,01 M 
conten ente lo 0,1 0 / 00 di KC ; il tampone limitante aveva pH 8,0 ed era 
contenu to nelle prime due bottiglie del sist ema, la t erza bottiglia cont eneva 
il tampone iniziale a pH 6,6; il flusso costan te di IO m l per ora era ottenuto 
p er mezzo di una micropompa dosatrice. Il p rocedere del frazionamento è 
stato seguito con un apparecchio Uvicord a registrazione continua della 
trasmissione alla lunghezza d 'onda di 253 m fL; sulle frazioni di 3 ml ciascuna 
venivano det erminate la densità ottica a 415 m fL in uno sp ettrofotometro 
BECKMAN DU, ed il pH al pHmetro Radiometer PHM 23. L e frazioni corri­
spondenti a ciascuno dei componenti isolati cromatograficamente sono state 
riunite c concentrate m ediante u ltrafiltrazione prima di essere u sate p er gli 
ulteriori esperimenti. 

Preparazione della globina. - La globina è stata preparata secondo il 
m etodo di ANSON e MmsKY modificato da Rossi-FANELLI e coli. (13). A 
soluzioni d i emoglobina al 3 % in acqua, a 40, sono s tati aggiunti 40 volumi 
di acetone e in due r iprese a distanza di Yz ora, 8 cm8 di HCl N per litro di 
a cetone . Il precipitat o è stato raccolto per cent r ifugazione a -20° per 
30' a 1800 X g e lavato 3 volte con la st essa miscela a cetone -HCL Il pro­
dotto finale, essiccato, è s tato conser vato a -200. 

(*) Fornita dalla Ditta Serva - E ntwicklungslabor - lle·idclberg. 

AmL 1st. Su)>er. Swdtà (J96J) 1, 181-197. 
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Analisi degli idrolizzati. - A 0,5 - l ml di soluzione di HiCN, su una ali­
quota d ella quale era stato determinato il peso secco (mg 8-10 di proteina) 
ed il contenuto di azoto, veniva aggiunto un egual volume di HCI Mallin­
ckrodt, a punto di ebollizione costante. L'idrolisi è stata eseguita in fiale 
saldate sotto un vuoto di 10-15 x I0- 3 mm Hg in stufa a noo per 20 h, 50 h 
e 70 h; per ciascun tempo di idrolisi è stato allestito un doppio campione. 
Gli idrolizzati sono stati evaporati a secco sotto vuoto in presenza di KOH 
in gocce, a temperatura ambiente ed il residuo secco disciolto in l ml di H 20 
distillata. Una aliquota di questa soluzione è stata usata per la determina­
zione del p eso secco e dell' azoto; il rimanente è stato opportunamente diluito 
in tampone citrato 0.2 N pH 2.20; aliquote di questa soluzione venivano 
usate per la determinazione del contenuto di aminoacidi. La composizione 
in aminoacidi degli idrolizzati è stata determinata col m etodo di SPACKMAN, 
STEIN e MoORE (U) con un Aminoacid Analyzer Beckaman Spinco Mod. 120. 

Il contenuto di triptofano è stato determinato sulla proteina intera sia 
con il metodo spettrofotometrico diretto di GoonwiN e MORTON (15) che 
con il metodo della N-Bromosuccinimide di RAO e CAMA (16). 

Determinazione dei gruppi SH-reattivi . - La determinazione dei gruppi 
SH-reattivi è stata eseguita sulle emoglobine native e sulla HiCN col metodo 
di BoYER al p-idrossimercuri-bem:oato (17) e sulla emoglobina nativa con 
il metodo di CoLE, STEIN e MoonE (18), per reazione con la iodoacetamide e 
successiva determinazione della carbossimetilcisteina. 

