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:io• l 195:3 't:nlll' pu bhlicatn un "olutn<· " ~Irtod i di coni rollo dr Ue 'ila
mine » a cura di alcuni ricercatori dell'I stituto. l l problema della de termina
zio ne do' lle vilamint' nf'i prodotti farmacentici è rimas to di a ttualit.à, anzi è 
uumentato di intcrPsse, daw il sempre più diffuso impiego di queste sostanze 
in terapia e lo sviluppo della tecnica farmaceutica. Si è resa pcrt<mto inrlispr n
,.,nbile la dahorazione di nuovi metodi e la sperimeotazione rli proccdiml'uti 
desunti •lalla le tteratura, a l fine rli r isoiVI'rP i vari proiJiemi a nalitici rt>si piit 
•·nm plrssi da lle molteplic i forme di presentazione Ji una speciali tà ffi<'llicinale. 

Sono gta apparse pregevoli raccolte di metodi di determinazione de lle 
'i tamim•, tra cui partit'olarmcntc accuratt' t~ d utili quella eli trohcker t•d 



•l 

ll cttuiug {l(}(,;{). tpll'lla ,, l ' lll' :t tlc·ll;1 .\;;;.twiatiutt ol \ lllllllÌit Cllt'nll,.l )- ( 1111•11 ) 

t' la 11110\'a t•diztttiH' (II.Jh7) rlelrii(II'I'U di (;,·iiq! \ t' Pt•arMtll . 

(,luc·,.. tl ' opt·t'l' o•d i l:l\11r1 nrÌ!!Ìnalt rtport ati in hilllio~r:dia dllt'liiiii'I11Litt" 

la larl!a di,tmllihilit ;'t di llll'llldotlu)!it• dw la l'lllntic·u uualitit·a o(l'rc· iu '!"''~'" 
I'UIIlj "' ,. la Cnlle<t'!!;tlt' llli' t'li Ili plt•,.,i 1 :ì clc·i proltl•·n1 i c ltt · ,.i (11'1'~1'11 t a 1111 m · Ila 

,.,,.,.Ila ,. l11'1la appli t • a:~.iotlt ' do• Ilo • di\ t'f~''' lf'l'nÌdlt' . 

!:'I1'11Po d i 1ftl1'!- la ra .. ~··~ua 111111 ì· ~Ialo l(U t• llo di t·luJ.oran· uu"opc·ra 

"Ì111ilo· 11 IJlll'llo• t'itat•· 111:1 di ract·oi!lit·ro· •tll•'t nwtudi di dPtt•rmina:~.iuut • clo·l 

tran~o·tt• tinolu dii'. twlla no;; tra t' ,;JH'rÌI'li?.U. :-i !-ttllll diruu;;lrati piìt atlut 11 
li Pila anali,.i d•·r prodotti farOI<II 'I' II lu· i. •~•Hnpii• Lulltloli cu11 ., .. ,wn a;-.inui t'Ili · 
p•·rmt·tlf·s,;nu tli \Hiutarn•· l'appl i•·u lo i littt. La fi,.,,.rrnillazioo•· dc·llt· 'ita· 

111 i111' Jlt'Ì p rodo Il i fu rrmu:l'll l ÌPÌ , in fa li i. p uè1 t'~'"'' n · ('1111 tlu lla l'Oli pro wo·d 1-

lllt ' lliÌ analitic·i \ari. n1a Ìll pnt·ti l'a l"' r !!Ìillll!l'fl' ai risul1a1i mi{.diuri :-~i <ln t• 
~'"1-:uin· il prnrediHII'Jtln piìt adat to ullu furnw ;;nltn l'Ili ,.i pn·st•nt a il prudoll" 

da a11a lizzar••: o~ni nii'LHd ica l1a inl'alli l1 · Mlt' limitnzi•111Ì d~t· ì· """' ' ro uo· 

!-. t:l' rt' •· 11'111'1'1 ' pn·•wnti prin111 clt upplit·urla. 

l \1\ •\ I'TEHISTIUI I. l. HIHMI·. l· \H \l \C:El1TlCIII 
DEl. Tlt \1\S-IIETI\OLO ( \ IH\11'\ \ ) 

i\t· lla talwlla c iii' "''{!111' "'ll~OIIII rat·~·oltt· (, . !'aratlt·ri;;til'lw r..latÌ\'t ' al 

lrau~-rl'linolu ,. ai ;;uui rlr ri\<lti. c·arallt'ri~IÌ1·h•· dw pn~>SIIIHI t•,;,;(•rt· di u1ilitkl 

nelritnpiq~n dei prncnlim .. nti analitici c·lw 'Pngnu" in "'''h"llito dt•t.t• rit lj ,. 

ru-lla t• lal~t•ra:tiullt' tlt·i r i!mhat i. 

La ' it uminu A ,.j J'li Ìl ' ""'·un· l't lll\1' t'nlll Jtnnt•nll· uni•·o od a;;:-.uriata 
ad altr" vit~unirw '' ""stanzt· nwdif'amt·ntusf' in: Snlnzinni oft·t•M' (in fial ... 

in gtt<'t't', in twrl1·): ,,ofu :.inni irlrodi.'ll"'' ·''' (iu lini•·. in gncc·•·) ; mJ•.-wlr• ; scr 
rfiJI!'i : Sllflf UISII ' : fJII/IIIIIt•; finji/izzati. 

p,.,. la pn•parnzion•· ti• tali {Ì•rnw faruHII't'UIÌt•ltt· "'llf'lllltt impÌt'!.(:tti 

il lra u:-·rt'lillttlo t' i ~un i ··~ tt· ri ac·c·t i<·" " paludt i1·u t' lu· 111 t'll lllllll 'rt' ltt pus~o1111 
trn' an·Ì. l'llllll' mutc·ria prima. Jlo•ll,· sc~u··nt i forntt·: 

l) Tnw:o· rf' l i11oln d i !"iiiii'!>Ì (' it:tmin:t ,\ ah-noi puro}: 

2) Tran~-rrtiuil act·tato (uc·•·ta lo di 'ita111Ìna \ puro) 

:~) Conct·Jitt·uti di ,·itarnina A t•J-lt-rilica ta: ~>oll luzioui ulen1w d1 art·tatn o 

pal•uitillll di \'Ìlam ina A a titolo dichinrato (g<'nrralllll ' ll lt' l mi liouc• t! i l ' .J ·/1!.): 

4·) Soluzioni eli "~l!· ri d i 'itamina 1\ a ll" ~ l alli itlrodit-~JH'!'MI a ti tulo 

tlidtiaruto (g•· tll'raln~t·Ht• · 2tHI.OOo-:soo.ooo ll.l., g) ; 

:i) \ itflmina A C!-ll'rc· in l'orma prttll'lla : ulit·•·n:d'c·n· ~··laui t i:t.zall· a 

t itolo dirhiarntu (~t·unalnH ~III\' :lOO.OOO U. f. ,'~): 

6) \'itamina ,\ palmitato in pnh l'rt' idmd ispt·n.,ihil•· a fn·dtlu a t itultt 

di eh iuru tu ((!.t'IH'ra lnlt'llll' 2:>0.000 lJ.I. '~) . 
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\11~1'0 Ili D l l H·: l ER M l \ \l'l O\ l 

l ) l)t•tl'rmina:r.iont• >' lll'ltrnfot"llll'll'll'a 

2) Dt•tt•rtninaziout· f'.,ton~t·tril'a t'tlll alf'a-didoridriua glit •t• rica 

~) l )t'IPrJllinazinut · nwdiantt• tra ... formaziont· in anidro\ itamiua 

4) l ll' tt ·r•n in a'l.itt llt ' f'n tnll ll' t ri!'a t·nn t ri•·lurqrn di antin111nio 

l ),.," nn i tifi ::.i ti/li' SJWII rn.fotol1wt ri ,.,, 

Jiri nripio d,.J lll l'todo. 

