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Riassunto. - ~ stata rea lizzata la separazione cromatografica su co· 
lonna della vitamina Dt tlalla vi tamina A dopo trasformazione eli IJUc•st' ul­
tima in aniòrovitamina. 

Ciò ha permesso tli mettere a punto un metotlo di determinazione della 
vitamina D! in prodotti farmaceutici l'he ('Ontf'ngono 11' due vitaminf•, a nche 
in presenza eli a ltri componenti. 

Il m1•todo è applicabile tptando il rapporto vitamina A: vitamina D~ 

•·spresso in U.T. non ;mpl'ra 8:1. 

Summary. ( Determination of vitamin D1 in pre:sence of vitamin A . Chro· 
matographir separation of vitamins A tmd D2 accompli.~hed after dishy drata­
tion ofvitamin A). - The separation of vitamin 0 2 from vitaminA by mcans 
uf column chromatography was in ves tigatcd in ord('r to make possible the 
d t'termination of thf' former in pharmaceutical proùu<~tl'l eontainin.~ hoth 
vitamins. 

It was, possible to accomplish the separation after vitamin A was con­
verted into anhyd.rovitamin b y reaction with p-toluensulfonic acid : by chro· 
ma tography on IV activity grade aluminium oxide, vitamin D2 was obtained 
su fficiently pure to permit its dt'tt' rmination by eulorimetr ic rn ... thod with 
antimony trichloride. 

On this bases a rnethod of dt'terminution of vitamin 0 1 was pcrformed ; 
it may be applied to analyze pharmaceutica l products which contain both 
vitamins, even assoeiated with other components, whf'n tbc ratio vitamin A : 
vitamin D 2 , t'xpn·ssed as I.U., is not highcr than 8 : l. 

(•) Borsi• tu dei Luòoratori di lliologiu. 
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I:XTRODliZfOI\ E 

La separaziont• della vitamina D dalla vitamina A è un problema cht· 
interessa in m odo particolare il chimico analista di prodotti farmac~>utici 

poichè in que~ti le dut• vitamint' sono molto spesso associate . Mt•ntrl.' la dett'r­
minaziont• della vitamina A pui'l essere eseguita con i mt•todi usuali senza cht· 
la vitamina D interferisea, quest 'ultima devt' essere isolata dal prodotto allo 
stato puro JH'r poter essrn· dt·tt>rminata sia spett·rofotometri camt>ntf' chr con 
i m t'todi colmi metrici. In letteratura vengono descritti molti procedimenti 
JH'r separart• la vitamina D dalla A ; noi stessi (MARIANI & VJ CAHI, '1963) 
abbiamo già tt•ntato in passato una soluzionr di questo problema. 

Tutti i nwtodi finora proposti (EwiNG, S CIILABACH & PoWEJ,J, , 1954; 
M u LDEH, DE VRIES & KE U NIN G, 1965 ; S c i-IMAIL et al ., 1958 ; Su u E, 1965 ; 
THEJVAGT & CAMPBELL, 1959; WILKJE, .JONES & KJ, INE, 1958) utilizza no 
prnct'dimenti cromatografici cht• s i possono ùividf•rt• in dut' gruppi . 

1) Cromatografia di adsorbimento. - La soluzione dellt> due vitamine in 
mt solvt•nte organico vif•nt• passata su una colonna di una t erra attiva o 
attivata con acidi (Filtro!, Bf•ntonitt•, ecc.). In condizioni ben definite la 
vitamina A rt•agisct· con la t erra fissandosi sulla colonna, mentre la vitamina 
D passa nell ' t'luato allo stato pii• o meno puro in ragione della quantità di 
vitamina A cht· si è fatta passart• sulla colonna ; infatti reagt'ndo con la tt>rra 
la vitamina A viene a ltt·rata e una parte dei prodotti di alterazimw vit>ne eluita 
insiemi' alla vitamina D. Tali prodotti reagiscono positi vaml'ntt> con il r t>at ­
tivo u sato pt•r la dt'terminazionr colorimetrica della v itamina D t• ne distur­
bano quindi la reazione . Il procedimento , studia to in passato da uno di noi 
(MARIANI & CAVINA, 1953; 1955), è delicato per qu anto concerne il grado 
di attività della terra t' può esst•rt· applicato solo quantlu il rapporto in pc•so 

, ·itamina A: vitamina D nun sia troppo t•lt' vato. 

