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Riassunto. - · Si descrive uno spettrofotometro a due lunghezze d'onda 
(double-beam) basato sull'uso di un amplificatore selettivo sensibile alla fase. 
Tale apparecchio permette di misurare variazioni di estinzione fino a 10·3, 

ancht> in presenza di blank 500 volte superiori. 

Sono mostrat e alcune applicazioni dell'apparecchio descritto alla deter
minazione del nicotinammide-adenin-dinucleotide, del citocromo C, dell'alcool 
deidrogenasi e della succinico-deidrogenasi. Con questa tecnica i metodi spet
trofotometr ici c colorimetr ici raggiungono sensibilità dello stesso ordine di 
grandezza dei metodi fluorimetrici, permettendo di misurare quantità di so
stanze dell'ordine di 1Q·9 moli. Sono discussi i vantaggi della tecnica a due 
lunghezze d'onda che, permettendo di eliminare l'interferenza di blank molto 
alti, può trovare applicazione in molti campi analitici. 

Summary. ( Double-beam spectrophotometer base d o n the use of a phase-sen

sitive, lock-in amplifier). - A double-beam spectrophotometer based on the 
use of a phase-sensitive, lock-in amplifier is described. The generai scheme 
and principle of operation are shown in Figs. l to 3. The back-ground noise 
of the instrument corresponds to an extinction of 5.10·4 (Fig. 4) so that exlin 
ction changes as low as 10·3 can be measured in the presence of a blank 500-
times higher. 

The use of the instrument for the determination of cytochrome C (T ab le l, 
Fig. 5), nicotinamide-adenine-dinucleotide (Fig. 6), alcohol dehydrogenase 
(Fig. 7) and succinic dehydrogenase (Fig. 8), in the presence of different blanks, 
shows that the high sensitivity allows determinations otherwise impossible 
with conventional t echniques. 

By t h is technique spectrophotometric and colorimetric methods can reach 
the sensitivity of fluor imetric methods (CHANCE, 1951 a; b; 1954; 1959) 
allowing the determination of down to 10·9 moles. The advantages of t he te-
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chnique are discussed, showing that the elimination of the interference of 
very high blanks can eliminate complex purification procedures in analytical 
methods, specially in the medicai and pharmaceutical field. 

La spettrofotometria a due lunghezze d'onda (double-beam) fu introdotta 
da Chance e collaboratori (CHANCE, 1951 b; 1954; 1959 ; CHANCE & WILLIAMS, 
1955), per misurare le variazioni di assorbimento prodotte dall'ossidazione 
e riduzione dei pigmenti respiratori in sospensioni di mitocondri o in tessuti. 
Questa tecnica permette infatti di misurare piccolissime variazioni di assor· 
bimento anche in soluzioni o sospensioni molto torbide. In quest o tipo di 
soluzioni, con un normale spettrofotometro a raggio singolo, non è possibile 
distinguere le variazioni di estinzione, prodotte dal cromoforo che si vuole 
misurare, da quelle non specifiche, prodotte da variazioni della torbidità del 
mezzo. 

Anche con gli apparecchi a doppio raggio in cui una celletta contiene il 
campione da misurare e l' altra il blank, la compensazione è assai difficile 
quando la torbidità del mezzo è molto alta. In questo caso infatti, differenze 
anche piccolissime nelle due cellette possono determinare variazioni aspecifiche 
di assorbimento, dovute a piccole variazioni percentuali della torbidità, mag
giori delle variazioni specifiche che si vogliono misurare. 

Nella t ecnica a doppia lunghezza d'onda, due raggi di luce provenienti 
da due monocromatori sono inviati, alternativamente, su un' unica celletta 
contenente il campione e quindi su una fotocellula. I due monocromatori sono 
regolati uno sulla lunghezz\ d'onda À10 corrispondente al massimo di assor
bimento del cromoforo da misurare, l' altro ad una lunghezza d'onda 1.1 cor
rispondente ad un punto isosbestico, cioè dove l'assorbimento del cromoforo 
non cambia durante la reazione. Si misura la differenza EÀ1-E).1 tra l'estinzione 
del campione alla lunghezza d'onda À 1 e quella alla lunghezza d'onda 1.1 • 

Supponendo di avere una celletta contenente una sospensione con estinzione 
E).1 ed E1., alle due lunghezze d 'onda, e che una reazione produca una varia
zione LlE, aspecifica, uguale ad entrambe le lunghezze d'onda, ed una LlEÀ1 

dovuta ad una variazione del cromoforo, dopo la reazione le estinzioni sa
ranno: 

E\ 1 = E1.1 + LlE + LlE).1 ; E \ 1 = E1., + LlE. 

In uno spettrofotometro a raggio singolo la differenza misurata sarebbe : 

E\1 - E1.1 = LlE + LlE1.1 • 

In uno spettrofotometro a doppio raggio LlE potrebbe essere eliminato 
m ettendo una celletta di riferimento in cui siano contenuti tutti i reagenti 
tranne il cromoforo da misurare, ma questa procedura è soggetta all'errore 
descritto sopra. 
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In uno SJ.Wtlrofotometro a doppia lun ghezza d 'ondu prima della rrazion.· 
SI avrà : ~E' = EÀ, - E ),2 

e dopo la reazion<' : 

~E" = (Eì" + ~E + ~EÀ,) - (E),2 + ~E) = E),, + ~E).. , - Eì,2 

La difrerenza dt'lla misura fra prima e dopo la reazione' sarà quindi : 

~E" - ~E' = (Eì,, + ~Eì" - EÀ.) - (E),, - E)..2 ) = ~Ei., 

Come si Yedl' , mentre con la t ecnica convt'nzional l' si pote, ·a difficilmentt· 
discriminar~· tra la variazione di estinzione specifica e quella aspecifica , con la 
t ecnica a doppio raggio tale distinzione è automatica. I vantaggi di quest a t ec
nica sono quindi grandissimi c permt'ttono inoltre di aumentare notevolmcntt· 
la sensibilità e la specificità del metodo spettrofotomctrico (CHANCE, l 959) . 

Uno spettrofotometro a doppio raggio a doppia lunghezza d 'onda è in 
commercio, prodotto sul disegno originale di B. Chance (American Instru
mcnt Co., SiJver Spring, Md., U.S.A.) 

Nel presente lavoro viene descritto un apparecchio m esso a punto allo 
I stituto Superiori' di Sanità, basato su un amplificatore selettivo sensibill' 
alla fa se, che può misurare variazioni di cstiQ.Zionc dell'ordine di 10·•. Se n t> 

descrivono le prestazioni cd alcune applicazioni al campo della biochimica 
analitica . 