La 'i lamina A (•d<·nn l liltt·ro o ;:uui •·s lc'ri) , sriolta in opportmw so h t>ntt·. 
11111,;t ra una c·un a di a:;::;nrltin~t•n t" <'arattrristi!'a il c·ui nw .,.simo 'aria da 

:i25 a 32H 11111 a ;:t•cttntla tlr lla f.,rma l'Ili mica P dt·l :-oh t>nlt'. J; a!'sorbinwnto 

<'ttrrii' IHIIIrl l'nt•· al rua~<s i rn o i· din·t t auwntP proporzioualt• a lla ront·•·n t ra 
:r. ion <' di' itamin a A: l'i pui• p•·n·i•'t ,.,tJ,·olan· il •·onh·uutu in' itamiua. t•.spn•!Nil 

111 l . l . dalla f(,rmul<t : 

E 

1'. d . 
F l l. T. ~ 

In ('111 

l ~ \ a lort• dPII'as!'iorhinwuln tuisurato al lll:IS!'IIllllt. 

,. l! d i mat r rialt• in JOO 111l di ,;oluzinn1·. 

d s pp;,:-11r•· di'Ila ':.1 '- t' lwt t n in l'Ili . 

F fa t ton• 1li 1'1111\ t•r:- ion•· in l .T. 

l i qunzil'ut•· 
J•. . l 11 · . · · f ' 1 .... , . .,, . ..._.,.po111 t• a a'-i' ttrbllllf'llto .-:pt·<'d lt 'll ( •.1 t•t11 ). 

l '. d . 

TI l'allnrt · F \'arta a lit'l'lllltla c lw :-i tratti d i 'itrunina 1\ alcool n ,·ita 

rn tJHI t·:- l f'r if i<"ala t'. JH'r un n nwdt•situa fo n na , a ,;t•t•ouda dt·l ""h •·n li• irnpit·· 

1-{:tto. 1 'alnri dw \l'll{!lllln 111 pratif'a U:-'a ti "11110: 

vita m in a A alt·ool IB30 akon l iso pro p i l it·tt " t'l i l it•tt 

]900 ri c· lot·~~u •o 

' ita111ina A t•s tPrifi r at a 1900 alrnul i su p rnpi l i, . ., 

IBì!l alc·uol t'li) ic·o 

l C) ](l ••it·lw•-.ano . 

SolH•nt r pt·r spt' llrofotltlrlt'tria nPII't . \. (alc·nol isopro p ilirn. aironi 

l'li licn a ssnlu t n , cicl ttt ·sano). 
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Proct>dimento. 

Si prepara una soluzione della vitamina in uno dei suddetti solventi, 
ad una concentrazione di 5·10 U.I.jmJ e se ne determina l'assorbimento 
al massimo, in vaschette di cruarzo da l cm di spessore, con un buon spettro
fotometro. Dalla formula già riportata si calcola il contenuto in U. I. /g. 

Osservazioni. 

Il metodo spettrofotometrico è semplice c preciso, ma è applicabile 
solo se la soluzione in esame non contiene altre sostanze cbe assorbono nello 
stesso campo di lunghezza d'o.nda, cioè 300-350 nm . Ciò si verifica solo 
eccezionalmente ed in genere per prodotti che contengono vitamina A in 
concentrazione elevata e che non abbiano subìto notevole alterazione. 

Più frequ entemen te vengono sottoposti ad analisi prodotti che, insieme 
alla vitamina A sotto form a esterifi cata, contengono altre sostanze che 
assorbono nello st esso campo di lunghezze d'onda. Per stabilire quando s ia 
applicabile il metodo spettrofotometrico è consigliabile procl'dere come segue. 

Si prepara una soluzione del prodot to in cicloesano alla concentra· 
zione di 5-1 0 U.I.j ml di vitamina A. Si IPggono con un buou spettrofoto· 
metro, la cui scala delle lunghezze d'onda sia stata tarata di recente, i valori 
degli assorbimenti a 300, 316, 328, 340 e 360 nm e se ne calcolano i rapporti 
con quello del massimo (328 nm) ; tali rapporti non devono differire di 
_._ 0,02 dai seguenti valori : 

n m E/Emax 

:lO O 0,555 
316 0,907 
328 1,000 
340 0,81 1 
:360 0,299 

Se ciò si verifica, si può procedere alla misura spettrofolometrica diretta 
e calcolare il contenuto in U. I./g secondo il procedimento sopra riportato. 

e i rapporti calcolali differiscono dai teorici di valori superiori a 0,02, 
si calcola l'assorbimento corrPtto a 328 mn applicando l'equazione : 

F.:l~8 (OOrl') ~ 3,52 ' (2E:l28 - E:l lll- E340) 

Se il valorP. ciPU'nssorbimento così t.'OTr<'tlo differisce da quello non 
~·orretto 1li -!: 3 °'o, si trascura la correzione l' si calcola l'attività dal valore 
non corretto ; se risulta tra - 15 e - :3 % dd valore non corretto, si usa 
fJneUo currf'tto per il calcolo della attività ; se l'assorbimento corretto ~i 

1liscos ta di un valore cbe !mpera il - 15 11 il 1- l % da (ruello non corn•tto 

llln. /.~t. Supe~ . .-;,.,.,lt\ ( lllll9) 5. 1 -~U . 



,, n , ..;!"ir.f. !\1 

11 ~~· la luul!ht·Y.za d ' onda dt>l nwssrmo tli <~!'ho r!Jinwn1o non si lro\ a tra 32h 

,. ~21J 11111 , il llll' tndo spt:ttrofotonwtrico non t>i puì1 applican• dirNttlnH'I11" 

ma f. lii'Cl'ì'S:uio ric~•rrTn ' ad 1111 llrt·todo foto ur l' trit ·n ('. ol i n ·) od •·s•··guir1· 

prim a la saponili <~a.zion•· tl•·l carnpion•· ('. ohr•·). 

Il ult·toclo ;.;pt·ttrnfotonwtri•·o. infnui , puì1 <·ss<·n H]l(lli ealo anchl' cl opo 

saponili .. aziorw ; in <pw;;to ca;;o. il rPsirluo insapnnifieahil<· "i<·nt· disc iolt o 

in alcool isoprnpili <·o 1· ùi luito iu modo da a\'{' r(' una coucc·ntraziollt' in , ·ita

mina A Ji ~ -IO ll.I.Jrnl. Si m i!'urano gli assnrbimenti d<·lla soluzi11r11 ' a :~00 . 

:~10. 325, J3+ nnr e alla lunghezza d'onda a cui :;i ha il ,-alorf' nHtRsimo. :-;,. 

il massimo si trova tra 32~ ,. 327 nm <' U il rapporto E:11111 1 E:r~:. P infl'rion· a 

0 ,73, l' i pu t', ca lrolan· l'as~orltinwnlo corretto a pplicando la forrnula : 

E :u:.l<·rH'I ) 

f• la enrri :;porHll'ntP atti,·itù in l .T./g dalla <'Spn•!i;;ion•· 

E:,:; .. :rt:. 1<·01'1') · 1830 

Soltanto nel ('aso 1:lw l'assorhinw nto corretto non dill'l·ri,..ea d1· l l 3 °11 .l a 

qut•llo non corretto si pu t'1 usan· p e r il •·aleo lo l'E: ;:;· .. :rt:. non corrl'llo. 