2) Crummografia lli ripartizimu•. - È fondata sul fatto clw la v itamina D 
è piì1 idrofoba della vitamina A alcool il cht• ofTrt• due possibilità: 

a) si usa come fast• stazionaria un sol vente idrofobo capace di tra tte­
IWrt> la vitamina D mentrt' la fase mobilt· trascina la vitamina A ; 

b) la fast' stazionaria è un solvcntt• idrofilo l' la vitamina D vil'ne t•luita 
t•on una fa st' idrofoba. 

Dei due procedimenti , migliore fortuna ha a vuto il secondo che è st ato 
introdotto nella United States Pharmacopoeia XVI per la clet crminazion t> 
della vitamina D in sostituzione della det erminazione per via biologica ri­
portata nella precedenti" edizione. Tuttavia, anche la cromatografia di ripar­
ti:t.iont• , nella m aggior parli' dei casi , non pernlt'tle di purificar!' complet a ­
m entr la vitamina D in modo da pot er applican• il m Ptodo colorimetrico al 
tricloruro di antimonio ; ciò è tlovuto , nun tant u al rapporto vitamina A: 
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vitamina D ch e può an che l'ssere piuttosto elevato , quanto piuttosto alla 
quantità di prodotti di degradazione della vitamina A che possono rssere 
presenti e che vengono cluiti insieme alla v itamina D ; si rende perciò neces­
sario croma tografare la soluzione su una colonna di adsorbente capace d i 
trattenere questi prodo tti . n metodo diventa così lungo e indaginoso l' non 
porta " " idente mente ad una purificazione complet a se, dopo avere eseguito 
le due cromatogra fie, è necessario, secondo la U.S.P. XVI, eseguire la det er­
minazione con tricloruro di antimonio in parallelo con una prova in bianco, 
e ffettua ta aggiungendo, prima tlel rt'attivo, l'anidride act· tica comi' inibito rt~ 

della r eazione tipica della vita mina D . 

Si può perciò dedurre che, allo st a t o attuale tlclle cose, il problema della 
separazion e tlella vitamina D dalla A non sia stato ancora risolto in ma niera 
soddis facente. 

Da molto tempo tentia mo di arrivare ad una soluzione fonda ndoci su 
diversi principi . Finora tutte le prove effettuate per separare le due vi tamine 
per mezzo della cromatografia di adsorbimento non avevano dato buoni ri!ml­
tati ; impiegando allumina a tutti i gradi di a ttività e so lventi della più sva­
riata attività cluo tropa non ci è st a to possibile st•parare le tlue vitamine pt•r­
chè hanno comportamento troppo simile rispetto ai mezzi adsorben t i . 