DESCRIZIONE DELL'APPARECCHIO 

Parte ottica. 

La Fig. l mostra lo schema ottico dell 'apparecchio. La lampada al tung
steno da 25 W è alimentata da uno stabilizzatore transistorizzato che fornisct• 
6 V stabilizzati all' l 0 / 00 con una corrente di 6 A (M. FRANK, comunicazioni' 

F ig. l. - Schema ottico dell'apparecchio . 
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personale). L ' immagine del filamento della lampada è messa a fuoco m ediante 
gli specchi convergenti S, e S2 sulla fessura di ingresso dei due monocromatori 
a reticolo M, e M2 (D292, Hilger e Watts, Londra, Inghilterra). La luce uscente 
dai due monocroma tori è m essa a fuoco nei punti C, e C2 dalle lenti L

1 
e L

2
• 

Nel piano C, -C2 è posto una diaframma rotante il cui asse di rotazione è 
spostato verso il basso rispetto ai punti C1-C2 , così da trovarsi al vertice di 
un settore di 90° sui cui lati giacciono C, e C2 • In questo modo il diaframma 
rotante interrompe alternativamente l'uno o l'altro raggio. Dopo il diaframma 
il sistema di specchi S3 , S4 , S~, S8 fa convergere i due raggi sulla vaschetta V. 
La luce che ha attraversato la vaschetta cade su un fotomoltiplicatore del 
tipo << Head on n (6542 A RCA). 

Parte elettronica. 

La corrente che esce dal fotomoltiplicatore è proporzionale alternativa
m ente all'intensità della luce proveniente dai monocromatori M, e M2 , secondo 
la posizione del diaframma. Quando le due intensità sono uguali la corrente è 
continua. Quando le due intensità sono differenti, si ha sovrapposta al segnale 
continuo una componente alternata, sincrona con la velocità del diaframma, 
la cui ampiezza è proporzionale alla differenza di intensità dei due raggi (Fig. 2) 
La fase di tale componente alternata si sposta di 180° quando si passa dallo 
s tato in cui 1).1 > 1).2 a quello in cui IÀ2 > IÀ, (dove IÀ è uguale all'intensi tà 
di luce alla lunghezza d'onda À) . La placca del fotomoltiplicatore è collegata 
<·on l'ingresso di un amplificatore selettivo, accordato, sensibile alla fase (lock-in 

• 

I 

t 
Fig. 2. - Componente alt ernata della corrente (l) a ll' uscita del fotomoltiplicatore. 1).

1 
ed 

lÀ•• intensità di luce a lle lunghezze d'onda ).1 e ).2• 

amplifier, moùello JB-4, Princcton Applied Research, Princeton, New Jcrsey, 
U .S.A.) (Moon, 1962) . Tale amplificatore viene guidato con una corrente al
ternata di riferimento a frequenza fissa. Applicando all'ingresso dell'ampli
ficatore un segnale, viene amplificata solo quella parte di esso la cui frequenza 
è uguale a quella Jella corrente di riferimento. In tale modo viene eliminata 
gran parte dci disturbi e del rumore di fondo che sono dispersi su una banda 
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di frequenze molto ampia. Il segnale di riferimento deve perciò avere la st essa 
frequenza con cui l' informazione è contenuta nel segnale, nel nostro caso quella 
del diaframma rotante. Esso è stato ottenuto mediante un interruttore ro
tante montato sull'asse del motore del diaframma C (Figg. 1,3), che interrompe, 
in sincronismo con le luci dei due monocromatori, la corrente provenienti' 
da una pila, generando una corrente alternata della desiderata frequenza <' 

fase. L'amplificatore fornisce all'uscita una corrente continua positiva o n e
gativa a seconda della fase del segnale di ingresso. Questa corrente guida un 
registratore Speedomax H (Leeds & Nortbrup Italiana, Milano, Italia) a i 
cui capi è posta, in parallelo al segnale, una resistenza di 10 Q per il necessario 
aggiustamento di impedenza. Lo schema generale di tale disposizione è mo
strato nella Fig . 3. In questo modo, regolando all'inizio la apertura dei dut' 
monocromatori in maniera da non a vere componente alternata n el segnai t' 
(1ì.1 = IÀ2) , qualsiasi variazione di estinzione del campione ad una delle du(' 
lunghezze d 'onda, che non sia compensata da una uguale variazione all' altra 
lunghezza d'onda, provoca la deflessione dell ' indice del r egistratore. Poich è 
l'amplificatore è sensibile alle variazioni di fase, un aumento di estinzione 
alla lunghezza d'onda À1 , provocherà uno spostamento dell'indice del regi
stratore in direzione opposta a quella provocata da un aumento di estinziont· 
alla lunghezza d'onda À2 • • 

Fig. 3. - Schema generale del sistema di amplificazione. Ref. canale di riferimento. 
Seg. = canale del segnale. 

PRESTAZIONI 

L'amplificatore sensibile alla fase da noi u sato ha un guadagno di circa 
10.000. La deflessione a fondo scala del registratore corrisponde ad una in
tensità della componente alternata della corrente del fotomoltiplicatore di 
1.10·8 A. Questa corrente è prodotta ad esempio da una variazione di estin
zione di 1.10-2 a 458 IDf-1. con una ampiezza di banda di 2 mf-1. ed un potenziale 
applicato ai dinodi del fotomoltiplicatore di 1000 V. In quest e condizioni, 
variazioni di estinzione dell'ordine di 10'3 sono fa cilmente misurabili e il 
limite della sensibilità dell'apparecchio è dato solo dall'ampiezza del rumore . 

L'uso della tecnica dell'amplificatore selettivo accordato, con rivelatore 
sensibile alla fase, permette di migliorare notevolmente il rapporto segnale/ru-
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more, in quanto, come già detto, il rumore è disperso su una banda di fre· 
quenza molto ampia e pertanto non viene aJ!lplificato. Per aumentare la sen
sibilità dell' apparecchio si può agire aumentando la luce proveniente dai due 
monocromatori, evidentemente a discapito della monocromaticità, o aumen
tando il potenziale applicato ai dinodi del fotomoltiplicatore, con conseguente 
aumento del rumore di fondo. In ambedue i casi si ha che variazioni sempre 
più piccole di estinzione corrispondono alla stessa intensità della componente 
alternata, quindi alla stessa deviazione del registratore, mentre aumenta la 
intensità del rumore di fondo . . Nella Fig. 4 è mostrata la registrazione del 

-+- I•WX!a 
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' · ~0011 
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Fig. 4. - Registrazione del rumore dello strumento. La registrazione è stata eseguita con 
i due monocromatori regolati a 550 IDf.L, con una ampiezza di banda di 2 IDf.l. ed 
a varie sensibilità (S), 

rumore di fondo che si ha a 550 m!L con una ampiezza di banda di 2 m!L a 
diverse sensibilità. Da tale figura si deduce che in queste condizioni il rumore 
di fondo corrisponde ad una variazione di estinzione di circa 4 .10-•. Si possono 
perciò misurare con una precisione del 10 % variazioni di estinzione di 10'3 

e con precisione dell' l %variazioni di estinzione di 10·2 • Calcolando ad esempio 
un coefficiente di estinzione molare EM di 10.000 cm'1/mole, e di eseguire la 
misura con l ml di soluzione, tali variazioni corrispondono rispettivamente 
a IO·•o e 10·• moli di sostanza. 