S1· "i riscontra che il massimo òi as!"orhirrwn to si 1rn\·a fuori dal campo 
323-327 nrn o Rl' il ;rapporto E:1011/ E:12,; è supPriofC' a 0.73, il ml'todo spettro

fotometrico dirl'tlo non puì1 t:l:l~;c n· impiegato l' si d PYC rr corrPr•· ad altri 

rnNnJi di dctermina7.i01r•· o sottoporn· la soluziorr•· ad nltt·rion· purifira-

7innf' lH'r 'ia rTnntnto~ralica ('· · oltn·). 

lJt>ft>rminazimw .fotOnll'trim r·nn alfo-didnridrina [!.l i('(•rim 

Principio dt•l nwtodo. 

La Yitamiua A alcool t ' i I'H toi eslf'ri in soluzinnt• cloroformic.n danno 
r u11 did11rid rina g licnica atti,·ata una eo lt.raziorw hln ('111' pa;;sa rapida

nwnl•· ad una c·• dn •·azimt~· vinlt•tla n·lat i\·amen t<• l" t ahil,•. 

Nl'attir:i. 

a) Cloroformio p. a. 

b) Tricloruro di antinwuio l '· a. 

c) A l f:~-dicloridrina glieerica 

d) Dicloridrina g licnica attivata . Ad l litro di alfa-clicloridrina Ar 

aggiungono 20 g di t ridururo di antimonio scio lti in 100 mi di clnroforrnio. 
Si dis t illa la miscda sotto v uoto, in a pparr1:chiatura tutta d i vetro ; s i 

raecogliP la fraziout· intc·nn<'dia clll' a 15 rnm di H g di8tilla tra 72 l ' 75°C. 
SI' consen ·ato iu bottiglia scura s i manticnt· pn alcurw st·ttimanc. TI rr·at

t i v o d(' VI' <'ssen· in co l ore . 
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Procedimento. 

Ad l ml dflla soluzione cloroformica in esame, contenente da 20 ad 
80 U. I. di vitamina A, si aggiungono 4 mi di dicloridrina glicerica attivata. Si 
misura l'assorbimento a 555 nm entro 2-10 minuti dall' aggiunta del reattivo 
rispetto ad un bianco preparato con l ml di cloroformio + 4 ml di reattivo. 

Da una curva di taratura si rileva la quantità di vitamina A conte· 
rmta nel campione in esame. 

Curva di taratura 

Si prepara una soluzione cloroformica di vitamina A alcool o di un 
suo estere, il cui t itolo sia s tato determinato per via spettrofotometrica, 
contenente circa 1000 U.I.Jml. In 4 palloni tarati da 100 ml si pongono 
rispettivamente 2, 4, 6 ed 8 mi della soluzione madre e si portano a volume 
con cloroformio. Si preleva l ml eli ciascuna soluzione diluita, si aggiungono 
4 ml del reattivo e si agita ; dopo 2 mio e non oltre 10 mio si w surano gli 
assorbimenti delle soluzioni a 555 nm rispetto ad un bianco preparato con 
l ml di cloroformio e 4 ml del reattivo. La misura può essere effettuata sia 
con uno spettrofotometro s ia con 110 buon fotometro. Con i valori ottenuti 
si traccia la retta di taratura. 

o.~servazioni. 

Il metodo fotometrico alla dicloridrina glicerica ha applicazioni più 
estese di quello spettrofotometrico diretto e, fra i metodi colorimetrici, è 
quello che poss iede maggiore specificità ; pur non avendo elevata sensibilità, 
può essere impiegato con successo nella determinazione della vitamina A 
in molti preparati farmaceutici da cui la vitamina possa essere estratta 
con adatti solventi. La reazione può essere eseguita direttamente sull'estratto 
liposolubile o sul residuo insaponificabile ; essa viene inibita dalla presenza 
di cere c di alcune sostanze organiche che si possono trovare con la Vita· 
mina A nei prodotti farmaceutici (p. e. piramidone, antipirina, ecc.). 

Determinaziotte mediante trasformazione m anidrovitamina 

Principio del metodo. 

La vitamina A, sciolta in solventi anidri, in presenza ùi tracce di 
opportuni catalizzatori, si t rasforma in anic.lrovitamina A . 

. 111 11. / st • .'\11f)rr . Su11il ll (l9fl9) 5. 1 -~ll. 
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L;e t•ompar~a d.·ll a " lrllllur;e r" t111 t'liti l'aullll' lllll t l• ·l IIUIIH'TII di dol'l' r 
lq!HIIli ha pt' l' ('(tJl~('l!lll' lllr.:l 111111 "I'O;- lillllelllU IIUtt'\olt• do•l lll;l '<;.. irno dr a:"llr 

l.inwnttr \ 'o•r;..n la rq!i11n•· 'i- iloilt·. l\h;:urandll l'aulltt ' lllo tl•·ll'a,,.,llrltillll'llln 

C'ili' la so lnzimw di 'itarnirra A suloi,.;c·;· p•·r dl't:tlu di' Ila tras l'11rrnaziont·. 111 

iopporlllllt' rondizin11i ;..po·rinwnlali , i' po!<sihilt• do·lt' I'IIIÌIIan · il • ~•11rto·u111n d i 

'ita11rirra in f'i'traiiÌ irr1--apn11ilit·ahili pro\f'IIÌt•rrti da "'ariati ruatniali st•nza 
ulto·riori p11rilieaziou i. p,.,. la d t· l t•rmillaziorr,. ;..pO'li rol'otolllwtrit'a t'Oli l al•· 

Jll'llt't' dinwnto 'it•nt• st• t•lta la lu11glH·zza tl'onda di :~<) 7 11111 1wn·lrì· in flut••l a 
n ·giont• la ,·itarnin a \ 111111 prt• .. t•nta aleu11 a;o:,orbilltt·ntu 1111·11t rt • l'anidro

' itamina pn·,.;o·nt a un" dt·i "lini llt::JM,ÌIIti f'ara tlt·ri ;.. tit ·r. 

l>iclorttJllf•taHn t'la 11nl1t·n. !)(1(1 mi tli tlidorlllllt ' lano 'l'll~ono hl\ al i l"'' 
q rwllro , ·olio· con 250 11rl di ncqua: si cli,.;itlrat a eon 1'arloo11ato di potas,.; iu . 

;;i li lira ,. ,.;i lli,;:tilla rai'<'nt:lio•rlflu In pnrzinu<· t•t•ntralo·. l uri d i a lt•ttttl o• l ilio·" 

anidro :.i dilui~t·•· a 200 11rl t'ollr il tlit·lurunwtano 1:1\ al" ,. di ~< t illato . 
Dit•t i lamina p. a . 

H l'atti' o tli l--itlratant<·. !lll m g t li acido p-tolu t' ll'-nlfoni t·o. nrautt'lllll " 

in l'S;.. ir cator•' pt·r almPnto 12 ron· ;;u ]':!( ).;· :-i ,.,<·ioll!ollo iu cli <'lnrouwtan" t· l a
uolic·n portando a 100 rnl. 

J 1 T (l('(>(/ i 1111' Il Ili. 