Una geniale idea hanno avuto recentem ente BARU A & RAo (1964 ; 196!)) 
nel trasform are la vita mina A presente nella miscela o in anidrovitamina o 
in aldeidi' in modo da avere dei prodotti con comportamento tliffer<'ntt' dalla 
vitamin a D ~ ~ po ter quindi isolare quest ' ultima per mezzo di cromatografia 
tli adsorbimento su allumina . L' idea o t tima non ha a vuto però, secondo noi, 
una ugua lmente accettabile realizzazione pratica. Infatti per la trasformaziont• 
in anitlrovitamina viene consiglia to il t ratta mento con alcoo l etilico saturo 
di acido cloriclrico gassoso c per la trasformazione in aldeide il t rattamt•nto 
con biossido di manganese . Ora qut'ste tlue reazioni non conducono ad una 
trasformazione completa della v itamina A nei clerivati voluti . Nel primo caso , 
oltre all'anidro vita mina si formano altri prodotti non bene id entificati , mentrt• 
il tratta men'to con biossido di manganese è molto critico, dipendendo in ma­
lliera notevole dal met odo di preparazione tlell 'ossidante, come abbia mo potuto 
riscontrare nella esecuzione pratica sia dell' uno che dell 'altro dt'i metodi pro­
posti. Gli AA. st essi , nel tlescri vt•rt• i metodi , fanno uso di una separazion t• 
cromatografica tutt 'alt ro che pratica: dopo l'adsorbiment o e lo svilu ppo la 
colonna di allumina viene estrusa c tagliata nella parte ct'ntrale per recuperare 
la vitamina D i vi localizzata. A parte le difficoltà di estrusione di una colonna 
tli a llumina, è ben d ifficile ottt' nere in questo modo un recupr ro to talt• clelia 
vita mina D. Tali difficoltà sussistono nei metodi proposti per il fatto ehe la 
trasformazione della vitamina A sia in anidrovitamina che in aldeidf' non t•ra 
condotta in maniera quantitativa, così che alcuni dei prodotti di t rasforma­
zione non potevano t•ssere st' parati a sufficif'n :t.a dalla v itamin a D prN!Pillt•. 
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Dopo aver a lungo provato la ossidnzion<' della vitamina A con il biol'­
sido di mangant• c· in varit• condizioni c' d an·r constatato, come· de' l n·sto (> 

riportato in lt·ttc•ratura, che· lu rt'azionP t- estrc• mament•· dt'lieata e tutt 'altro 
cht• quantitativu, abbiamo in vt•ct· posto la no!ltra attl'nziunt• alla trasf;,rm a­
zionc• d t>lla vitamina A in anidrovitamina . 

Avevamo avuto occasione di sperimentan· la determinaziont• della vita­
mina A con il metodo all'anidrovitamina secondo B uoowsKJ & B oNDI (1 957) 
l'd avevamo quindi già potuto constatarr cht• st>gut>ndo lf' condizioni descritti' 
dagli AA . t•ra possibilc• trasformart• in manit•ra quantitativa la vitamina A 
in anitlrovitamina. Ci siamo quindi propos ti di mf'ltt•n· a punto il proct•di ­
mento di trasformazione in anidrovitamina su quantità elevate di vitamina A 
anzichè su campioni di poche· decine• eli unità, eli provare ch t> il trattamento 
con il rt•atti' o disidratantt· fosse scn..:a eff'etto sulla vitamina D t• di altuan· 
infint· la possihi lità tli ~l'fHtrart • numatografie·amt·ntt• la \'itamina' D clall'ani­
rlro\'ita mina A. 

PARTE SPF.HIME 'TALE 

RNJftÌtJÌ (prodotti puri pe•r analisi): 

- Bt>nzo lo cristallizzahilc·: \'ie•nr distillato di fresco eliminando le 
prime· frazioni (circa 1 O %) ; 

F.tt•re· eli pt•trolio p.c· . 40-70° C: 

Ett•rc• e•tili1·o; 

Cloru ru d i t•ti lt•rtl' ; 

Acido p-tohu·nsolfullil·o; 

Cloruro di act•tilc•; 

Anidride ucc· tit:a; 

SoditJ solfato anidro; 

Carbonato di r-odio; 

1'ricloruro di antimonio; 

Ossido di alluminio standardizzato secondo Brockmann; 

Ossido di alluminio con 10 % di acqua (grado IV di attività): 
l'ossido di a lluminio standardizzato vieni' tenuto in muffola a 600° C JWr 4 orf': 
si lascia rafl'rt>ddare in essiccatore. In una beuta con tappo a smeriglio 50 g 
vc•ngono agitati t•nergicumr ntc• enn !l mi 1li acqua distillata ; si tlc•v<• impit•­
gart• dopo alme•no 24 or t•. 