Digestione enzimatica. - La HiCN è stata digerita completamente per 
azione di enzimi secondo il metodo descritto da HILL e ScHMIDT (19). Sono 
stati usati m er curi-papaina W orthington con attività specifica = 5, Leu­
cin-aminopcptidasi preparata da r ene di maiale secondo il m etodo di HILL e 
coli. (20) con C1 = 25 e Prolidasi preparata da rene di maiale secondo il 
metodo di DAVIS e SMITH (21) con cl = 2. Il digerito finale è stato diviso 
in tre aliquote: la prima è stata usata per la determinazione del peso secco e 
del contenuto di azoto, la seconda per l 'analisi degli aminoacidi presenti 
nell'idrolizzato enzimatico, la terza è stata sottoposta ad idrolisi con HCl 
2 N (preparato da HCl dis tillato tre volte su vetro) in tubo chiuso sotto un 
vuoto di 10-15 x Io-s mmHg in stufa a noo p er 6 ore e quindi anche essa 
analizzata per la composizione in aminoacidi. 

RISULTATI 

Il quadro della sedimentazione della HiCN totale dimostra la presenza 
di un solo compon ente con fronte di sedimcntazione apparentemente omo­
geneo e simmetrico . L e costanti di sedimenta:r.ionc sono in funzione della 
concentrazione della proteina ; sebbene il colore della emoglobina impedisca 
l 'effettuazione di misure di sufficiente precisione al di sopra di una concen-
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trazione di 5 mg per ml, mediant e estrapolazione a diluizione infinita è stato 
possibile calcolare il valore di S~o•w = 4,69. N ella tabella I sono riportati 
i valori di Szo•w relativi a lle diverse concentrazioni di emoglobina usate 
n ell'esp erimento. Le misure viscosimetrich e hanno permesso di det erminare 
la viscosità intrin seca f lJ J = 0,025. 

TABELLA 

Relazione tra la concenl.razione e la costante di sedimentazion e della emoglobina 
totale di <rana in soluzione tampone fosfati 0,1 M pH 7,2 

Concentrazione Szo•" 0/o 

o, 15 4 ,58 

0,30 4, 48 

0,50 4,34 

Il p eso molecolare della emoglobina tota le, calcolato dalla cost ante di 
sedimenta r. ione S~o•w e dalla viscosità intrinseca secondo l 'equazione di 
SCIIE RAGA e MAN DELKERN (2"2) è risultato = 68000. P er 13 è st a to as­
sunto il v alore di 2.16.106, mentre il v olume parziale sp ecifico della proteina 
V = 0,736 è s tato calcolato in base alla composizione in aminoacidi ripor­
tata nella tabella. 

Il fenomen o della denaturazione alcalina è s tato studiato adoperando 
come soluzione denaturante NaOH 0,025 N; tal e concentrazione si è dimo­
strata la più conveniente p er una migliore riproducibilit à dci dati. Una ti­
pica curva di denaturazione è rappresentata nell a ftg. l. 11 grafico non h a 

Hb n on dena tura ta 0/ 0 

~o 

IO 

6 9 IO 

Tempo in minuti 

Fig. l. - Curva di denaturazione della emoglobina di rana. 
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andamento esponenziale, p ertanto se si facesse l 'ipotesi che una emoglobina 
omogen ea si denatura con una cinetica di primo ordine si potrebbe conclu­
dere che l 'emoglobina esaminata presenta due frazioni con alcali resist enza 
diversa. 

Con gli esperimenti di elettroforesi su gel di amido è stata ottenuta la 
separazione di cinque componenti di natura emoglobinica; tre di essi pre­
valgono quantitativamente mentre il componente più rapido ed il compo­
nente più lento sono presenti in piccola quantità (fig. 2) . 

+ 

+ 

• 

F ig . 2. - Elettroforesi su gel dj amido di emoglobina di r an a in confronto con 
la emoglobina um ana. L a emoglobina umana appare in alto in ciascuna 
dell e due emisezioni della piastra di gel. L'emisezione superiore è stata 
sviluppata con benzidina, l 'emisezione inferiore con amido schwartz. 

Sebben e la maggior p arte degli es perim enti , come quello r appresen tato 
nella figura, siano st a ti e eguiti sul « p uoi )) d el san gu e di un gruppo di rane, 
alcuni esperimenti sono stati condotti sulla emoglobina proveniente da sin ­
goli individui: il quadro elettroforetico su gel di amido non ha presentato 
v ariazioni; ciò dimostra ch e la presenza dei cinque compon enti non è il r isul­
t ato dell' union e, n ello st esso campion e, di emoglobine provenienti da variet à 
diver se di Rana esculenta, n è di differ enze individuali dovute a d altre cau se. 