La vi tamina A. dopo saponil11·aziurtt· , 'II'IH' r· ipn~i'a in tliclnronwlanu 
t•tallnlicu irr mndn dw. In ~o lu :t.i tllll' t:onlt:llga fi- 20 l .T. di , ·it ami11a Ajml. 
A f) mi dt>lla snluzit)IH' IIHtnt•·nuta a 20°C 111 l' i ap;p;iungorw ;:; rnl d1·l 

rl'atti'" di;;idratantt·, s i nw!>eola 1•. <'sallarttf'lllt' dopn ~ mi11 P :~0 "''r. 'i t- i 
aggi11ngono 0,05 rul di dit'lilarnina. J>arallt·lauu·lltt• ;.. i allo•:-ti;..t' t' 1111 hiallt '" 

agp;iun~c·nùo a .') mi dl·l n ·alli\o cli ."> iclratant•· prima o.o;; ml tli diet ilarniua 
,. poi 5 mi della Slt'!'>oa !"oln:t.illnì' tla analizzan·. S i r11i~11ra l'a;.:!'orl.inwllttt 

dt·lla prima !"oluziollt' ri;..pt·ttn alla 1--PcnrHia a :~tJì 11111 iu 'ar-elwtlo• da l l' ll t 

di spc•ssort' <'Oil tappo a ;..lllt'riglio. TI coniPIIUln in 'itarnina A si ralcnla 
rlloltiplicando il 'alon· dt• ll'a~,;orloiltrf'nto lc·llo pt·r 1111 fatturo• F c:lw ' it•nt· 

tl f' lcrminato ugrri \olta dw s i pn:para11o i rc•atti\ i. fllf'utli qtu',.; to fattnrT 
o~owilla tli poco intorno al 'alo n eli 29.f), ma dip1'11do• irr nroclo llltlt'\ olc· dalla 

quantità di alcool conl<'llllltt rw l tlidoromt'tano eh•· 'ic•nt• i~trpic·t:ato l'ia JH'I' la 
pn·parazimw dt·lla ~<oluziont· di 'i lamina A rlw po·r il r•·atli\ 11 di , iclratalllt·. 

/)NI'rtllinu::.innl' d,•[ fattnrl' di rlll!l'l'r.~inn'' " F . 

30-(tO mg di n •tiuolo a crtato (' ris tallillo " J 00-200 m g <li soJuziorw 
ol,•osa cmrcentrata d i 'itarni11a A l'Sieri', il c·ui titolo 1-ia ~lato d eterminato 

pt•r \'iu SJWttrofotourl'l ric·;r , 't'llgono !'ottnpos ti n "aponilit:aziou .. , l'inl'apo-
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nificabile ripreso con diclorometano etanolico e portato a volume : da questa 
si preparano 3 soluzioni contenenti rispettivamente 5, 10, 15 U. I. di vita
mina A per ml. 5 ml di ciascuna soluzione vengono trattati secondo il proce
dimento sopradescritto in modo da avere tre valori di assorbimento a 
397 nm (E 1, E 2, E 3) corrispond~nti a tre valori di U.I. per ml (U 1, U2, U3). 

Il rapporto U/E dà il valore del fattore di conversione « F n e poichè si avranno 
t re dati corrispondenti a : 

la media aritmetica tra i tre valori ottenuti rappresenterà il fattore di 
conversione da impiegare nel calcolo per una determinazione di vitamina A 
impii'gando lo s tesso dicloromctano etanolico e lo s tesso reattivo disidratante. 

0.~.Wlrvazioni. 

Il metodo spettrofotometrico con trasformazione in anidrovitamina ha 
il grande v antaggio, rispetto ad altri metodi, di possedere la più alta speci
fi cità e permette perciò di determinare la vera vitamina A anche in presenza 
di prodotti di alterazione o di altre sostanze, che normalmente accompa
gnano questa vitamina . Il metodo non può naturalmente essere applicato 
agli esteri della vitamina A se non dopo saponificazione. Molta cura deve 
rssere pos ta nella purificazione e disidratazione dei reattivi impiegati, 
nel controllo della temperatura (200 t l 0C) e nel procedimento per il 
calcolo del fatto re di conversione. 

Determinazione fotometrica con tricloruro di antimonio 

Principio del metodo. 

La vitamina A alcool ed i suoi esteri in soluzione cloroformica reagi
~cono con una soluzione concentrata di t ricloruro di antimonio dando una 
rolorazione blu labile. L' assorbimento a 620 nm della soluzione colorata 
è proporzionale, entro certi limiti, alla concen trazione della vitamina A 
nella soluzione. 

Rt>attivi. 

Cloroformio p. a. (contenente circa l % di etanolo) . 
Carbonato di potassio p. a. 
Tricloruro di antimonio p. a. 
Cloroformio anidro esente da alcool. Circa 500 mi di clorofomio p. a. 

vengono agitati in separatore per 3-4 volte con 200 mi di acqua ; si lascia 
il d oroformin lavato ~ ll carbona to di potassio in pallone lwn chiuso a l riparo 

. 11111. f .,t. Suf)l'r. "'""iU' { l lHl!ll 5 , 1·211. 
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dalla lut'l' ('C'r 24 on·. Si sPpara poi c-autalllt' llto·. l't' uo •(· o ·ss<~rlo filtrando. dal 

t•arlmnato di potnt-,: iu 1· >- i di~ tilla !'Il liUti\ o carlwnato dr pota,.;. in rat:I'O~Iu'ndo 

la porzion<· Cl' lliralt· (lt ·l distillato . 

Soluzimw di tricloruro di antimn11io . Cirt·a 30 l! d i tri<·loruro d i ant i

monio in ~rm,~ i JWzzi '1·ngonu JW~al i rapidanwnt•· in tlll mortaio ,. la' a t i 

p1•r rapida a~ituziorll' l'CIII cin·a 20 111l dd r·lorofonnio distillato di fn·,.:t·o 

t•liminando il piìr romplt·tamt>nlo• pnssiiJilc il lupr ido di la,ag~io. Il tridnruro 

di nntunonio 'it·rw subito triturato ; ein·a 20 ~ram mi d i 1·sso 'en~nno s1·iultr 

iu un pallono· uHsnlut anro·utt · a~ciutto t·on il i·lornfornriu di;.; tillato di frn<l '" 

,. portati a ]00 llll. Si •·ons•·na llll' f;l iu l'li solfa to di ~uclico anidro. 

l 1roced i liti• n t o. 

Adi mi dt·lln soluziorw dorofurmica in f'Saru•·, contt·rwnlf• •·in·a ]0-l.i l . 1. 

di 'itaruirw A. n!'lla 'asclrrt t a del fotonwtru , s i aggiuugono :1 11rl di'Ila soln

zionl' di tric lururu di antinwnio . Si mis ura i>lrl li to ras!'orhiiiii'IIIO a 620 1111 1 

rispr llo a rlornformio; la lt·llura dn1· ,.,.Fwn- t•;,t•guita l'litro H s•·•· dall'aggiunta 

de l real'li\o 1wrehè l'intt •u sit~L d i'l colon• diminuisn· subito. I l t'lllllt•ntrl" 

in 'itarnina A 'it·rw rit•a\ ato d a urra l ' li n -a di rife rillll' nto . 

