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Fisiologia vegetale. — Possibili errori di valutazione su l dosamento 
dei desossi—derivati mediante le reazioni con cisteina ed acido solforico. 
N ota di N e v i o  F i u s s e l l o  (* (**)\  presentata (*#) dal Socio C . C a p p e l l e t t i .

S u m m a r y . — U sing tUSCfi-cysteine reaction for determ ination of 2-deoxyribose, 
deoxyribosides, deoxinucleotides and DNA it is possible to get m isleading results when the 
sample is not free from sugars, proteins, tryptophane and its derivatives.

The causes of error are discussed for the methods suggested by  Z. Dische [2], Bucha­
nan [3], N. Fiussello [5].

Il DNA ed i desossi-nucleotidi possono essere rivelati norm alm ente in 
tre modi:

i° dosaggio del fosfato con m etodi colorimetrici.
2° dosaggio delle basi puriniche e pirim idiniche con spettrom etria inU .V .
30 dosaggio del 2~desossi-ribosio con m etodi colorimetrici.

Per i desossi-nucleosidi sono ovviam ente utilizzabili solo i m etodi 2° e 30.
L a spettrofotom etria in U .V. sarebbe forse la più idonea perché non d istru t­

tiva  nei confronti della sostanza da rivela re  e dosare, m a ha un limite imposto 
dal fatto che non può distinguere tra  ribosidi e desossi-ribosidi ed inoltre le 
sostanze naturali che estinguono in U .V. sono m olte e non sem pre ne è age­
vole l’allontanam ento totale dalla sostanza da esam inare specie quando è 
ricavata da estratti biologici.

Per avere dei dati più sicuri sui desossi-nucleosidi, desossi-nucleotidi 
e DNA è perciò necessario ricorrere al dosaggio del 2-desossi-ribosio.

T ra  i m etodi colorimetrici proposti il più usato sino ad ora è quello descritto 
da Z. Dische con cisteina ed acido solforico [1] [2] sia in vitro sia in crom a­
tografia su carta secondo Buchanan [3].

Si ottiene una colorazione rosa con un massimo di assorbim ento sui 490 m[x.
Purtroppo anche altri composti di origine biologica possono dare tale 

colorazione in condizioni opportune. Il triptofano, la trip tam ina, l’acido 
ß-indoL-acetico e in genere i derivati indolici, in presenza di esosi danno 
una colorazione rosa [4].

In  particolare se lo zucchero è il fruttosio o il sorbosio, abbastanza diffusi 
nei vegetali, la reazione avviene già a tem peratu ra  am biente m entre per gli 
altri esosi è necessario il riscaldam ento.

Nella rivelazione di macchie o ttenute con crom atografia su carta la 
possibilità di errore esiste anche in assenza di zuccheri perché l’acido solfo­
rico idrolizza la carta  liberando glucosio.

(*) Istituto Botanico dell’U niversità di Torino (dir. prof. A. Ceruti).
(**) Nella seduta del 9 dicembre 1967.
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È im portante osservare che 1 y di triptofano, in presenza di fruttosio, 
dà una estinzione di circa 0,070 che nella reazione di Dische corrisponde 
a circa io  y di 2-desossi-ribosio. Quindi è necessario essere sicuri di aver 
allontanato i derivati indolici (auxine) e le proteine contenenti triptofano.

Probabilm ente m olti dati sui desossi-derivati contenuti in liquidi organici 
o in estra tti dovranno essere riveduti.

Fig. 1. -  Spettro del 2-desossi-ribosio dopo 2 ore.
a =  nuovo metodo proposto; b =  senza Fruttosio (Dische).

Per i desossiribonucleoprotidi, dato che la parte  proteica pare non debba 
contenere triptofano, non dovrebbe esservi possibilità di errori purché, n a tu ­
ralm ente, siano state allontanate tu tte  le altre proteine ed i derivati indolici.

Recentem ente ho proposto un nuovo m etodo colorimetrico per il dosa­
m ento del 2-desossi-ribosio, dei desossi-nucleosidi, desossi-nucleotidi e DNA [5].

I reagenti sono:
Fruttosio I % ............................................................    mi 0,1

cisteina cloridrato 1,5 % ......................................... mi 0,2
sostanza da d o s a r e ..........................................   m i 1,0
H2SO4/H2O =  70/30 V.V. . . ....................... , . mi 3,0

A tem peratu ra  am biente si ottiene una colorazione rosa come per la 
reazione di Dische, m a il massimo di assorbim ento è a 506 mp, e la sensibilità 
è circa io  volte maggiore.

L a legge di L am bert-B eer è rispettata  da 1 y/m l a 15 y/m l di 2-desossi- 
ribosio.

10*. — RENDICONTI 1968, Vol. XLIV, fase. 1.
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Anche per questa reazione sono possibili interferenze con il triptofano ed i 
derivati indolici, è quindi necessario allontanare scrupolosam ente tali sostanze.

Per quanto riguarda la presenza di zuccheri invece non vi sono pericoli 
di interferenze. T ra  i più comuni monosaccaridi saggiati solo il 2-desossi- 
glucosio ed il 2-desossi-galattosio potrebbero causare interferenze (fìg. 2).

Questi zuccheri però danno una colorazione v iola-azzurra ed uno spettro 
notevolm ente diverso e facendo una lettura a X =  595 la loro presenza può 
essere rivelata.

Il ribosio non dà alcuna interferenza e quindi è praticam ente possibile 
dosare 2-desossi-derivati anche in presenza di ribonucleosidi, ribonucleotidi 
e RNA.

Il fruttosio, anche in quantità 30 volte maggiori del 2-desossi—ribosio 
non produce variazioni superiori alb i %.

T a b e l l a  I.

Zucchero saggiato concentrazione 
300 y/m l X =  506

conc. 300 y/ml-j- io y/ml 
di 2 desossi-ribosio

F r u t t o s i o ............................................... .... incolore non interferisce
S o rb o s io ................................................................ incolore non interferisce
Galattosio ............................................................ incolore non interferisce
Glucosio ....................................... ......................... incolore non interferisce
Ribosio ............................................................ incolore non interferisce
A rab in o s io ............................................................ incolore non interferisce
X i l o s i o ................................................... .... incolore non interferisce
Ramnosio (h -d e so ss i-m an n o s io )................. incolore non interferisce
Fucosio (6 -d e so ss i-g a la tto s io )..................... incolore non interferisce
2-desossi-galattosio .................................. . colore violetto intenso interferisce
2 -d e s o s s i-g lu c o s io ........................................... colore violetto intenso interferisce
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C o n c l u s i o n i .

1) U sando la reazione di Z. Dische per il riconoscimento ed il dosaggio 
dei desossi-pentosi si può incorrere in forti errori quantitativ i se sono presenti 
fruttosio, sorbosio e in genere cheto-esosi.

2) L a presenza di trip tofano (libero o legato in catena peptidica), 
trip tam ina, acido ß-indol-acetico  e in genere di derivati indolici può dare 
errori qualitativ i e quantitativ i: in cromatografia su carta sempre, in vitro 
solo in presenza di zuccheri.

3) Con la reazione di N. Fiussello si ha un aum ento della sensibilità 
di circa dieci volte, però è necessario Tallontanam ento dei derivati indolici 
che potrebbero  interferire.

Gli zuccheri non interferiscono.
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