- Reattivo per la disidratazione ; 

15 mg di acido p-toluensolfonico vengono riscaldati a riflusso con l 00 
mi di benzolo distillato di fresco fino a soluziont• dei crist alli. Da qursta solu­
zione, in tlll apparecchio per distillaziorw con giunti a smeriglio, viene di­
stilla to t anto solvent e fìn chè il Lt·n..:olu distilla li mpido (almrno 10 mi) . 
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In tal modo viene a llontanata l 'acqua contenuta nell'acido p·toluensolfonico 
impiegato. Si lascia raffreddare la soluzione' nel pallone da distillazione al 
riparo dalla umidità e si riporta il volume a quello iniziale con benzolo anidro. 
IJa soluzione così preparata viene usata subito. Si può impiegare anche dopo 
qualche giorno, ma, prima dj ogni uso, deve essere r iattivata ripet endo la 
distillazione . Ciò si ottiene nel modo migliore aggiungendo per ogni 100 mi 
di reattivo 10-20 mi di benzolo anidro ed eliminandone a ltrettanti per distil­
lazione (in ogni caso qul'sta devt' t•ssere continuata fin 4uando il b enzolo 
distilla limpido). 

Reattivo al triclomro di antimonio; 

Soluzione A: g 110 di t ricloruro di antimonio secco si sciolgono in mi 
400 di cloruro di eti lene, scaldando leggermente. Alla soluzione si aggiungono 
2 g di a llumina anidra e si fi ltra attraverso filtro asciutto in pallone tarato, 
portando a volume di 500 ml con cloruro di etilene. 

Soluzione B: 20 mi di cloruro di acetile si portano a 100 mi con cloruro 
tli Ptilenl'. 

Il reattivo per l' analisi si ottiene mt•scolando 90 ml della soluzione A 
{'nn l O mi dt>lla so luzione B. Si mantiene per una settimana. 

lnibitore della n'azione: si mt•scolano volumi uguau di anidrid e 
aedi ca l' doruro d i t'tilcn1•. 

M P todi . 

A) T rasformazione della vitamina A in anidrovitamina. - Quantità ere· 
scenti di vitamina A a lcool (da 2.000 a 50.000 U.I.) sciolte in 5 ml di benzolo 
a nidro sono state trattate con 20 mi di reattivo disidratante; dopo 2 minuti 
è stata bloccata la reazione per aggiunta di l g di Na 2C0a. Dopo l minuto 
dall 'aggiunta di questo la solu zione è st ata opportunamente diluita con ben­
zolo t> ne è s ta to r t'gis trato lo spettro di assorbimento nel campo di lunghezze 

l, l d 4"'0 320 (F' L) l l l · · · · · · E.199 
1 onl a a ~:. a mfL •g. , ca co an t o pm 1 r a pporti tra 1 mass1m1 ----..: · 

E:m 

l' 
E:tss [i 
E:m 

& BONDI, 

rapporti tt>orici sono rispettivamente 0,870 e 0,690 (BuoowsKI 

1957] pr r giudicare la purezza ddl'anidrovita mina A ottenuta . 

Si è po tuto concludere che, operando !W Ile eondizioni descritte, si pos­
sono trasformare fino a 30.000-35.000 U .I. di vitamina A. 

B) I njluenza del reauivo disidratante sulla vitamina D. - [J.g 25, 50, 100, 
200 <li vitamina D2 sciolti in 5 mi di benzolo anidro sono stati trattati con 20 
mi di reattivo disidratante; dopo 2 minuti è stato aggiunto l g di Na2C03 • 

N1·ll a soluzioni' ht•nzt>nica ottenuta è .sta ta roi dett>rminata la vit a mina D 

J '"' · / :d . _....,,_,,.,._ San i M ( l ~H ii ) 3, l UJ· 'lU:t . 
i 
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con il reattivo al tricloruro di antimonio: si è potuto constatare che la vita­
mina D non viene alterata dall 'azione disidratante del r eattivo a tempera­
tura amhien t r. 

" u 
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Fitt. l . - Spettro di aBsorbimen to dello uni­
drovitaminu A in benzolo. 

C) Comportamento cromatografico. - La trasformazione della vitamina A 
(l) in anidrovitamina (II) det ermina una sostanziale variazione della strut­
tura, dovuta all'aumento ed allo spostamento dei doppi legami ed alla eli­
minazione della funzione alcoolica : 

~~ l l CH 

(~/",/~/~/~/ l 

"'/ (Il) + H 20 

L'eliminazione dell'ossidrile determina nel composto una diminuzione 
di affinità verso l'allumina e ne accentua così la differenza di comportamento 
cromatografico con la vitamina D . 