C11rra di rijì•riml'll/o. 

i pn•para 1111a soluzion •· dorofurmica d i \ itamina A arl'ta1u cris tal

lizzato o di CHIII'I'ntrato olt~oso di v iLamina A c•onlrolluto pn \ ia spt•ltrofo

turn<"trica. contl' llt'lll<' c in·a 2500 ll. l . 1wr 111l : lO uri di qtlf •,. ta Mtluzinne 

\' l'll{!;Ollo diluiti a l O(lml con doroforrnio ; irr 4 palloncini da 2!i uri s i llllii~IJII" 

rispettivamt' lltl' 0,5- l , O- 1.5 - 2.0 mi di fJU(·~ ta soluziono· e :-i porta a 'ulumo • 

r nn cloroformin. Ad l rnl di t· iascuna soluziollt'. po!'tll n e lla 'a:-clrt•lla d .. l 
li1tonwtro, si aggiung(luo 3 nrl eli snluziorw di tridorur" di anti nHtni" l' ,.;i 

nrisura l'asl:'nrhiutt·utu a (J20 11111 rispt'lto a eloruJi,rntio entrn H !\!'t' dalla 

aggiunta dd n ·atti' o. Con i 'alori ou.·nuti s i 1 ral'r ia la t•un a tli rif1·rinwnto; 

s •· il rcattivo \il•llf• cowwrvato po-r l111rgo teurpo è lwr w eonlro llarf' ln ('111'\a 

eli tanto m tanto. PtT ognr ;.oluzimw di reali in1 l· indi!-lwnsahilf' ripl'l•·n · 

la cuna di taralura . 

TI IIH'tndo foto nwt ricn al l rirloruro di ani imoui" pn•s f' nlu, rn confron to 

agli altri nwtodi. il van t aggio dt•lla spt'l' ilicità , iu quant<t il nuurl'rn dt·i com

pos t i rh•· danno t·tm tricloruro di an t inwnio una coloraziorw s imili' n qu•·lla 

della 'itarnina i\ t! lim itn tn . Purtroppo 1wriì rnultt· ddh· &ost tllr:.w c lw ~pessu 

uccompa~nano la vi tanrina A (p. ••s . earutinoidi) reagiscono l'Un jj triclururo 

1l i antimonio. Tra gli ~' anla~gi dd nwtodo i· lu ins tabili tà df•lla coloraziorw 

o· il fatto ch i" <'Ssa vi<·rt•· infirtt•n :r.a tu du tract•o• di umidità t• di a ironi. 

. l uu. 1.•1. 811/Jrr. S tmilu ( 196!1! 6. 1-211 
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Il reattivo, inoltre, è poco pratico per la sua causticità e percbè lascia 
fastidiosi residLti sui recipient i di vetro e sop rattutto nelle vaschette ciel 
fotometro che devono essere pulite nel più breve tempo possibile con acido 
cloridrico concentrato. 

~ consigliabile eseguire la reazione sul residuo insaponifìcabile pP.rchè 
gli acidi grassi insaturi, contenuti soprattutto nPgli olii di fega to di pesce, 
disturbano la determinazione; la saponificazione può essere evitata, nel 
<·aso di soluzioni oleose concentrate di vitamina A acetato o palmitato, pre
messo che l'olio impiegato non disturbi la reazione ; in questo caso si scioglie 
il preparato direttamente in cloroformio e si esegue la reazione. 

Il metodo al tricloruro di antimonio, che è stato il primo impiegato per 
la determinazione della vitamina A, viene ora usato raramente nel controllo 
dei preparati farmaceutici ; rimane tuttavia insost ituibile nel caso si voglia 
determinare il contenuto di isomeri cis in presenza della forma trans della 
vitamina A (v. determinazione della vitamina A nelle miscele di isomcri) . 

.\tETODI DI ESTRAZIO E E DI PURIFICAZIONE 

Estrazione selettiva 

I metodi descritti possono essere impiegati per la determinazione della 
vitamina A solo dopo che essa sia stata portata in soluzione allo stato più 
o meno puro. Ciò si ottiene con procedimenti diversi, in rapporto alla forma 
farmaceutica e a lla natura delle sostanze che accompagnano la vitamina 
s tessa. 

Nei casi più semplici è sufficiente effettuare una estrazione selettiva 
tlclla v itamina A, fondandos i sulle sue proprietà di solubilità; ciò si V<'ri
fica soprattutto quando il proaotto in esame è costituito da compresse, 
suppos te, capsule c perle. 

I :.olventi più usati sono il cloroformio e l'etere di petrolio ; data la 
faci le alterabilità della vitamina, è indispensabile l' uso di solventi ad alto 
grado di purezza; le soluzioni ottenute devono essere protette dalla azione 
diretta della luce e dell' aria e devono essere analizzate nel più breve tempo 
possibile (è consigliabile l'uso di vetreria anattinica). 

el caso in cui la vitami.ça A s ia dispersa in soluzioni acquose mediante 
lcnsioattivi, l'estrazione viene eseguita con il sflguen te procedimen to. 

2 mi della soluzione, contenenti non meno di 1000 U. l. di vitamina A, 
vf•ngono fatti cadere goccia a goccia su 6 g di d <'lorisiln contenuti in un tubo 
a hocca larga con tappo a smeriglio. Si agita ben<' fino ad ottenere una polvrrc 
uniforme che viene trasferita in una colonna cromatografica del diametro 
di mm 14 con giunti a smeriglio sul cui fondo si è posto un tampone di ovatta ; 
:;i ricopre la polvere con un altro tampone di ovatta e si perco la con adatto 

11111, lsl. Sul)er. St111ilà { l!IHO ) 5, l ·~tl. 
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~ooh l' Ili (' (l'!f' IH'ralnH·niP loo•Jizt•lo) t·lw '11'111' lallu di'flui n· lt•ntanll'll l•· facTIIdo 
a ll Pnzio tll' 1'111· la c•olonna FÌa ,.,f'llljlrt' rin•IH'fl ll clal :-<oh 1·nt •. 

Finn a 10.0110-15.000 l . l . tli \ it :unina A .,o no t-u flt eit·nti 100 nrl d t 

t-nln•ut •·· 

L•· ;;u lu zinni ollt'lllllt ' c•on i llll ' lndi di c·straziotl< ' snddt·ll i. " ali•111nt•· 
eli !'~l'W, ciP\ tlllll t·:-~t· rt· t' \ aporalt ' al fi tlt' eli por.lan· il n·-.icluu Ìll >oolmritlllt' t'Oli 
il snlvt•ntt· atlatln al nwtudn d i analisi r ht• si 'uoiP t'St'!!U il'l'. ~l' il ndn111t ' 

di Foh Pn1t' ì• piccolo f'F,..n \' ÌI'IIt' t'\ apnrato a bagnomaria (uon FIIIH'ran· :W"C) 
in eorn•ut r di azoto. In alllht\du~· i c'lit-i gli ultimi mi d i :-oh f'lllt' rJ,., uno p,..,..t'rt' 
,., apc•rati a trmpcTatura amhit·nll·. 

,...,n p nn i}1 rn ::.i,,,,. 

(,)u ando il nw toclo eli dPltTIHÌHazimw ì· applirahilt• !ooo ln alla l'nnua 't l a
mina i\ akool uppu n· qmtntln 1- i clt·\ t' i;..nlun· la 'il anti na tla altri prudo Ili 
lipMnluhili e lt f! poi rPIJiwro intc·rfPrirc· 1wlla dt•tc·rn•inaziniH' (n Iii. !!I'Hssi. t't'l' .). 
l- Ì ricorrt> a prOCC'(Iimt•n t i di sa ponifiraZÌIIIII' c· di iso lurut•n tn df' lrinsapnni
lieabilc•. Tra i molti Jlll'lodi ri pOJ't a ti in kttt•raturn :-ono lll'f'ft·riloili qt~t ·lli 

df'scriui qui appresso. 

J 11) Sa punilu·aziont• a l'al do 

Alc·uol t'lilico as,;olutu l'· a. 

Butilid rossianisulo p .a. 
Sodin !'o Ifa lo anidro p. a . 

Soluzioll<' N/2 di iclratn di ptti H".'<io 
SoluzitHII' di idrato d i pnta~!'ÌII 3:~ "o (p, \) rm·parala di fn · ... c·o. 