Variazioni di estinzione dell'ordine di 5.10·• sono ancora apprezzabili 
quando si voglia una det erminazione solo qualitativa. 

APPLICAZIONI 

Materiali e metodi. 

Il citocromo C e l'alcool deidrogenasi usati in questo lavoro erano della 
C. F. Boehringer , Mannheim, Germania. Il nicotinammide-adenin-dinucleotide 
(NAD) era della Pabst Brewing Co., Milwaukee, Wis. U.S.A. L'acido succinico 
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della B. D. H. Ltd, Londra, Inghilterra. Il ferricianuru e ra ùclla casa Ciba , 
S.p.A., Zurigo, Svizzera. L'inchiostro di china era un prodotto eommercialr. 

Le misure sul citocromo C venivano eseguite m ettendo la soluzione da 
esaminare nella celletta e azzerando lo spettrofotometro . Si aggiungevano 
quindi alcuni cristalli di idrosolfito di sodio e si misurava la deflc·ssione dello 
indice del r egistratore. 

La riduzione del NAD con alcool deidrogenasi è stata eseguita con t ecnica 
standard. I dettagli sono in calce alla figura . 

La determinazione della succinico-deidrogenasi è stata eseguita con fcr
nctanuro secondo SLATER & BoNNER (1952). l dettagli sono mostra ti nella 
figura. 

Risultati 

Nella Tabella l sono riportate le variazioni della differenza (E647, 6 -Em ) 
lette sul r egistratore, provocate dalla riduzione con idrosolfito di soluzioni di 
citocrono C a differenti concentrazioni. Le misure sono state eseguite in pre
senza di quantità variabili di inchiostro di china. In queste condizioni la va
riazione dovuta al cromoforo era molto piccola, mentre il blank era m olto 
a lto. I valori letti per soluzioni di citocromo C fi~o a 1,5.10-7 M, non erano 
influenzati da una concentrazione di inchiostro di china fino ad una estinzion1· 
di 1,5 e si può ottenere una lettura ragionevole anche p er la soluzione 6,3 .l0-8M 

l 

TABELLA 1. 

Influenza della concentrazione di Inchiostro di china sulle variazioni 
di (E64 7o5-E630 ) provocate dalla riduzione con Idrosolfito 

di soluzioni di citocromo C a varie concentrazioni 

Variazio ne di (E
647

,
5 
-~:630 ) espresse In 

(lJvision l dc ll'iJldicc dol reglstmto r<' 

t:onccntmziono del citocromo c 
SeDZI\ 

l 
Ccu Inchiost ro di china a vario 

Inc hiostro 
estinzioni 

ùi c hina E - 0,5 l Jo: ~ l l F~ ... 1,5 

3,15 10-•M 124 - - -

1,57 10-6M 62 62 62 62 

6,31 10-7M 24 23 26 25 

3,15 10·7M 12 13 12 12 

1,57 10-7M. 6 8 6 7 

6,31 10-8M . 3 3 3 2 
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t• ht· produci:' una -.aci azione di estinzione di 10·:1, pari a una 'arwzwne dt·lla 
trasmittenza di 0,3 °~ , mentre il blank assorbe il 97 % della luce. La Tabellu L 
mos tra anchl' la lilll'arità dellt:: letture in .un vasto campo di con ct>n
tra :r.ioni . 

N t·lla .Fig. 5 è mostrato lo spettro costruito per punti di una solu zione di 
l'itocromo C 3,2 · L0'6 M eseguito con larg hezza di banda di 0,5 m r..L. La massima 
variazione di es tin zione prodo tta dalla soluzione a 550 IDf..L er a di 5 · 10'2 • 

Da 4uest a figura si può vedere come, malgrado l'alta sensibilità, la risoluzioni' 
d t>ll ' apparecchio sia buona. 

Fig. ·' · 

0,04 

0,03 

0,02 

LUNGHlZZA b'OHOA m)' 

De te rminazione dello ,peltro d e l citocromo C, costrui to per pu nti, di 1111a ,oluziuu c 
:1,2.] 1)-6 \1 , COn la rghezza J j banda di 0,5 lll !L· 

~ella F ig. 6 è mostrata la Ya rra:r.wnt• di E misurata t ra 340 t' 400 lll fL 

pro\ocata da aggiunte successive di 7,5.10'9 mo li di NAD a una solu :r.iont' 
t·ontt•nt•n te 20 f..L I di a lcool etilico e 20 f..Lg di a lcool deidrogcna~i in 2 rnl d i 
tampone fos fati 0,1 M, pH 7,4. Ogni aggiunt a corris pond eva ad un a \'a ri a
:r.ionf' di estinzione d i 2,2 .1!)-2. T n B la soluzione t•on te 1wva inchiostro d i ehina 
fino ad una 1·st inzione d i 0,5 . 

Nt'lla Fig . 7 lo st t•sso sis tem a è stato usa to JH' r la dt>tl'rminazione dt•ll'l'n
zima {alcool tlcidrugt'nasi) in un t•strallo di lit·\ itn a trt• diluizion i tl in·rSt'. 
Come si può n•df' rt' la penden za dt>lla curva è proporziona le all 'in vt' rso della 
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diluizione. I valori ottenuti corrispondevano ai dati ottenuti con uno spettro
fotometro Cary, con un estratto da 10 a 40 volte più concentrato. 