N ella fig. 3 è r appresentata un a tipica curva di eluzione della HiCN di 
r an a ottenuta per cromatografia su colonna di CMC con gr adiente continuo 
del pH d el t ampone fra 6,6 e 8. Le proteine n on conten enti em e ven gono 
eluite molto rapidamente dai primi 50 ml di tampone ; la loro presenza vien e 
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svelata dalla r egistra:tione della trasmissione alla lunghezza di onda di 253 
m f.l ; per chiarezza n ella figura sono rappresentati solo i valori d elle misure 
effettuate a 415 mf.l . La HiCN viene risolta in tre componenti ch e em ergono 

... 2.0 
o 
"' ~ 1.0 
o 

-c 2.0 
o 
"' 
~ 1.0 
o 

~sol 
70 ~----
soi -------------------r--~--~~------~~-

Volume effiuente (ml) 

Fig. 3. -- Curva d i eluzione della HiCN di rana da cro­
matografia su colonna di CMC . 

Il 

I B.or-------------~------------------

0 7.0b:::=::==========-_j 
< 2.0 
o ..., 
~ 1,0 
d 

50 100 150 200 250 JOO JSO 400 450 500 550 600 
m l 

Fig. 4. - Ricromatogra-fìa delle emoglobine I , II, III separate nell'esperimento 
della fig . 3. 

A nn. Ist. S uzJer. Sanità (1!!65) 1, 181-197. 



189 

a p H 7,37, 7,50 e 7,61 rispettivam ente, in rapporti quantitati vamente equi­
valenti ; il ricupero della emoglobina (determinato spettrofotometricamente) 
è di circa 1'80-85 %· 

La omogeneità cromatografica dei tre componenti separati è stata di­
mostrata con un esperimento di ricromatografia. Con opportuni tagli sono 
state raccolte separatamente le frazioni di efflu ente corrispondenti ai tre 
componenti ; dopo dialisi e concentrazione per ultrafiltrazione ciascuno dei 
t r e componenti è stato separatamente sottoposto a cromatografia sulla st essa 
colonna e nelle stesse condizioni u sate nell'esp erimento originale. I risultati 
ottenuti (fig. 4) dimostrano ch e ciascuno dei componenti si comporta come 
una sp ecie molecolare omogenea. 

Una aliquota della soluzione concentrata di ciascuno dei tre compo­
nenti è stata dializzata e sottoposta ad elettroforesi su gel di amido ; l 'espe­
rimento (fig. 5) ha dimostrato ch e i tre compon enti principali ch e ven gono 

+ + 
F ig. 5. - Elettroforesi su gel di amido delle emoglobine separate cromatogra­

ficamente. D all'alto in basso : emoglobina totale, I componente, II 
componente e III componente. Sviluppo con benzidina. 

separati mediante l ' elettroforesi corrispondono ai tre componenti cromato­
grafici ; precisamente il primo componente cromatografico corrisponde alla 
frazione principale veloce, il secondo ed il terzo corrispondono alla second a 

.4nn. I st . .Super. Sattiltì (19().)) 1, 181-197. 



190 

ed alla t erza rispettivam ente, in ordine di m obilità, delle frazioni principali 
separate p er elettroforesi; delle frazioni elettroforetiche minori, la più lenta 
è contenuta nel t er zo componente cromatografico, mentre la più veloce non 
vien e svelata nelle condizioni sp erimentali impiegate. 

L 'emoglob ina totale e le preparazioni del l , del II e del III componente 
sono state sottoposte a digestione acida e successivamente all'analisi quanti­
tiva p er il contenuto in aminoacidi, i risultati sono riassunti n elle tabelle 2, 
3, 4 e 5 rispettivamente. 