ProcPc/ìmmto. 

In w1 pallonP da sapunifiC'aziout· cou •·olio a S lllt' ri~lio. pn·ff'rihilnwut•· 
iu Vt\tro gia llo , !'Ì Jlt'l'iU u11a quantit à ùel m alPrial t• tla aualizzan· clw ronlt·n~a 

non meno di 500 \). I. di vitamina i\ l' non piìt ci i J g cii gra;<so o di oli<l . Si 
aggiungono 30 mi di et :uwlo, 0.1 g tli lmtilidrO!:•!.Ì:t ni;;ulo t' 3 mi d i' Ila :<olut,Ìu
ll l' di idrato di potassio. Si scald<t a riflusso per 30 rnin Ali bagnomaria hollt·ntt·. 
!>Ì raO'n ·dd a rapidamente• con acqua currrntt· c :;; i trasporta fJuindi eou 30 ml 

di arqua in un imhuto t:Wparuton·. 
i t)strae per 4 voltt· con 40 rul d i n-pt·nt :uw JWr \ttlta agitamlo t' ll t'l'· 

gicam cnt<'. Gli e;.. t ratti riun ii i si lavano 2 volte cou 100 mi eli idrato Ji 
potassio N/2 f' 2 voltt• t'on l 00 mi di af'qua. Si st>rc·a la fa st: or~anir~l su 
solfa to tli sotl io anidro e si faltra rapid amente attrav!'r~o ova tta in un pal-

-'""· lsl. StiJirr. ,o.;,, ,;,,; ( l!tti!l l f>, I · :!U. 
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Ione tla distillazione lavando due volte con .LO mi di n-pentano. Si evapora 
secondo le modalità sopra descritte e si scioglie il res iduo nel solvente 
adatto a l metodo di analisi che si vuole eseguire. 

20) Saponificazione a freddo 

Reattivi. 

Alcool isopropilico p. a. 
Idrochinone p. a. 
Soluzione di idrato ùi potassio 10 % in isopropanolo (p/ v) preparata 

di fresco 
Soluzione di idrato tli potassio 5 % in acqua 
Soluzione satura di solfato di calcio 

olfato di sodio anidro 
Etere di petrolio (p. e. 300-500C) p. a. 

Procedimento. 

In una beuta con tappo a smeriglio si pesa esattamente una quantità 
del materiale in esame contenente non più di l g di grasso od olio. Si aggiun
gono LO ml di potassa isopropanolica al 10 % e 100 mg di idrochinone ; dopo 
aver mescolato si lascia il recipiente chiuso a temperatura ambiente al riparo 
dalla luce per almeno 8 ore. Con l' aiuto di 30 ml di acqua si trasporta tutto 
in imbuto separatore e si estrae 3 volte con 40 mi di etere di petrolio per 
"olta . Gli estratti petrole terei, riuniti in un separatore da 250 mi, vengono 
lavati tlue volte con 120 ml di idrato di potassio a l 5 %, una volta con 
120 ml di soluzione di solfato di calcio, una volta con 120 ml di H20. 
All'estratto lavato si aggiungono circa 5 g di solfato di sodio anidro e si 
agita ; dopo lO minuti si filtra in un pallone tarato da 200 mi, si lavano 
separatore e filtro tre volte con lO mi di etere di petrolio e si porta a volume. 
Una aliquota viene evaporata con le modalità descritte e sottoposta ad analisi. 

Osserv(tzioni. 

La saponificazione può essere <·seguita ilirettamente sul materiale da 
analizzare o sul residuo ottenuto dopo estrazione selettiva, se questo proce· 
llimento può essere utile al fine di allontanare quelle sostanze che possono 
intralciare la saponificazioiie stessa. 

Purificazione per VIa cromatografica 

La vitamina A contenuta nei prodotti farmaceutici puì1 andare incontro, 
per ea ttive condizioni di preparazione o c_li conservazione, a fenomeni di 
drgradazione. l prodotti di decomposizione che si formano, privi di attività 

. lnn. hsl. SlttJer. S<milà (1969) 5, 1 ·~0. 
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\'itaUiinit·a. pnt-!>IIUo fal~are i ri;,ult a t i dt•ll t· uual1,.1 iu quauto tntnft·rt:-t·olltt 

~:>ia n ella dNerrnina:t.iuut• Sfll'ltrufotn utt•triea clw in quPIIt· l'nlorinH' Lricllt' 

dPIIa \' Ìtamina A. È llt'('t't-l>ariu quindi !'u tluporn · la Mtluzinnt• ultt·unta do l'o 

saponifìl'aziune ad un a ~;ucct•s,.;iva puriliraziunt·. Cit't •i utticn t• nt·l 1untln 

rni~liorr rfl'r ttuando un a rmruatu~rafia su colonna dt n,..,.;iclo di alluminio 

nd modo sq,:ut•ntt·. 

Malt'rialt·. 

Colonna pt•r cromatografia ru u diallll'l ru iutt•raw di 12 m111 mun1ta d t 

raccordi a sm eriglio. 

Eten· di p r tmliu p .a . cnn p .t·, infl'r inn· a 4()0 (.. 

Eten· c' tilicn privo di pl'rnssidi. 

O,.;s idu d i allum iniu ~tanclard i?.za l o per rroma tugra li a d i a d.-uriJi Ili t ' Ili u 

set;. llroc·kman . 

()~;sidu di alluminio run IO 0 n di a r qua: l'u!-!1-' idu d i alluminio ;; talll la r

dizzato 5t'C. Drockmau \ ic:nc· a t ti\ a to in muO'ola a 60011C III' T 4 nn·. poi :-i 

fa raffreddare~ in Ptls iccutore. Tu una IJi:utn con tappo a 1mwriglio !'t' rw 

prsano 100 g t• s i sbattono 'iguro~:>amrnt e run l O mi di a cqua. Si usa dopo 

24 nrc ; prima d t'll'u f.;o s i agita ùi nuovo. 

Procedi mf'ttln. 

i ric·m pic· la <·ctlonua cromatografica con •~ll·rc · d i JWtrolio ,. '1 1-1 vt•r;-a 

l'ossido di allumino al JO 0 11 di arqua; si lascia !'rclinwutarr fino ad una 

alte:~.:~.a di lO cm; s i fa drfluin· l'rtt·n ' di 1wtroliu fino a dw uc· rimall l-(ll 

l cnr sopra l'adsorhente. Lua aliquota dc·lla ~<oluzÌIIIW prnvt·niPntc· dalt.. 

sapuni(icaziorw v ic·nc· t•vaporala s t·contlu )p lllllclalità cll';,rritll', ;-i ripn•ll(lo· 

il residuo t•on pochi mi di rtcre di Jlf'trolin e s i porta quantilutivamclltc· ~'> lilla 

colonna preparata. nu appt· ran tutta la soluziorw è pC'nc·trat a ut· lla colurura. 

s i la va qut·s ta prim:t con porzioni da l mi , poi co11 porzioni da !1 mi di c tt·n· 

di p rtroliu per <'omplt'ssi' i 50-70 mi. La Yitamina A forma una wua 'isibilc· 

in luci' U. V. (365 nm) fluoresccn tt> in g iallo-\ cnlt· alla sornn1ità d ella t•ulonu a . 

i cluisct· ora la colonna con clt· r·t• di petrolio cuntcrwutt· il IO '70 di etc·n· 

c·tilicu e si scarta l' rluatu fin11 a cllf' la banda flunrcsrt•ntc dc· Ila 'itamiua A 

s ia giunta ad l cm dalla hasc clelia colonna ; da questo IIIOillentu si runtinu:a 

l'eluizione cou lu s l<'sso soh l'n t e raccogliendo però l' t' luatu cnnterwntr la 
v itamina fino a che la culot1Jia, osscn ·atu in luce U .V. rum mostra pitl al<'una 

fluorescenza giallo-verdr. La soluzinne vif'nr 1'\·aporatn ~~wclHHitt le · modalit à 

descritte, il re~iduo ripreso in adatto soh l'Il le rtl in t'Sstt la vitamina A 

determina t a con unti d!·i procedi111Ct1 ti riportati. 