Nella Fig. 8 è mostrato un esempio di det erminazione della succinico-dei
drogenasi in due estratti di lievito. Come si vede, l 'aggiunta di succinato al 
sistema (curva A) provoca una variazione molto netta della p endenza, da cui 

A 

NA J 
7.5· 'l:f0

MOLI 

B 

NAO 
7,5·1<f

0
MOLI 

t 
E=0.013 

• 

- lnun -

l 
E: 0.013 

l 

-trnn -

Fig. 6. - Determinazione di nicotinammide-adenin-dinucleotide (NAD) con alcool e alcool 
deidrogenasi. La miscela di reazione conteneva 20 !J.I di alcool etilico e 20 !J.g di 
alcool deidrogenasi in 2 mi di tampone fosfati 0,1 M, p H 7 ,4. Nei punti ind icati 
si aggiungevano 5 !J-1 di una soluzione 1,5 · 10-8 M di NAD. In B la soluzione conte
neva inchiostro di china per dare una estinzione di 0,5. I monocromatori erano 
regolati a 340 e 400 ID!J.· 

si può misurare la presenza dell'enzima in pochi minuti. Per controllo la curva 
B è stata ottenuta con un estratto di lievito cresciuto in anaerobiosi e che 
perciò non conteneva la succinico-deidrogenasi (SLONIMSKY, 1953). 

A nn. 18/. Super. Sanità (l '166) 2, 434-445 . 
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Fig. 7. - Determinazione dell'alcool deidrogenasi in estratto di lievito. La celletta conteneva 
SO fLl di estratto e 1,S fLM di nicotinammide·ndenin-dinucleotide (NAD) in 1,7S mi 
di tampone fosfati 0,1 M, pH 7,4, Nei punti indicati si aggiungevano 0,1 ml di 
alcool etilico. La curva A è stata ottenuta con un estratto diluito 2000 volte, 
la B con un estratto diluito 4000 volte e In C con un estratto diluito 8000 volte, 

MISCElA 01 
REAZIONE 

l 
A 

SVCtiNATO 

' E: 0,005 
l 

MISCELA 01 
REAZIONE 

~UCC INATO 

Fig. 8. - Determinazione della succinico-deidrogenasi in estratti di lievito. La miscela d 
reazione conteneva 0,2 ml di estratto, SO fJ.l di una soluzione O,OS M di ferricianuro, 
e 1,65 ml di tampone fosfati 0,1 M, pH 7,4. ei punti indicati si aggiungevano 
0,1 ml di succinato 0,5 M. I monocromatori erano regolati a 420 e 400 llltJ.· A) 
lievito cresciuto in aerobiosi, contenente succinico-deidrogenasi. B) lievito cre
sciuto in anaerobiosi, non contenente succinico-deidrogenasi. 

DISCUSSIO E 

L 'uso della spettrofotometria a due lunghezze d 'onda, nello studio della 
ossido-riduzione dei citocromi, è stato discusso in una serie di lavori da Chance 
e collaboratori (vedi CHANCE, 1954). Oltre al primo apparecchio descritto da 
CHANCE (1951 a), la AMINCO di Silver Spring produce un apparecchio 
sullo stesso disegno. Recentemente RIKMENSPOEL (1965) ha descritto un appa-
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r ecchio che può funzionare sia come spettrofotometro a doppio raggio, che a 
doppia lunghezza d'onda. 

L'apparecchio descritto nel presente lavoro è stato costruito con pezzi 
acquistati dal commercio e richiede il minimo di montaggio. 

La sensibilità massima ottcnibile con la tecnica della doppia lunghezza 
d'onda è limitata praticamente solo dall'ampiezza del rumore di fondo, cbt· 
in questo apparecchio è molto ridotto dall'uso dell' amplificatore selettivo . 
Come è stato mostrato infatti, il rumore è ridotto a valori corrispondenti ad 
una estinzione inferiore a 5.10·•, che rappresenta quindi anche il limite di 
sensibilità dello strumento . 

Poichè la misura si esegue con 2 ml di soluzione, una sostanza con un 
coefficiente d i estinzione molare di 104 cm·1 moie-1, che è abbastanza 
comune, si può det erminare con meno di I0·9 moli. 

La sensibilità di questa tecnica si può p erciò paragonare favorevolmente 
con quella dei metodi fluorimetrici. 

]ACOBSON & AsTRACHAN (1957) ad esempio, usando il metodo fluori
metrico (CIOTTI & KAPLAN, 1957) misuravano fino a Io-e moli di NAD in un 
volume totale di 8 mi. Negli esempi riportati quantità dell'ordine di 7,5 · 10·9 

moli di NAD sono state misurate con estrema facilità e precisione, anche in 
presenza di un blank 25 volte superiore. Analogamente per il citocromo C si 
è potuta misurare una soluzione 1,5 · I0·7M in pr~senza di un blank con estin
zione di 1,5. Tale soluzione contiene in 2 mi 3 · 10'8 moli di citocromo C che 
per riduzione danno una variazione dell'estinzione di 3 · 10'3 • Il blank era p er
tanto in questo caso 500 volte superiore alla quantità da misurare. 

Dai dati riportati per il citocromo C si può vedere come la risposta del
l' apparecchio, benchè registrata in trasmittenza, sia lineare in un vasto campo 
di concentrazioni . 

Infatti, poichè alle concentrazioni c con la sensibilità usate le variazioni 
di trasmittenza sono inferiori all'l %, i termini superiori dello sviluppo in 

lo 
serie della funzione log I che è lineare con la concentrazione possono essere 

lo ~ I 
trascurati. Si ha pertanto ch e log I = 0,434 ~ (CHANCE, 1951 a), per 

cui il valore della trasmittenza è proporzionale alla concentrazione con una 
approssimazione dell' l %· 

Anche la misura di attività enzimatiche può essere notevolmente mi
gliorata dall'uso della tecnica a doppio raggio, sia p er la possibilità di misurare 
in liquidi torbidi, sia per la più alta sensibilità raggiungibile. Ciò è mostrato 
ampiamente dall'esempio della suecinico-deidrogenasi. Questo enzima nel lie
vito reagisce assai lentamente con il ferricianuro , dando una variazione di 
estinzione di 0,3 per ora, ch e è dello stesso ordine di grandezza o superiore a 
quella prodotta dall'azione di altri componenti dell'estratto di lievito sul 
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fcrricianuro. Ciò rendeva impossibile la misura con uno spettrofotometro 
normale a causa della sensibilità troppo bassa e della imperfetta correzione del 
blank. Con lo strumento descritto invece la misura era eseguita in pochi mi
nuti e permetteva di evidenziare facilmente la differenza tra un lievito aero
bico ed uno anaerobico (SLONIMS KY , 1953). 