Nelle prove preliminari è stato impiegato ossido di alluminio per croma­
tografia secondo Brockmann ; dopo 'attivazione a 600o C per 4 ore, l'allumina 
è stata portata a vari gradi di attività per aggiunta di acqua. 



MARIANI, MARIANI VICARI, MENDO:r.A E CISBA N! 199 

Sono state efl'ettuate prove di adsorbimento di anidrovitamina A e 
vitamina D singolarmente e in miscele con proporzioni variabili su colonnr 
di allumina di diverso grado di attività e con diversi solventi • . · 

Si è giunti alla conclusioni• che, impiegando una colonna di 14 mm di 
diamf'tro e 70 mm di altezza di allumina al 10 % di HtO (8 g), la vitamina D 
in etere di petrolio-benzolo 90: lO viene trattenuta dall'adsorbente e non passa 
nell'eluato neppure lavando con quantità notevoli (fino a 250 mi) dello stesso 
Rolvente. 

L'anidrovitamina al contrario passa rapidamente nell'eluato e può 
essere eliminata lavando la colonna ron quantità di e tere di petrolio: benzolo 
90: lO variabili eia 125 a 250 ml in proporzione alla quantità di vitamina A 
di partenza. 

La vitamina D, fissata sulla colonna, può essere poi recuperata 
quantitativamente eluendo con 100 mi di etere di petrolio: et ere eti lico 
90: lO; il recupcro è stato verificato facendo adsorbire quantità variabili 
da 50 a 600 (J.g di vitamina D •·d cluf'ndo poi sempre con l 00 m l di 
solventt•. 

Su aliquote ùell'eluato, dopo evaporazione in corrente di azoto, è stata 
determinata la vitamina D con il reattivo al tricloruro di antimonio e si è 
potuto constatarf' che la totalità della vitamina è recupf'rabile, indipendenti~· 
mf'nte dalla sua quantità. 

In base ai risultati ottenuti nelle prove preliminari sopra riportate, 
abbiamo mt·ssn a punto il sf'guf'nte metodo analitico che si descrive in 
particolare. 

l) Saponijìcazione . - Una quantità di materiale da analizzar~ viene sapo· 
nificata a freddo secondo la tecnica già descritta altrove (MARIANI & VICARI, 

l 965). Si preferisce effettuare la saponificazione con tale procedimento per 
tlue ragioni : operando a · freddo si è sicuri di non alterare la vitamina A t• 

impiega~do l'et ere di petrolio per l'estrazione dell'insaponificabilf' la vita· 
mina D passa in soluzione molto più facilmente. 

2) Trasformazione della vitamina A alcool in anidrovitamina. - La solu­
zione dell'insaponificabilf' in et ere di petrolio viene evaporata nel vuoto ed 
il residuo viene ripreso con benzene anidro in modo da ottenere una 
soluzione che contenga in 5 mi non più di 35 .000 U.I. di vitamina A 
t' non mf'no di LOO {J.g di vitamina D. A 5 ml di tale soluzione in un 
palloncino o beuta con t.s . si aggiungono 20 mi di rt•attivo tlisidratante 
a temperatura ambiente, si agita e si attende 2 minuti perchè la reazione 
llia completa . Si aggiunge poi l g di Na 2C03 e dopo un minuto si filtra 
la soluzione in un pallone tarato da 50 ml lavando pallone e filtro con 
piccolr porzioni tli benzene anidro che vengono poi riunite alla soluzione 
t•ht· si porta a volume. 

. 11111. Idi. SuJ;er. Stlllil it (lUili ) 3. I!J3·llil3. 
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Una aliquota della soluzione così ottenuta viene opportunamente di­
luita e se ne registra lo spettro nel campo di lunghezze d ' onda 420-320 m fJ. : 

si calcolano i rapporti E:199 e E 358 per giudicare la purezza dell' aniòrovi-
E:m E:m 

tamina ottenuta c si verifica l'assenza di massimo o flesso a 331 m fJ. (che deno­
terebbe la presenza di vitamina A alcool). 