.hm. 1~1. l'iuJ•cr. Sat~ilù ( l nG!I) 5, 1·:!11 . 
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METODI DI DETE RMINAZIONE Dl PAHTICOLARl F'ORME 

Vitamina A in microsfere 

Si presenta come prodotto solido costituito da microsfere. Si ottien e 
dalla solidificuzione, in condizioni opportune, di una emulsione in gelatina 
atomizzata di vitamina A estere che v iene, in ques to modo, protetta 
cla ll'ossidazione. Viene impiegata nella fab bricazione di compresse, capsule, 
granulati e supposte. 

Solu.bilità. 

[nsolubili nei cumuni solvt~nti organici, in acqua le microsfcre t~i rigon
liano e, se si porta la temperatura a 65-700C, si dissolvono dando una disper
s ione lattescente. L a dispersione dei granuli viene facili tata da tracce di 
a lcali. 

Metodo di analisi A 

Renltivi 

E tere e tilico t>· a. 

E tanolo p. a. 

Ammoniaca l O % 
Alcool isopropilico p. a. 

Procedimento. 

I granuli, isolati dal materiale in esame, vengono trasferiti quantitati
vamente in una piccola beuta con l'aiuto di 2-3 ml di acqua e di 0,5 mi di 
ammoniaca lO % · Si immerge la beuta in un bagnomaria regolato a 650C 
e, sotto corrente di azoto, ::~ i agita per 10 min. La sospensione lattescente 
formatasi viene portata quantitativamente in un pallone tarato da 100 ml 
eon 20 ml di alcuol etilico assoluto aggiunto a piccole porzioni. Al pallone 
::~ i aggiungono 70 mi di etere e tilico, si agita bene e si porta a volume con 
altro etere t> tilico . Si mescola hcne e si lascia in riposo per far separare a l 
fo ndo i fiocchi di gelatina. Un a aliquota corrispondente a circa 500 U. I. 
presunte di vitamina A viene evaporata in corrente di azoto in un pallone 
da 50 ml. Il residuo viene sciolto in alcool isopropilico e portato a volume. 
'i misura, in vaschctta da l cm, l' assorbimento (A) a 328 nm rispetto al 

:solvente e si calcolano la U.I. di vitamina dalla esprf>ssione: 

.\ 

C% 
. 1900 

10 cui A è il valore dell'assorbimento letto e C 0~ la cuncentrazioll f> 111 

LOO rnl del matr riale di partenza. 

. ttl tl. JJjl, 811JtCr. Sunità. (I!JHU) 5, l · ~U. 
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Soluzione aequo,.:a di idrat o d1 polH»~iu: ,i(J ~di idrat o di pnla::;.. i" »l'iolll 
111 a•·qua " portai i u :~20 n .l 

·\ln•o l t'l ili,·o a:-~oluto l"·" 

/'ron·tli '""' 111 11. 

l ~ranuli , "'''fl<•rat i d;d lll ait'rialo· iu • ·~HIIIt ' . 'o'lll-!"ll" l'"rtat1 quautitall· 
\ <lllll'lll f' in Ull f'<IIJ OIII' d a J (l() nd 1' 1111 raiuto di Ì 11Ji di ~11111zio11 1' iiC' I!'HI»a d i 

idra111 di p ot n,..»Ìo ,. si f'UIIt ' il pallouo· in 1111 kt~llo111aria l'l';.!olat" a H:i-9f)u(.. 

a~il allllo pn 1-2 111Ìn (fi uu a <' omplt·ta d i,.;pn;;Ìolll'). Sì ngi!'iunl!ollo lJIIÌndi ~ .) utl 
di akool a:.:<ulut" ,. ;.i l ' li Ili inua a ri»l'aldan· l' l'l' 1111 t <• rn po tnt a lt · d i m•·z~.'or;1. 

Si to;tlil· il pallouo· d al IHt ~ l ~o. ::i ra ll'ro·d da in a t:<Jlla I'OI'I'I'IIIt•. s i aggiung""" 

~U mi di aequa ,. l' i porta a 'olunu· c·ou aif.oul. S i filt ra rapidalll•'lllt·. !W la 
soluzimw ,.., torbid a.(' l' i ell'd Lua uua !'t'('tlllda diluiziolll' ('O Il a l(·oul i11 11wdo d a 
a\1'1'1' 1111 a t·onc·eutrazicuw prt•!w nla di l'irt·a IIJ-J;) l. l. di , ·itauain a A pn mi. 

Si ua il'ura l'a::-:<orhittll'lllll u 325 nm ri,IH'IIn ad 1111 bianco ('111' COIIll' ll ;..::a 
idrato di p ntas!'i" ,. ~olvrrrl i rwllt; ;;((•;;,«· proporzi~tiiÌ dt·lla )11'11\ a . ~i n d c·n la 

il t'Olllt:lluln di 'itamina A 111 Ll.l. dHIIa form ula 

· l H311 
( . " 

' " 

do\, . \ ,-, il ' ;dnJ'o· dt•ll'a ,.;,.;nrhiuwll ln llli"Hral" ,. C"., la t·on c•c•n lraz io uo· 111 
JOU rul dc·J rnalni a l•· di pa rt c·a tza. 

Osst•rt•o;;ion i. 

I du •· IIII ' IIHi i ""P"" d!';writt i JH'I'tll t' llomo di dc ·lerminan· la 'itamiua :\ 

111'1 pwdott i dai qua li è po;;;; ihill' isolan· i !!:rnuuli p •:r IIII'ZZO di ,.;oh l'Ili i: 
l'iit ;. allnaiJilt· qucwdo l•· ::;os t :uazt• dw a<·<·umpaguauo lu \Ìla111iua su11 11 

~uluiJili iu ~;olvl'llti organici (rlorofonnio) o rru autlo iu tali Hol \' t' llti ><i :;•·pa· 
rarw rwr gr:l\ itù ( i grauuli s i ritro,·;m" alla HIIJII'I'fic i•· de' l rlornfnnnio). lu 
questi casi i gnuruli possono ( 'SSf' t'\' Jl"l'I Hti qunntitali\'<tllll 'lllt' i11 1111 l' rogiu olo 
a Sf' tlo fil l nn al~~ ,. la va ti con pi1·<·nlc' porzi1111 i d i clorofi, rna in . Si p n t l'l ' l fcoria 

poa ~~~ rl"""ti c·ou uno d ei nwtod i d r·scriui. 
(jualora la S<']'Hrazione d c·i g rauuli 11 011 f:i a po:;~i lt ilt· ,..; d1',.,. pntt·t·do•n · 

ad una ,;a pot~ifi('aziunt· dirl'tta sulprudott o in 111111 t' dt 'll' l'llliuan: la 'it ami11n 
111'1 n ·sidu o insaponifieabi l1· . 