Gli esempi riportati nella letteratura e nel presente lavoro sono presi pre
valentemente da applicazioni a sist emi ossido-riduttivi biologici, m a la t ecnica 
della sp ettrofotometria a doppio raggio può avere vantaggi notevoli anche in 
altri campi analitici. Essa può essere u sata ogni volta che in una miscela sia 
presente un componente la cui estinzione varia per aggiunta di uno o più rea t
ti vi e permette di est endere i metodi spettrofotometrici a quei casi in cui nella 
miscela da analizzare siano presenti sostanze che assorbono fortem ente la 
luce, interferendo nella determinazione del componente da misurare, soprat
tutto quando questo sia presente in piccola quantità e la variazione di estin
zione prodotta dalla r eazione analitica sia piccola rispetto al blank. Con lo 
aumentare delle applicazioni di metodi biochimici cd enzimatici d i analisi, 
questo caso diventa sempre più frequente, specialmente nel campo biologico, 
m edico e farmaceutico. L'uso della tecnica a due lunghezze d 'onda , elimi
nando l'interferenza del blank, può infatti p ermettere di evitare in molti ca si 
lunghe e complicate operazioni di purificazione. 

14 luglio 1965. 
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Microfluorimetro differenziale a due lunghezze d'onda 
per la registrazione degli stati ossido-riduttivi 

dei nucleotidi nicotinici intracellulari 

GIOVANN I SERLlJPI CRESCF.NZI e CARLO PAOLINI 

Laboratori di Chimica Biologica, 
Centro lnternazl:nna/e di Chimi~a Microbiolugira 

Riassunto. - Si descrive un microfluorimetro difl'erenziale a due lun
ghezze d 'onda che permette di studiare le variazioni di fluorescenza dei 
t essuti viventi. 

Lo strumento paragona le variazioni della fluorescenza con quelle della 
riflessione della luce eccitatrice, nello stesso punto del t essuto. 

I circuiti elettronici permettono di registrare ~ia i due segnali separata
mente, sia la loro differenza. 

Tale apparecchio può essere usato per lo studio delle variazioni degli 
stati di ossido-riduzione dei nucleotidi nicotinici in tessuti isolati e in vivo. 

Summary. (Double wave-length dijj'erential microjluorimeter to record the 
oxidation-reduction states of intracellular nicotinic-nucleotides) . - A double 
wave-length differential microfluorime ter is described, which records the 
variations of fluorescence of living tissu es. The instrument comparcs the varia
tions of fluoresccnce and of reflection or the exciting wave-length in the same 
point of tbc tissue. 

The electronic circuits (Figs. l and 2) based on a selective, phase sensi
tive, lock-in amplifier permit the recording of both the two signals indipen
dently, and of their differcnce. 

By this technique unspecific variations are eliminated and one can study 
the variations of the oxidation-reduction states of nicotinic-nucleotides 
m vivo or in isolated tissues. 

" For the last purpose a celi is describcd (Fig. 4). 
Some applications to enzymatic reactions, to yeast and to rat diaphragm 

are shown (Figs. 5, 6, 7) . 
A comparison of the differential to the conventional fluorescence m e

thods for the determination of NAD by enzymatic reduction is shown in 
Tablr l . 
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La misura della fluorescenza dei tessuti è stata usata per lo studio degli 
stati ossido-riduttivi intracellulari dei piridin-nucleotidi (CHANCE & ]OBSIS, 
1959), in quanto la maggior parte di tale fluorescenza è dovuta ai piridin
nucleotidi ridotti presenti nei mitocondri e nel citoplasma (CHANCE & BAT
SCHEFFSKY, 1958). Lo studio di questi stati è stato posto in primo piano 
dalla messa in evidenza del ruolo dei piridin-nucleotidi quali intermedi chiave 
tra il ciclo degli acidi tricarbossilici e la catena respiratoria dei mitocondri 
(CHANCE & WILLIAMS, 1956). Negli ultimi anni la messa a punto di strumenti 
di sensibilità e disegno adatti alla misura della fluorescenza nei tessuti ha 
permesso di affrontare in questo campo nuovi problemi. 

Un microfluorimetro per la misura di un'area fino a 3 !Lm di diametro, 
che sfruttava l'alimentazione in alternata della lampada in connessione con 
un amplificatore selettivo sensibile alla fase è stato messo a punto in questo 
laboratorio (FRANK, GuiDARELLI & SERLUPI-CRESCENZI, 1964); però nelle 
misure di fluorescenza su tessuti sia in vivo che in vitro, le misure assolute 
non sono sempre attendibili poichè si possono avere variazioni di emissione 
di fluorescenza provocate da sostanze che assorbono la luce eccitatrice o da 
movimenti del tessuto o dei capillari che influiscono sulla quantità di sangue 
presente nel campo in osservazione. Onde evitare tali interferenze è consiglia
bile utilizzare una tecnica differenziale, paragonando due segnali che siano 
ugualmente influenzati dagli artefatti, e di cui uno dia la misura della fluore
scenza mentre l'altro serve solo da riferimento. Registrando la differenza tra i 
due segnali, si eliminano numerose interferenze. Poichè interessa misurare va
riazioni molto piccole rispetto alla fluorescenza totale, l'uso della differenza 
risulta più sensibile del rapporto, che sarebbe la funzione matematica fisi
camente corretta. Purchè l'intensità della lampada sia sufficientemente co
stante, questa misura dà risultati attendibili. 

Un microfluorimetro differenziale è stato descritto da CHANCE & LE
GALLAIS (1959) ed usato per confrontare parti diverse della stessa cellula 
(CHANCE & THORELL, 1959). In questo apparecchio un diaframma vibrante 
posto nel piano della immagine di un microscopio per fluorescenza permetteva 
di paragonare la fluorescenza di parti molto vicine di una cellula o di un tes
suto. Con uno strumento simile (CHANCE & LEGALLAIS, 1963) sono stati 
studiati gli stati ossido-riduttivi dei piridin-nucleotidi nel fegato, nel rene e 
nel cervello in vivo o in vitro, sia facendo misure assolute e corredandole con 
altri dati biologici (CHANCE & ScHOENER, 1962; CHANCE et al., 1962), sia 
paragonando in vitro due fettine di tessuto sottoposte a trattamenti diversi 
(CHANCE & ScHOENER, 1963 ; VAN RossuM, 1964) o in vivo l'effetto di droghe 
e dell'anaerobiosi su tessuti diversi (CHANCE, LEGALLAIS & ScBOENER, 1962 ; 
CHANCE et al., 1962; CHANCE & LEGALLAIS, 1963; CHANCE & ScHOENER, 
1963), sia infine registrando gli spettri di tessuti sottoposti a diversi tratta
menti (CHANCE, LEGALLAIS & SCHOENER, 1962). 