TABELLA 2 

l E:\IOGLOBINA TOTALE DI R..\XA 

l Grammi di amino· ! Residui di ~mino· Numero Xumero 
acidi acidi . del residui dei residui 

l per 100 grammi per .100 gr~mml calcolati all'intero 
di proteina di protel_na per P. :\J. ~ 68000 più vicino 

l 
l 

1 (grammi) 
l 

l l l l 
l 

Lisina 8,21 l 7,20 40,75 41 
Tstidina 11 , 22 9 ,92 52,20 52 

l N-NH2 1, 17 l 48,72 (49) 

Arginina 4, 12 3,69 17,04 17 

Asparagina 10 ,65 l 9,21 58,48 58 l 

l Treonina 3,49 ' 2,96 21,32 21 
l 

l er ina 4,05 l 3,23 28,79 l 29 
G1utamina 8,85 l 7,77 

l 
44,03 l 44 

Prolina 3,39 l 2,86 21,48 21 
l l Gli r.i na 3,89 l 2,96 l 37,95 38 

l 

9,02 l A1anina l 7.20 74, 02 74 l l 
Cistina Y2 

l 
1,08 l 0,92 6 ,18 6 

V al ina 6,50 5,50 38,06 l 38 l l l 
Melionina 0,73 0,64 3,59 l 4 l l l 
I so1eucina 3,14 l 2,71 16 ,64 17 l Leu cina 12,36 10,66 68,74 69 
Ti rosina 4,92 l 4,43 19,93 20 

l Fen ilalanina 7,06 6,31 30,48 30 
Trip1ofano 1,25 

' 
1,14 4,88 5 l 

Totale 105 ' 10 l 89,31 l l 
l l Eme l 3,63 l 3,63 l 

l l l 
ToTALE 108,73 92,94 l 

l 

Nel caso della t reonina e della serin a, che vengono parzialmente distrutte 
durante l'idrolisi acida, i risultati riportati nella tabella sono stati ottenuti 
estr apolando lin earmente al tempo O le rese ottenute n ei vari tempi di idro­
lisi; un analogo procedimento è st ato seguito per il calcolo dell' azoto amidico. 
I valori per l'asparagina e la glutamina riportati nella tabella riguardante 
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l'emoglobina totale sono stati calcolati in base ai risultati ottenuti dalla di­
gestione enzimatica della proteina e sono in ottimo accordo con il dato del­
l'azoto amidico. 

Infatti, come risulta dalla tabella 2 i valori trovati sono di 32 r esidui 
per mole per l 'asparagina e 17 residui per la glutamina ; la loro somma, 49 

TABELLA 3 

EMOGLOBINA DI RANA, PRIMO COMPONENTE 

Grammi di amino· [ Residui di "mino· Numero Numero 
acidi amda . dei residui dci residui 

l per 100 grammi per .100 grammi calcolati all'intero 
di proteina. dt proteJ_na per P . M. ~ 68000 più vicino l l (gramnn) 

l l l Li sin a 7 ,45 6,53 39,39 39 
j 

lstidina 10,72 9,48 53,20 l 53 l N-NH2 1,27 53, 7l 
l 

(54) 
Arginina 3 ,86 3,46 17,06 17 l 
Asparagina 9 ,30 8,04 53,81 54 
Treonina l 3,29 2,79 21,32 21 
Serina 4,23 3,51 32,48 32 
G lntamina 9,05 7, 94 47,41 47 
Prolina 2,80 2,36 l 18,68 19 
Glicina 3,73 2,84 38,27 l 38 
Alanina 8,60 6,86 74 ,42 l 74 

l Cistina ?'2 0,98 0,83 6,29 6 
V al ina 5,84 

l 
4,94 

l 
38,48 l 38 l 

Mctionina 0,53 0,47 2,74 l 3 l 

I sole ucina 3,20 2,76 18,78 l 19 l 

L eucina l 11 ,73 10,12 68,83 69 
Tir osina l 4,60 4, 14 19 ,49 l 19 
F enilalan ina 

l 
6,99 6,25 31,78 l 32 

Triptofano 1,57 1,43 5,99 6 
Totalr. l 99,74 84,75 l 
Eme 

l 
3,63 3,63 

LOTHE 103,37 88,38 586 

residui, corrisponde esattamente al numero di residui di azoto amidico cal­
colato m ediante estrapolazione al t empo O dei dati ottenuti nel cor so delle 
analisi degli aminoacidi. Nel calcolo dei r ecuperi della valina e della isoleu­
cina non è stato tenuto conto d ei dati ottenuti con un t empo di idrolisi di 
20 or e poichè, come è noto, la rottura dei legami peptidici di isoleucina e 
valina richiede un t empo di idrolisi più prolungato. 