Se il benzene è perfettamente anidro e il reattivo disidratante è stato 
preparato di fresco o riattivato prima dell' uso, la curva del prodotto otte­
nuto deve avere l'aspetto di quella riportata in Fig. l corrispondente ad ani­
drovitamina A pura e non si deve riscontrare nella soluzione presenza di 
v itamina A. 

3) SeparazionP cromatografica. - 25 mi della soluzione vengono con cen­
trati in Rotavapor ad una t emperatura non superiore a 38o C fino al volumi' 
di 5 mi: a questi si aggiungono 45 mi di e tere di petrolio. La evapor~ziont• 
richiede particolare attenzione, in quanto l'anidrovitamina, molto stabilt· 
a t emperatura ambiente, viene rapidamente alterata ad una temperatura 
superiore ai 38° C dando origine a composti difficilmente separahili dalla 
vitamina D. 

In una colonna cromatografica di cm 1,4 di diametro e circa 25 cm di 
lunghezza sul cui fondo si m ette un fiocco di ovatta si versano g 8 di allu ­

mina al lO % di acqua {IV grado di attività); si lava la colonna con 20 mi 
di etere di petrolio e vi si fa passare la soluzione precedentemente preparata: 
si lava quindi la colonna con 100 mi di etere di petrolio: benzene 90: lO. 

Si eluisce la vitamina D con etere di petrolio : etere etilico 90 : 1 O por­
tando al volume di 100 mi ; una porzione di questa soluzione contenente 8-12 
fJ.g di vitamina D viene evaporata in corrente di azoto, il residuo si riprende 
con 3 mi di cloruro di etilene. A questi si aggiungono 5 mi del reattivo al 
tricloruro di antimonio e dopo l minuto dall' aggiunta del reattivo, si misura 
l'estinzione a 500 mfJ. contro cloruro di etilene. Da questo valore si sottrae 
l'estinzione di una prova in bianco eseguita su una uguale porzione della solu­
zione a cui, dopo evaporazione in corrente di azoto, sono stati aggiunti 2 mi 
di cloruro di etilene e l ml di inibitore prima dei 5 ml di reattivo al tricloruro 
di antimonio. P er mezzo di una curva di taratura del reattivo allestita con 
vitamina D pura, si calcola la quantità di vitamina presente nella soluzione 
e quindi n el materiale di partenza . 

RISULTATI 

Abbiamo provato il metodo su : 

l) miscele da noi preparate di vitamina A alcool e vitamina D 2 a 
cui veniva applicato il procedimento a partire dal trattamento con il r eattivo 
disidratante (Tab . l); 

A""· / st . Supa . .'o1u11ii<Ì ( l !167 ) 3 , l !1:1 ·203 . 
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TABELL.<l l. 

Recupero della vitamina D~ da miscele vitanùna A + vitamina O! dopo trattamento 
con reattlvo c.llsldradante e cromatografia su colonna. 

Contenuto In 5 mi di hcnzolo 1'1·ova.to l • o del teorico 

l) Vitamina A alcool u. l. 10.000 
Vitamina 02 !J.g 180 180 100 

2) Vitamina A alcool u. l. 15.000 
Vitamina 02 fJ.g 180 180 100 

.3) Vitamina A alcool u. L 30.000 
Vitamina 02 !J.g 180 176 98 

'~) Vitamina A alcool u. l. 50.000 
Vitamina 02 !J.g ISO 196 109 (•) 

5) Vitamina A alcool u. L 10.000. 
Vitamina 02 !J.g 100 99 99 

6) Vitamina A alcool u. L 15.000 
Vitamina o, IJ.g 100 100 100 

7) Vitamina A alcool u. l. 30.000 
Vitamina 02 llg 100 96 96 

(•) L'errore in più è imputabile al fatto che la correzione del valore di assorbimento 
per sottrazione del bianco con inibitore non è esatta quando il contenuto in vitamina A del 
eampione in esame è molto elevato rispetto a quello in vitamina D~ ; infatti è stato notato che 
l'azione dell'inibitore non è nulla sulla vitamina A e sui prodotti di trasformazione e quindi 
le letture di assorbimento corrette sono leggermente troppo alte. 