Ann. l st. Super. Sani tà (1966) 2, 446·4 57 . 
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Nel presente lavoro viene descritto un microfluorimetro a due lunghezze 
d 'onda, che p ermette di paragonare le variazioni della fluorescenza con quelle 
della riflessione della luce eccitatrice, nello st esso punto di un t essuto. Le 
misure possono essere eseguite su di un'area di tessuto di pochi !lm di dia
metro e l'apparecchio permette di registrare simultaneamente le variazioni 
della fluorescenza, quelle della riflessione e la loro differenza. In questo 
modo si possono eliminare molti artefatti e le misure possono essere inter
pretate e correlate piì:1 facilmente con i cambiamenti metabolici cui il t essuto 
viene sottoposto. 

DESCRIZlO E DELL'APPARECCHIO 

Parte ottica. - Lo schema generale della parte ottica è simile a quello 
descritto da FRANK, GuiDARELLl & SERLUPI-CRESCENZI (1964) (Fig. l). 
La luce di una lampada a mercurio ad alta pressione da 500 W (A) munita 

-:Ò~ A 
' ' ' 

• 
Fiv:. l. 

Schema generale della parti' ottica : A) Lampada ; 
B) Filtro di eccitazione : C, - C2) Specchio ad anelln 
deii'Uitropak; D) Sistema condensatore ed obiettivo 
deii'Ultropak; E) Oculart'; F e R) Filtro di fluorescenza 
c di riflessione, H) Lente dell'attacco microfotografico; 
l ) Diaframma ; L) Catodo d el fotomoltiplicatore. 

di un filtro (B) (Corning-5874) che lascia passare solo la riga a 3660 À, è 
proiettata sul preparato da esaminare dallo specchi(\ ad anello, (C1 C1) di 
un illuminatore p er luce riflessa « Ultropak )) della casa E. Leitz (Westlar , 
Germania Occ.) applicato ad un microscopio. La luce emessa dal preparato 
contiene una componente a 3660 À dovuta alla riflessione della luce eccita
trice ed una componente a 4500 À dovuta alla fluorescenza dei piridin-nu
cleotidi ridotti presenti nel preparato. Tale luce viene raccolta dall'obiettivo 
(D) applicato all' illuminatore 11 Ultropak , , Il microscopio è corredato da un 
oculare (E) da lO ingrandimento. che, con l'aggiunta di un attacco per micro-
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fotografia Mikas (H) (E . Leitz, Westlar, Germania occ.), proietta un'immagine 
del preparato su un piano a circa 12 cm dal fuoco dell'oculare. In corrispon
denza della pupilla di egresso del microscopio è posto un supporto con due 
filtri affiancati, uno di vetro Corning-5874 che lascia passare solo la luce a 
3660 À. (R) e l'altro composto da due strati sovrapposti di vetro Corning-
3389 e 4308 (Corning Glass Works) che arresta la luce a 3660 A ed ha un mas
simo di trasmittenza a 4500 A (F). n supporto è saldato mediante un'asti
cella metallica alla laminetta vibrante di un convertitore Brown a 50 periodi, 
che interpone alternativamente sul cammino ottico dei raggi l'uno o l'altro 
dei due filtri, 50 volte al secondo, in fase con la frequenza della rete. Poichè 
la lampada è alimentata dalla rete e si accende anche durante la semionda 
negativa, essa emette una luce pulsante a 100 herz che è in fase con il vibra
tore; lo scambio dei due filtri avviene mentre la lampada è spenta, mentre 
i massimi degli impulsi di luce corrispondono alternativamente all'uno o 
all'altro dei due filtri. 

In questo modo sul piano (I) viene proiettato dall'attacco microfoto
grafico, una immagine del preparato che è alternativamente formata da luce 
di lunghezza d 'onda di 3660 À. e 4500 À.. Sul piano I un diaframma delimita 
l'area del preparato che si vuole esaminare e la luce corrispondente cade sul 
catodo di un fotomoltiplicatore l P 28 (RCA). 

Parte elettronica. - Lo schema generale della parte elettronica è mo
strato nella Fig. 2. L'uscita del fotomoltiplicatore è connessa, attraverso il 
contatto A, all'ingresso di un amplificatore (L), selettivo, sensibile alla fase 

12 

• 

rM AL REGISTRATORE 

CANALE DI 
RIF"(RIMENTO 

24V 50"' 

Fip:. 2. - Schema generale della parte elettronica : FM) Foto· 
moltiplicatore; C) Convertitore Brown; F, R) Filt.ri di 
fluorescenza e riflessione; D) Attenuatore variabile ; 
E ) Attenuatore fisso ; H) Interruttore ; L) Amplificatore 
~e lettivo; A, B, C) Prese per l'amplificatore. 
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(Lock-in-amplifier, Modello JB4, della P.A.R. Corp., Princeton, N.]., U .S.A.), 
t' contemporaneamente alla laminetta vibrante dello st esso convertitore 
Brown (G) cui sono fissati i filtri F e R. Il convertitore Brown (G), a cui è 
stato sostituito l 'avvolgimento per aumentarne la potenza e r enderlo capace 
di muovere il peso costituito dai due filtri, è alimentato a 24 V e 50 periodi 
attraverso un trasformatore. La stessa tensione è applicata anche al canale 
di riferimento dell'amplificatore L (che è regolato sulla frequenza di 50 
periodi) così da assicurare la concordanza di fase tra il movimento del vibra
tore c l'amplificatore stesso (SERLUPI CRESCENZI & PAOLINI, 1966). Il con
vertitore Brown inserisce in parallelo alla r esistenza di ingresso dell 'ampli
ficatore L una resistenza fissa da 50 K (E) in corrispondenza del semiperiodo 
in cui a gisce il filtro F, o una resistenza variabile da 100 K (Helipot) (D) in 
corrispondenza del semiperiodo in cui agisce il filtro R. Quest e resist enze 
attenuano il segnale in proporzione inversa alloro valore, per cui , variando 
la resist enza D, si può ottenere che all'inizio di una esperienza gli impulsi 
corrispondenti all 'uno e all'altro filtro siano eguali. In parallelo alle due resi
stenze è disposto l 'interruttore H, che nella posizione 2 m ette a t erra il se
gnale durante il semiperiodo corrispondente al filtro E e nella posizione 3 
durante il semiperiodo corrispondente al filtro F , m entre nella posiziom· l 
è aperto. In tal modo nel punto A con l' interruttere H in posizione l si ha 
l ' intero segnale, il cui tracciato oscillografico è mostrato nella Fig. 3 al centro. 

Fig. 3. 