I dati riguardanti il triptofano rappresentano la m edia dei risultati 
ottenuti con il metodo spettrofotometrico diretto e con il m etodo della N-

18 Ann . 1st. Super . Sanild (1965) 1, 181-197. 



192 

bromosuccinimide su qua ttro campioni di ciascuna preparazione; i due diffe­
renti m et odi hanno fornito risultati m olto omogenei. 

Il calcolo dci r esidui è stato effettuato partendo dalla m edia d t"i r ecu­
peri d egli aminoacidi stabili acido aspartico, acido gluta mi co, glicin a, ala­
nina, leucina, feni lalanina, lisina, arginina; sono stati calcolati i rapporti 

TABELLA 4 

EMOGLOiliNA or H. .\ l\'".\. "gco~Do C:O)JPONE~TE 

GL'anlnli<li A.tnino- 1 ll.csidui (.li ~mino- NuntCJ'O .:\umc1·o 
1\.ci<li l ll.Cltlt . dci l't'<idui <l<'i l'CSiclui 

per 100 14'1'A.nllll i pl'r .100 gr~llllll l (',alcolA.ti ~ll'inloro 
di prntcinl\. l dt prolct,nll por P. M. = 68000 pii1 vidno l (gl'llll11111 ) 

l 
Li ~ina 7,50 l 6, 58 39, 02 39 
lstidina 10,45 l 9,24 51,22 51 
:\'.'\'H! 1,15 l 51, 12 (51) 

l Arginina 3,65 3,27 16 , 00 16 
A sparagina 9 ,95 

l 
8 ,60 57, 07 57 

Treo•1ina 3,24 2,75 21 ,56 22 
~ erina 3,72 l 3,08 28, 00 28 
Glutamina 8,06 7, 07 41,76 .J.2 
Prolina 2,73 2,30 18,05 18 
Gli c ina 3,65 2,78 37, 17 37 
Alanina 8, 35 6.66 71,61 72 
Cistina Yz 1,28 1, 09 8,20 8 
V alina 5,55 ~ .• 70 37, 07 37 
Meti onina 0,81 o, 71 .J.. 20 4 
I solcucina 2,86 2,.J.7 16 , 68 17 
Leu~ina 11 ,68 10, 08 68,00 68 
Ti rosi n a 4,83 4.35 20, l O 20 
Feni lalanina 6, 70 5,99 30,24 30 
T r iptofano 1, 31 l , 19 4·,88 5 
To tal e 97,47 82, 91 
Em e 3,63 3,63 

TOTALE 101 , 10 86,54. 57 l 

molari fra questi aminoacidi ed i loro ricuperi sono stati corretti m base a i 
rapporti molari , da questi valori è stato dcri' ato un equivalente minimo 
molare per ciascuno degli aminoacidi stabili c la m edia degli equiv alenti 
minimi molari così ottenuti è stata impiegata per calcolare i rapporti molari 
eli tutti gli aminoacidi. 

Il r ecupero dell'azoto è stato calcolat o pa:·tcndo dai vaiori o ttenuti 
n elle determinazioni eseguit e con il microm etodo di DUMAS sulla soluzione 
di emoglobina prima d ella idrolisi acida e su ciascun campione dopo l ' idro-

. lnn. Jst. Sll/JCI'. S'm ità (1 965) 1 , l SJ-197. 
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l isi; in t utte le analisi eseguite è st ato ottenuto un ricupero oscilla nte fra il 
98 ed il 101 %· Il ricupero ponderale è stato tuttavia più basso; questo fe­
nomeno potrebbe essere spi egato con la capacità delle proteine eli legar P gl.i 
anioni del ta mpone salino durante l 'elu zione dalle colonne cromatografich e. 
Bassi ricuperi in p eso n elle analisi di aminoacidi sono st ati ugu almente 

TABELLA .5 

E MOGLOBI NA DI HANA, TERZO COMPONENTE 

Grammiùi a mino· Resitlu i di amino· l Xumét'O ~tl11lCrO 
acidi ltctdt . dci residui ùc i t·csiùui 

IICI' 10U gt·nmmi J>er. 100 gr~tnmt calcolati a ll'intero 
di pt-oLt•ina tll pt•otc•.na 