2) soluzioni oleose di vitamina A palmitato e vitamina D 2 preparate 
sciogliendo i prodotti puri in olio di oliva (Tab . 2); 

TABELLA 2. 

Recupero della vitamina D2 da miscele oleose. 

Contenuto pu1· g <Il ullo l Tr·ovato l % del teorico 
--

l) Vitamina A palmitato l l.J. 10.000 
Vitamina 02 !J.g 200 197 99 

2) Vitamina A palmitaln U.I. 20.000 
Vitamina 02 !J.g 200 193 97 

:l) Vitamina A pa1mitato U.I. 30.000 
Vitamina 0 2 I.L!r; 200 195 98 

--

. 11111. 1.•1. ~"'"''· ~a11ilrì ( l !167) 3, 193·20:1. 



20~ 1 EC l CH E E METODOLOGIF. 

3) alcuni prodotti farmaet·uti ci (Tali . 3) . 

Recupero della vitamina D~ da prodotti farmaceutici. 

Proclot!A• 

Soluzione oleosa per uso 
pnrenterule . . . . 

Soluziorw oleosa pt•r uso 
parenterale . . . . 

Solnzione oleosa per usn 
orule . 

lli<'hiuruto 

Vitumina A l ' . l. 
Vituminu 02 lll!( 

Vitamina A I l . l. 
Vitaminn 0 2 lllf! 

Vitamina A LI. l. 
Vita mino o, mg 

DISCUSSIO E 

Truvutn 

50.(1(11) 

IO l) lllfl 10,7 

2) • (U.(, 

3) " J0 ,6 

5(1.0(1() 

2,5 l) llifl 2,2 

2) " 2,3 

3) " 2,3 

10.000 
0,05 l) mg 0,039 

2) • 0,039 

:1) • 0,040 

TABF.LJ.A 3. 

~ .. dul 
dichluruto 

lUi 
JOII 

l UCI 

llll 

92 

92 

?Il 

78 

Il metodo da noi messo a punto presenta indubbiamentr di'i punti deli­
cati e richiede particolari cautele, soprattutto per quanto riguarda la pre· 
parazione del reattivo all' acido p·toluensolfonico e l'evaporazione della solu­
zione ottenuta dopo aver eseguito la disidratazione. Operando secondo le 
modalità descritte, questi' difficoltà sono facilmente superate ed una volta 
eseguita la saponificazione l' analisi completa non richiede più di 3-4 ore. 

Per quanto riguarda la det erminazione colorimctrica finale, abbiamo 
dato la preferenza al sistema di WILKIE, ]ONES & KLINE (1958), che fa uso 
di un bianco contenente un inihitore della reazionr vitamina D-tricloruro 
di antimonio: abbiamo per ò notato che l'effetto d'inibiziont• non è specifico 
per la vitamina D. L'inihitore agisce anche sulla reazione tra il tricloruro di 
antimonio e i prodotti di alterazione della vitamina A (che possono essersi 
formati in medicinali conservati per lungo tempo o in condizioni sfavon•voli) 
e soprattutto sulla reazione tra il tricloruro di antimonio t• la vitamina A 
alcool che even tualmente non è stata trasformata in anidrovitamina e ch P 
viene quindi fissata sull 'allumina ed eluita poi insieme alla vitamina D. t 
pertanto indispensabile accertarsi che la vitamina A sia stata trasformata 
completamente in anidrovitamina . 

Auu. I HI. /:;ttpel' , S<milti (IUG7) 3, I U3 -2U3. 
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In base ai risultati ottenuti, possiamo per ora concludere che il metodo 
è applicabile ai prodotti farmaceutici contenenti vitamina A e vitamina D, 
anche in presenza di altri componenti, quando il rapporto tra le due vita· 
mine (espresso in U. I.) non supera 8 : l. · 

31 gennaio 1967. 
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