Tracciato oscillografico dei segnali ottenibili 
all'ingresso dell'amplificatore selettivo. In 
alto è mo~trato il segnale di fluorescenza. 
in basso quello di riflessione. al cen tro 

quello mi~to. 

Questo è un segnale a 100 periodi, il quale viene bloccato dall'amplifica
tore L , che ne amplifica e rivela 'solo l 'eventuale componente a 50 periodi, p er 
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cui Sll gli impulsi corrispondenti ai filtri F ed R sono uguali, all' uscita dell'am· 
plificatore non si ha nessun segnale, mentre se sono diversi si ha un segnale 
in DC, proporzionale alla loro differenza . 

Se si pone l' interruttore H in possizione 2, all' ingresso dell'amplificatore 
si ha il segnale il cui tracciat o oscillografico è mostrato nella Fig. 3 in basso 
e corrispondente al solo filtro R. Tale segnale essendo a 50 p eriodi viene com· 
ple tamente amplificato e dà perciò una misura della luce riflessa dal pre· 
pa rato. Lo stesso segnale è presente in C e può essere perciò misurato contem· 
poraneamente alla differenza, lasciando l' interruttore H in posizione l ed 
attaccando in C un altro amplificatore . Analogamente con l 'interruttore H 
in posizione 3 si può misurare in A il solo segnale di fluorescenza (Fig. 3 in alto) 
Questo è presente anche in B con l' interruttore H in posizione l, e può per · 
tanto essere misurato con un altro amplificatore contemporaneamente alla 
riflessione e alla differenza . 

APPLICAZIO l 

Materiali e metodi. - L 'alcool deidrogenasi di lievito e il NAD erano 
prodotti commerciali della Boehringer e S. GMBH, Mannheim, Germania . 
La riduzione del NAD veniva eseguita in una vaschetta contenente 2 cm3 
di tampone Tris 0,2 M pH 8,2 contenente 300 !J.g di alcool deidrogenasi e la 
quantità necessaria di NAD. La reazione veniva iniziata aggiungendo nella 
vaschetta 20 mm3 di etanolo . La fluorescenza veniva misurata verticalmente 
sulla superficie libera. Lo spe~sore della soluzione era di 20 mm. 

Il lievito era fornito dalle Distillerie Italiane, Roma. Prima dell' uso 
veniva privato dei substrati interni, areando per 24 ore una sospensione di 
cdlule al 10 % p.s. in una soluzione di KH2P04 0,05 M. 0,3 cm 3 d i questa 
sospensione erano pipettati in una vaschetta contenent e 1,7 cm 3 di soluzione 
di HK2P04 0,05 M. La reazione veniva iniziata aggiungendo 20 mm3 di 
etanolo. 

Il diaframma veniva prelevato da un ratto ucciso per decapitazione ed 
immerso immediata mente in soluzione di Krebs-Ringerfosfato a pH 7,4 
ra ffreddato a 0° C. Esso veniva u sato entro l ora dal prelievo. La misura ve· 
niva eseguita a 37° C nella celletta mostrata nella F ig. 4. TI diaframma era 
posto sulla piastrina di neoprene D e t enuto fermo da una ret e di Nylon 
inserita nella guarnizione di Neoprene C. Quest 'ultima formava un compar· 
t imento chiuso dalla lastrina B di pespex . Il liquido, proveniente dalle botti· 
glie I o L, secondo la posizione del rubinetto a 3 vie M, entrava n ella celletta 
attraverso l'ago da siringa G. Il tutto era posto nel supporto in ottone A 
f' fissato a ll'anello filettato E. La guarnizione F impediva al complesso di 
muoversi durante l'avvitatura dell'anello E. Il complesso era sist emato con 
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la faccia trasparente B verso l'alto, ed attraverso questa veniva misurata la 
fluorescenza. Le bottiglie I ed L erano riempite con soluzioni di Krebs
Ringer-fosfato a pH 7,4 le quali o venivano gassate con 0 2 od N2 per ottenerf' 

M 

A ~ 
B_j~~ 
D- -+1 .. 
c ----!Ile~ 

H 

l 

Fig. 4. 

Celletta per la misura dei cambiamenti della fluorescenza di 
t essuti provocati dal trattamento con soluzioni diverse. A) Sup
porto in ottone ; B) Finestra in perspex ; C) Guarnizione 
in neoprene ; D) Piastrina di neoprene; E) Anello filettato ; 
F) Guarnizione reggispinta ; G, H) Aghi da siringa ; l, L) Rot-

tigl.ie contenenti le soluzioni ; M) Rubinetto a 3 vie. 

l'aerobiosi e l 'anaerobiosi, oppure contenevano disciolti i substrati da pro
vare. Le soluzioni fluivano sul tessuto alla velocità di l cm3/min. 

RISULTATI 

Nella Fig. 5 è mostrata la riduzione enzimatica del nicotinammide-ade
nin-dinucleotide (NAD) (0,1 f.LM/cm8) con alcool deidrogenasi ed alcool eti-

' '"*· . "':--- ... ~ ... -- .... --. 

Fig. 5. 

Riduzione enzimatica del nicotinammide-adenin-dinucleotide 
(NAD). La celletta conteneva 0,2 (J.M di NAD e 300 (J.g di 
alcool deidrogenasi di lievito in 2 cm8 di tampone Tris 
HCl 0,2M, pH 8. Per iniziare la reazione venivano ag
giunti 20 mm8 di etanolo. A sinistra è registrata la varia
zione della fluorescenza assoluta, a destra quella misurata col 

metodo differenziale. 

lico, e viene paragonata la variazione della fluorescenza assoluta con quella 
misurata con la tecnica differeneiale. Inoltre nella Tabella l sono riportati i 
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TABELLA l. 

Proporzlonalltà rispetto alla concentrazione dl nlcodnammlde-adenln-dlnucleotlde (NAD) 
della fluorescenza misurata col metodo usuale e col metodo differenziale 

l 
Va.rla.zlone della fluorescenza In dlvlslonl 

:-<AD 

l 
!J.M{cmS solo Fluorescenza metodo Dltrerenzinie 

o, 100 49 100 

6,075 36 71 

0,050 26 52 

0 ,010 4 7 

Le condizioni sperimentali sono analoghe a quelle d ella Fig. 5. 

valori ottenuti con varie concentrazioni di NAD. La Fig. 6 mostra la varia
zione di fluorescenza provocata dall'aggiunta di un suhstrato NAD dipen
dente, l'alcool etilico, ad una sospensione di lievito areato per 24 ore, misurata 
con le due t ecniche. 

Fig. 6. 