1 

per p. '\J. = 68000 più 'i'icino (grnmn u) -

L is ina 7,95 6,97 39,98 40 
is1idina 11,05 9,77 52,37 52 
-~-NI-b 

l 
0,81 -l-3 ,97 (44) 

Arginina 4,03 3,61 16,99 17 
A~paragi na 10,59 9,16 

l 
58 , 46 58 

T rconina 

l 
4,40 2,89 20 ,69 

l 
21 

. er ina 4,09 
l 

3,39 28,38 28 
Glutamina 8,41 7,38 41,97 42 
Prolina 2,95 2,49 18, 69 

l 
19 

Gli ci na 3,77 2,87 36,88 37 
A la nina 8,81 7,03 72,65 73 
Cistina Y2 1,01 0,86 6,20 l 6 
V alina 6, 29 5, 32 39,68 l 40 
Metio nin a 0,83 0,73 4 , lO 4 

I soleucina 2,87 2,48 16' 19 17 
Leuo·ina 12,49 10,78 69,86 70 
' l irosina 5,03 4,53 20,39 20 
fenilalanin a 6, 94 6,20 30,08 30 
Triptofano 1, 35 1,23 5, 10 5 l 

To tale 102,67 87, 69 
Eme 3,63 3,63 

TOTALE 106,30 91 ,32 579 l 

riscontrati anche da EDlllUNDSON e HIRs (23) , da C RA!I1PTON, MooRE e 
STEIN (2J) e da LEWY, GESCHWIND e Lr ('25). Il confronto fra la com posi­
zione in aminoacidi della emoglobina totale e dei tre componenti cromato­
grafici (tab. 2 , 3, 4, 5) dimostra una buona corrispondenza dei dati: la 
m edia dei r esidui di ciascun aminoacido presente in ciascuno dei componenti 
è infatti in ogni caso molto vicin a ai valori dei residui trovati n ella emoglo­
bina t otale; a nch e fra i tre componenti non si osser vano differenze sen sibili 
n ella composizione in aminoacidi, solo il primo si discosta in qualch e modo 
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dagli al tri due poichè presenta un più basso contenuto di acido aspartico, 
ed un maggiore contenuto di serina, di acido glutammico e di isoleucina; 
il secondo componente contiene una maggiore quantità di cistina: la scar­
sezza di materiale non ha permesso di controllare il dato m ediante la analisi 
dopo ossidazione con acido p erformico. 

TABELLA 6 

GLOBINA DI RA.N'A 

l 
Grammi eli a mino· t Residui <!i ~mino- Numero :Numero 

' 

RCidl dei residui d ei residui . acidi per 100 gr·ammi 
per 1 00. gr~mmi di proteina calcolati a ll 'intero 

eli protema l (grammi) per P - M. = 68000 più vicino 

l l 

l l Lisina l 8, 17 7, 16 40,90 41 
lstidi na 11 , 18 9,88 52,74 l 53 l 

- -H~ 

l 
0, 90 48,92 

l 
(49) 

A r ginina 4,04 3,62 16 ,97 17 l 
Aspar agi na 

l 
10,22 8,84 56, 10 

l 
56 

T r eonina 3,65 

l 
3,10 21,23 21 

l Serina 

l 
4,32 3 ,58 28,96 29 

G lutamina 8,87 7,78 

l 
44,05 

l 
44 

Prolina 3,03 l 2,56 19 , 24 19 l 
Glicina 3 ,73 2,84 

l 
36,38 

l 
36 

A lani n a 8,69 l 6,93 70 ,06 70 
Cistina Yz 1,06 0,90 l 6,42 6 

l 

V alina l 5,88 l 4, 93 37,64 l 38 l Me ti o nina 

l 
0,73 0, 64 

l 
3,54 

l 
4 

I soleu cina 2, 98 2,57 17,19 17 

l Leu cina l 12,34 10 ,65 l 68,69 69 
Tirosina 4,98 4,48 20,04 20 
Fenilalanina l 6,83 6,10 l 29,82 30 l 
Triptofa no 1, 21 1, 10 

l 
4,51 5 

Totale l l Eme l l l T orALE 102, 81 87,66 575 

La composiZIOne in aminoacidi è st a t a an ch e determinata su campioni 
di globina preparati dalla emoglobina totale di rana e sottoposti a digestione 
acida; i risultati ottenuti sono riportati nella t abella 6; il paragone con i 
dati relativi alla emoglobina totale dimostra un buon accordo fra i risultati 
delle due differenti analisi. Le differenze più sen sibili riguardano acido aspar­
tico, prolina, glicina, alanina; tuttav ia è da tener presente ch e la globina 
di rana si risolve in almeno quattro componenti sotto l 'azione dell'urea (2G), 
è quindi presumibile ch e la corrispondente emoglobina, come tutte le emo-