/}('tt•rmina ;; i nn•· della I'Ìiullt.inu -l 111'111' 111isn•/t· di t.<omert 

Tra le mate-rie prin11: in eommercio s i tro,·auu soluzioni olt'"!"' c:ont •·· 

ucmti tlls io• nH· a ltrrllt s- rl'linol n i !illtli trP pri11 cipali isnnwri gP.oUH'lric·i: l :~ - ci.<. 
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9-cis e 9,13 di-cis ; tali miscele sono particolarmente adatte per la prepa
razione di idrodispersioni a mezzo di tensioattivi. Poichè gli isomeri cis 
possiedono attività biologica inferiore a quella del trans-retinolo, per valutare 
l'attività di questi preparati si impiega un metodo particolare fondato suJia 
reazione con anidride maleica. 

Principio del tnetodo. 

L'anidride maleica si addiziona con il trarts- c il 9-cis-retinolo impe
dendo la reazione di c1ueste forme con il triclor111ro di antimonio, mentre 
non reagisce con le formo 13-cis e 9,13 di-cis. Tmttando quindi in maniera 
opportuna con tricloruro di antimonio la soluzione contenente i vari isomcri 
prima e dopo trattamento con anidride maleica s i dete rmina il contenuto 
[lf'rcentuale di isomeri 13-cis ; da questo, per mezzo di relazioni matematiche, 
si può calcolare il cosiddetto • valore maleico » c l'attività biologica del 
praparato m esame. 

N! ateriale. 

3 palloncini tarati da lO rnl ed l da 50 ml in vetro scuro. 
Tutto quello che è stato riportato per la saponificazione, l'estrazione c 

la determinazione colorimetrica con il reattivo al tricloruro cli antimonio. 

Reauivi. 

Benzene p. a. 
Soluzione di anidride maleica : lO g di anidride maleica p. a. sciolti in 

100 ml di benzene. La soluzione si mantiene por una settimana. 

Procedimento. 

Si esegue la saponifìcazione del materiale in esa me e s i scioglie il n:~:~iduo 

insaponi6cabile in e tere t'ti lico ; si determina il contenuto in v itamina A 
di rtues ta soluzione per mezzo delJa reazione colorim otrica con tricloruro tli 
antimonio. Una aliquota della soluzione eterea viene evapot·ata in corrente 
eli azoto cd il residuo ripreso con benzene in modo che 5 ml contengano 
circa 1250 U. I. di vitamina. Si pipettano 5 mi esatti di questa soluzione in 
ciascuno di ùue palloncini tarati da lO ml. Il primo si porta a volume con 
benzene, il secondo con la s~luzione di anidride maleica ; si mescola il conte
nuto e si lascia in riposo per 16 ore a 25oc. Passato qursto tempo si determina 
la vitamina A nelle Jue soluzioni ; 2 ml della prima si diluiscono a 2S ml con 
d oroformio e se ne preleva l ml per la determinazione eolorimetriea, la se
eonda soluzione viene diluita opportunamente in modo che si possa eseguire 
la reazione colorimelriea su l ml della soluzione li naie. La diluizione infatti 
dipende dalla maggiore o minore quantità di Ìllomeri cis nella miscela. P!'r 
mezzo di una curva di t a ratura si calcolano le U. [. per ml nelle due soluzioni . 

• hm. l t:l. S uper. Sa11ilà. (l !160) 5, 1· :!11 . 
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l l. 1.11-! • AH 

l Oli 

I l ll rt'LtHio alraniclricl,· nral.·ira 11011 (' llll"t'lllt• la dl'lt 'rllr iuaz rou•· dt·i .. in l!olr 

i:-ourni m a (· d i g-ran d t· 111 ilit ù pt•r il ral rolu flt· lraii Ì\ ità h iologil'a tntal•· dr 

una mil'cela di • ·:<~ i : la pn·~wnz;r t•d il rirollll"rinwntu d• ·f.! li Ì;;onwri 111 1111 

prodotto (· r iJ,., altilt' 1wr IIH 'Zi'.ll di <'romalugralia :-n .strato ~ottil1·. 

CIIOM\TI H; ((,o\1•1\ SI I STH\'1'11 SOTTII.I·: 

Ì~ d i l!raud•· utili t :, pt·r !"-\..!art· la pr~'"'''llZa dr·lla 'i tar ni11a .\. dt ·i :0.11111 

1'!-tlr'ri l'd ÌòoOJJH'ri r· d i' i loro prodolt i d i dr•cttm pus i?.iour·. 

Conii' all.~orlH'IIIt' :- i u ,.;r ;!l' llt'ralmt•utt• llllll , trat ti di f-!1'1 di ::.ilit•(• H r~ ... 
di ~.')() minun ùi t- )11'!-,.un·. Si 'aria la cnmpm.iziunr· rlr ·l """ •·liti' in rapport " 

a lla natura d i'i rornpu><t i: t fil a nd o !'Ì 'ogliu ;.l'para n · la 'itamina A alcool 

clu i s uoi t•;;tni o "i 'nglia rÌI'!'HIItnt rl' la pri'Sl'llZH eli prodotl i di altt•razioni. 

l'lÌ impiega un l'lrwntt• li1ruwto da c iduesatlO: ••tt·n· t• tilil'n (4 : l ) 11 eit•lo

t•;.ano: a t'l'l<ltll di PtiJ., (~ : J) ; l'Oli qu est i s i;; ((·mi gli B 1 :-:otto, in ordillt ' 

C'I'I'SI'I'Il tl ' per \'Ìlamina A akoul, , ·itamiua A a('l· t ato , vi laurina A palmilal" . 

St• 'i è prPH'IIZa di anidro\.Ìiamina ,\. cl11· si (• potuta fururan· i11 !.q~nilo 

ud ultnaziuut'. l)li i'P. ta ~i rit ro \t' r~l avant i alla \ itamina A palmitatn. 

()uantl" "i "'~diauu rir!'l't'an· i 'ari isomeri dt•lla 'itamiua A iu pn·;.•·nza 

dt·lla forma tra n .... l'i rflt•Lt u auo dut· rromatog rafi,· : l:r prima s ullP fi1rn1< ' 

••:. tt•rili ra lt ' l' la SPconda do po ~> apunifìraziunl'. ' l'l primo ra""· impiPgaud .. 

una miscela esano: t'll'rt ' t·tiliro (95: S). l' isouw ro 1:-l-ris iu ,., it•JIH' al 9,13 Ji-l'i .-. 

nri~n·nì in u·:,;ta. la l'orma trnn .~ in roda cd in pus i?.iont• inl Prmedia si ""8tT· 
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verà la forma 9-cis. Per le forme alcoliche, l'eluizione con una miscela di 
Skellysolve F : metileptenone ( L l : 3) sposterà di più il 13-cis, un po' meno 
il 9,13 di-cis e in fine la forma trans insieme al 9-cis. Combinando quindi le 
due cromatografie è possibile rivelare la presenza eli tutti e quattro gli isomeri 
più comuni della vitam ina A. 

Osservazioni. 

In tutti i casi la cromatografia deve essere condotta con la massima 
cura per evitare la alterazione dei prodotti durante la deposizione e la 
cromatografia stessa. È indispensabile deporre i cam pioni sulla lastra man
tenuta .in corrente di azoto e procedere nel più breve tempo possibile 
aUa migrazione in vasche riempite eli azoto e protette dalla luce. 

Anche prendendo tutte le precauzioni possibili, si possono verificare 
delle lievi alterazioni ed è per questa ragione che la cromatografia su strato 
sottile non è adatta per una determinazione quantitativa dci composti che 
Ycngono separati. ma è impiegabile soltanto per svelarne la presenza. 

5 mnrzo 1969. 
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