Riduzione del nicotinammide-adenin-dinu
cleotide (NAD) endogeno in una sospen
sione di lievito. 2 cm3 d i una sospensione 
all'l ,5 ~:, di lievito areato venivano posti in 
una ceUett a. 'el punto indicato venivano 
aggiunti 20 mm3 di etanolo. A sinistra è 
registrata la variazione della fluorescenza 
assoluta. u destra quella misurata col metodo 

d ifferenzia le. 

Nella Fig. 7 infine, sono paragonate le variazioni della fluorescenza asso
luta di una fettina di diaframma di ratto provocata dall'anossia e dall'aero-
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hiosi, e dal trattamento con piruvato e lattato, con quelle misurate con la 
t ecnica differenziale. 

Fig. 7 . - Variazioni di fluoresr.enza in una fettina di diaframma 
di ratto. La fettina era posta nella celletta descritta e 
bagnata con tampone di Krebs-Ringer fosfato a pH 7,4 a 
37° C. In N la soluzione era sostituita con lo stesso tam
pone privo di ossigeno ; in O si passava di nuovo il tam
pone ossigenato ; in L il tampone era sostituito r:on un 
altro che conteneva anche lattato O,OSM ed in P con uno 
contenente piruvato O,OSM. In alto sono registrate le 
variazioni di fluorescenza assoluta, in basso quelle misu
rate con la tecnica differenziale. 

DISCUSSION E 

Nell'usare le misure di fluorescenza per la determinazione degli stati 
ossido-riduttivi del NAD e del NADP sia in vivo che in vitro, è talvolta dif
ficile distinguere le variazioni provocate da effettivi cambiamenti dello stato 

.tl.n.n . I si. Super. Sanità (1966 ) 2 , 446-457 . 
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ossido-riduttivo, da quelle dovute a fenomeni diversi, ad esempio movimenti 
o rigonfiamenti dei tessuti, variazioni del flusso sanguigno in vivo, variazioni 
di trasparenza dei fluidi con i quali si incubano i teSsuti in vitro, ecc. 

Allo scopo di eliminare tali interferenze, nello strumento descritto nel 
presente lavoro, le variazioni della fluorescenza vengono confrontate con le 
variazioni provocate nello stesso punto del t essuto dagli stessi trattamenti, 
sulla riflessione della luce, misurata alla lunghezza d 'onda della luce eccita
trice. Lo strumento permette di uguagliare le due misure all' inizio di un'espe
rimento, e registra poi le differenze che compaiono in seguito ai trattam enti 
del preparato. Con tale disposizione, i movimenti o i rigonfiamenti dei tessuti , 
che provocano una diminuzione o un aumento della fluorescenza, provocano 
anche una eguale variazione della luce riflessa, per cui la differenza tra le due 
Inisure non subisce variazioni. Lo stesso avviene se il flusso sanguigno in vivo 
o il liquido di incubazione in vitro provocano una variazione della fluorescenza 
dovuta ad una variazione di assorbimento della luce alla lunghezza d'onda 
della luce eccitatrice. Lo strumento misura solo le variazioni che avvengono 
a 4500 À, lunghezza d 'onda del m assimo della fluorescenza t>messa dal NAD 
ridotto. Variazioni di assorbimento a questa lunghezza d'onda, come potreb
bero essere provocate da variazioni dello stato ossido-riduttivo dell'emoglo
bina, possono provocare interferen ze, ma come dimostrato da CHANCE et al., 
(1962) queste possono interferire solo nello studio in vivo di t essuti altamente 
vascolarizzati, nei quali la quantità di emoglobina prest>nte negli strati 
interessati alla misura sia molto alta. L'applicazione della tecnica descritta 
per la misura della variazitme di fluorescenza provocata dall'aggiunta di un 
substrato (l'etanolo) ad una sospension e di lievito, mostra com e tale aggiunta 
provochi una riduzione del NAD, che si riflette in un aumento della fluore
scen za. Tale variazione, oltre a dare un segnale più pulito con la tecnica dif
ferenziale, produce anche un aumento di sensibilità rispetto a quella otte
nuta con la misura assoluta. Ciò avviene anche nelle misure della riduzione 
del NAD con alcool deidrogenasi di lievito ed etanolo in soluzione . Tale 
aumento di sensibilità è dovuto al fatto che la riduzione di questo composto 
oltre a p rovocare l'aumento della fluorescenza, provoca un aumento dell'assor
bimento alla lunghezza d 'onda della luce eccitatrice. Questo produce una 
diminuzione del segnale di riflessione, che sottraendosi clgebricamente al 
segnale di fluorescenza dà origine ad un ulteriore aumento della differemr.a 
r egistrata dall'apparecchio . Ciò costituisce peraltro un vantaggio, in quanto 
esalta la variazione che si vuoi misurare aumentando la sensibilità ed il 
rapporto tra il segnale ed il disturbo. 

Nell'applicazione ai t essuti, come il diaframma di ratto, le variazioni 
prodotte dall'aerobiosi e dall'anossia sono effettivamente aumentate e rese 
più evidenti quando misurate con la tecnica differenziale, che non quando 
si misuri la sola fluorescenza assoluta, come ci si a spetta per variazioni dovute 
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alla efl'ettiva ossidazione e riduzione del NAD. Questo non avviene ad esem
pio per le variazioni provocate dal trattamento del tessuto con lattato e piru
vato. In questo caso la misura differenziale dà un risultato opposto a quello 
della misura di fluorescenza assoluta. Ciò sta a dimostrare che in questo 
caso le variazioni non sono provocate dalla sola riduzione ed ossidazione del 
NAD, ma sono per lo meno la somma di due effetti oppo8ti, uno dei quali do
vuto all'assorbimento del piruvato a 3660 A che ha un coefficiente di assor
bimento molare am = 3,6 cm·1• Tale assorbimento alle concentrazioni usate 
(0,05 M) provoca infatti una variazione del 18 % della luce da misurar('. 
L'esperimento mostrato non permette di decidere se una reazione ossido
riduttiva avvenga effettivamente in questo caso. 

Tali esempi sono sufficienti ad illustrare le cautele che sono necessarie 
nell'interpretazione di risultati delle misure di fluorescenza, e l 'utilità che a 
tale scopo può dare la tecnica differenziale a due lunghezze d'onda. 

Una serie di esperimenti è in corso in questo laboratorio per studiare, 
in vari tessuti, l'effetto sulla fluorescenza dei substrati del ciclo di Krebs la 
cui ossido-riduzione è legata alla ossido-riduzione del NAD o del NADP. 

28 maggio 1966. 
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