A nn. 1st. S u per. Sanità (1965) 1, 181-197. 
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TABELLA 6 

Numero 
del residui 

l all'Intero 
più vicino 

l 

41 l 
53 l 

(49) l 
17 l 
56 

l 

l 
21 l 29 l 
44 l 
19 l 
36 
70 
6 

38 
4 

17 
69 
20 
30 

5 

575 
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globine conosciute di vertebrati , sia composta di quattro sub-unità, proba­
bilmente u guali a due due. In questo caso la sola differenza significativa nella 
composizione in aminoacidi fra la globina e l'emoglobina riguarderebbe la 
alanina, infatti per questo aminoacido risultano 74 r esidui p er la emoglobina 
e 70 residui per la globina, corrispondenti alla differenza di l r esiduo per 
sub-unità ; in tutti gli altri casi le differenze si risolvono in frazioni di r esiduo 
per sub-unità . 

Differ enze di questa entità n ella composizione in aminoacidi delle emo­
globin e e delle corrispondenti globine sono riportate in letteratura (27). 

È noto che il problema della de terminazione dei gruppi SH-reattivi 
in una proteiua è piuttosto complesso non esist endo un metodo s ufficiente 
da solo a fornire informazioni conclusive : è p ertanto opportuno usare sulla 
stessa proteina metodi basa ti su differenti reazioni. 

Nel presente esperimento con il metodo di BOYER al p-idrossimercuri­
benzoato sono st ati titolati 3,6 gruppi SH reattivi per la emoglobina nativa 
e 3,7 gruppi SH r eattivi per la cianometaemoglobina; con il metodo di CoLE 
STEIN e MooRE sono stati det erminati 3.3 residui di carbossimetilcistcina p er 
mole di emoglobina nativa. 

DISCUSSIONE 

L 'emoglobina di Rana esculenta adulta è una emoprotcina a contenuto 
di azoto, calcolato sulla base della compos izione in aminoacidi, del 17,44 % 
e con un p eso molecolare di circa 68000. Gli esperimenti di sedimentazione 
hanno m esso in evidenza un unico componente a costante di sedimentazione 
S~o•w = 4,69 in accordo con i dati riportati da SvEDBERG per la Rana tem­
poraria; p er quello ch e riguarda il peso molecola r e di circa 68000 es.iste ac­
cordo completo fra i vari dati riportati in letteratura per gli individui adulti 
di Rana catesbeiana, Rana grilio, Rana pipiens e Rana temporaria. 

Il calcolo dei residui d i aminoacidi presenti nella molecola di questa 
emoglobina h a m esso in evidenza ch e il numero totale di questi è assai vicino 
a quello della emoglobina umana; del r esto dai dati riportati in lettera tura 
risulta che il numero totale di r esidui di aminoacidi p 1·esenti nelle em oglo­
bine di differenti classi di vertebra ti è sensibilmente cost ante ; evidentement e 
il numero total e di r esidui è una caratteristica costante della molecola delle 
varie emoglobine, indipendentem ente dal contenuto di ogni singolo amino­
acido che, al contrario, presenta a volte notevoli variazioni da una classe 
all' altra. Il maggiore contenuto di azoto c così pure il maggiore peso mo­
lecolarc della emoglobina d i rana rispetto a quella umana son o dovute 
al maggiore contenu to di aminoacidi basici . 

L'emoglobina di Rana esculenta a dulta è costituita da almeno cinque 
componenti dimostrabili all'elettroforesi su gel di amido; l'esame visu ale 
delle piastre colorate permette di distinguere, fra questi, tre componenti 
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maggiori e due componenti minori a,·enti uno la pitt al ta ed il secondo la 
più bassa mobilità clettrofore tica; CmEFFI e coll. (30) hanno trovato nella 
emoglobina di RanG esculenta adul ta solo due componenti ; queste differenze 
possono essere dovute al fatto che non è s tata usata la s tessa tecnica negli 
esper imenti di elettroforesi. 

ella Rana ;;atesbeiana adulta sono stati descritti recentemente (8) 

qua ttro componenti separati mediante elettroforesi su gel d i amido e su 
blocco di amido; dai dati finora acquisiti risulter ebbe che l'emoglobina del 
genere Rana presenta una maggiore eterogeneità rispetto a tutte le emoglo­
bin e di vertebrati fino ad ora descritte, ed anche ri spetto alle emoglobine 
di altri anfibi sia a nuri ch e urod eli ; infatti n el Rospo sono presenti due fra­
zioni elettroforctich e (28) e nell ' Ambystoma tigrinum due frazioni n ell' indi­
v iduo allo stadio n co tcnico e tre nell 'individuo adulto (29). 

Gli esperimenti eromalogra fici h anno m esso in evidenza tre componenti 
corrispondenti a i tre componenti maggiori eparati per elettroforesi ; r in­
tervall o di pH che permette l 'eluzione di questi componenti è piuttos to ri­
stre tto essendo compreso, nelle presenti condizioni sperimentali, fra pH 
7,3 e pH 7,7 ; non è quindi stato possibil e ottenere una netta separazione dei 
tre componenti poichè le code elci picchi risultano sov1·apposte ; è probabile 
ch e l' eluzione dei due componenti m inori osser vati negli esperimenti di elet­
troforesi venga appunto nascos ta nelle regioni della cuna di eluzione com­
presa f1·a i picchi principali; il componente minore più lento viene in fa t ti 
m esso in evid enza sottoponendo ad elettroforesi su gel di amido i'l terzo 
componente cromatografico ; non è stato invece possibile localizzare il com­
pon ente minore più veloce, la cui scomparsa potrebbe essere dovuta alla 
b assa concentrazione n ella qual e esso è contenuto nella emoglobina totale ; 
tuttavia esso potrebbe essere cluito con le primissime frazioni del primo com­
ponente cromatografico che, data la loro bassa concentrazione, non sono 
state riunite alle altre, o potrebbe essere compreso nei vasti t agli che è stato 
n ecessario compiere n ella zona d i sovrapposizione delle cod e p er evitare 
una eccessiva contaminazione fra un componente e l'altro. D 'altra parte 
non è stato possibile tentare di migl iorare la separazion e dei componenti 
aumentando la temperatura alla quale gli esperimenti venivano effettua ti , 
poich è la facile denaturabi lità della proteina non p erme ttev a di operare al 
di sopra dei 4o. L'omogeneità dei tre prin cipali componenti è stata comunque 
dimos trat a sia mediante la ricromatografìa di essi nelle stesse condizioni spe­
rimentali, sia dal fatto che ciascun o di essi è elettroforeticam cnte omogeneo 
e presenta una differente mobilità su gel di am ido. Q uesto comportamento 
ele ttrofor etico fa ritenere probabile ch e la separazione su CM-cellulosa dei 
componenti della em oglobina d i Rana esculenta sia alm eno in p arte dovuta 
a clifl'erenze di carica; in effett i esistono d ifferenze , sia pure lievi , n el conte­
nuto in amidi e nelle composizioni in a m in oacidi dei tre componenti . 

• l nlt. l sl. SutJtr. Scwil<i ( J!JG.J) 1, 1~1-197 . 
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N ella emoglobina di R ana catesbeiana adulta son o state messe in evidenza 
tre ca ten e pcptidiche {8); nell'emoglob ina d i R ana esculenta è stat o invece 
possibil e mettere in evid enza la pr esenza di almeno qu a tlro cat ene polipep­
tidich e, le esperienze su q uest o argomento sono tuttor a in corso allo scopo 
di chiarire con una analisi chimica più dettagliata i rapporti che queste catene 
assumono fra loro n ella molecola delle varie emoglobine di Rana esculenta. 

Gli A utori ringraziano v ivam ente i Sigg . L uiGI MANGIONE, GIULIO P ECCI 
c GIANCARLO SEVERINI per la preziosa ed in telligente assistenza tecn ica. 
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