
Determ inazione gascromatografica della benzaldeide 
nello sciroppo di orzata (•) 

ANGELO STACCHINI e LUIGI BONIFORTI 

Laboratori di Cftimica 

Riassunto. - Si descrive un metodo gas-cromatografico per la ricerca 
ed il dosaggio dell'aldeide benzoi ca nell'essenza di mandorle e n ello sciroppo 
di orzata . L'impiego del rivelatore a cattura di elettroni consente di dosare 
quantità di benzaldeide comprese tra l e 5 f.tg . 

Smnmary. - A gas-chromatographic m ethod for thc detection and 
quantitative det ermination of b en zaldehyde in essent ial oil of almonds and 
in « orzata )) syrup is descrih ed . 

Amounts between l and 5 micrograms of benzaldehyde ca n b e appreciated 
with an electron capture det ector. 

In una precedente nota (l ) furono consigliati alcuni indici analitici per 
la ricerca del latte di mandorle, sgrassato e non sgrassat o, nello sciroppo di 
orzata. Il Ministero dell' Industria e del Commercio ha successivam ente chia­
rito con due circolari - del 1° aprile 1953 e del 6 settembre 1962- che p er 
' estratto di mandorle )) poteva intendersi anche il prodotto ottc.1.uto per di­
stillazione delle mandorle anche amare, commercialmente definito (( essenza 
di mandorle )), Il costituente fondamentale dell'essenza di mandorle amare 
è l'aldeide ben zoica che proviene dalla scissione enzimatica d ell'amigdalina, 
glucoside contenente aldeide ben zoica ed acido cianidrico. L ' amigdalina è 
presente n elle m andorle in quantità comprese tra il 3,5 e il 5 % (2). 

È sembrato utile pertanto mettere a punto un m etodo che consentisse 
la ricerca ed il dosaggio dell'aldeide b enzoica nello sciroppo di or zata. 

L'esame dello spettro di assorbimento nell' u.v . dell'estratto etereo otte­
nuto dallo sciroppo di orzata (previamente alcalinizzato per impedire il 
passaggio nella fase organica degli acidi b enzoico e cinnammico eventual­
mente presenti) non è sempre indicativo data la possibile pr esenza in tale 
estratto di altri componenti aromatici che possono trovarsi nelle paste aro­
matizzanti impiegate (benzoino, vaniglia e fiori di arancio) . 

(•) Questo lavoro è apparso in Bo!l. Lab. Chim. provinciali, 15, 115 (1964). 

A nn. I st . .Super. Sanit<ì (1905) 1, 374-379. 
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Si rendeva perciò necessario provveder e prima alla separazione dell 'al ­
deide benzoica dagli altn componenti e poi al suo dosaggio. 

Qu est e difficoltà h anno suggerito di sostituire il metodo spettrofoto· 
metrico con il metodo gas-cromatografico . 

In una prima serie di esperienze si cercò di m ettere in evidenza la 
p1·esenza dell'aldeide benzoica n elle essenze di mandorle amare dal com­
mercio e di dosarne la quantità impiegando il rivelat ore ad ionizzazion e di 
fiamma. 

La b enzaldeide è p erò presente in pi ccole quantità ed era pertanto n e­
cessario introdurre cospicui v olumi delle soluzioni et eree; n ei cromato grammi 

Rispost a 
riv~t ator~ 

- 3mV-

- ; mv_ 

-1 mv -

8 T(mi") 

F ig . l. - Gascromatogramma di aldeide 
benzoica : r ivelatore a cat tura 
di elettroni. Quantità iniettata: 
l gamma. 

si aveva formazione di grosse code del solvente, con consegu ente alterazione 
della linea di base e difficoltà di lavorare con sensibilità elevata. 

Questo avveniva impiegando colonne impaccate e colonne capillari. 

A.nn. I st . Super. Sanità (1965) 1, 374-379. 
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L'osser va zione, g1a riportata m letteratura (3-7) , ch e la b en:laldeide 
è capace di cc catturare » elettroni in misura notevole, ci ha indotti a sosti­
tuire al rivelatore ad ionizzazione di fiamma quello a cat tura di elet troni. 
Si sono così ottenuti risultati migliori ; sensibilità notevolmente sup eriore 
a quella fornita dal rivelatore ad ionizzazione di fiamma; eliminazion e com­
plet a delle code dovute ai solventi (fig. l) ; possibilità di iniettare n otevoli e 
b en riproducibili quantità di soluzioni, r endendo il m etodo rapido e preciso. 
Anch e la grande selettività del rivelatore, per cui non viene m essa in evi­
denza la presenza di altri prodotti volatili con minore affinità elettronica, 
concorre alla specificità del m etodo. 

PARTE SPERIME TALE 

Ap parecchio: gascromat ografo Perkin Elmer mod. 800, munito d i rive­
lat or e a cattura di elettroni fornito dalla st essa Ditta ; 

colonna: in acciaio inox ., diametro interno mm 3, lunghezza m. 1,80, 
riempita con Cru:omororb W silanizzato al lO % di poliossietilen glicole Car­

b owax 6000 ; 
t emperatura: colonna l 35oC, evaporatore l60°C, rivelatore 120oc ; 
gas di trasp orto: azoto purissimo, flu sso misurato all ' uscita del rivela ­

tore, 200 cm3/min ; 
t ensione applicata al rivelatore: 45 V; 
attenuazione : l X 500. 

L 'attenuazione dev e esser e regolata in ogni caso m modo da ottenersi 
la massima sensibilità del rivela tore affinch è la quant ità di b enzaldeide 
iniettata sia sicuram ente molto inferiore al limite di saturazione del ri vela­
tore st esso. 

La colonna è stata previam ente condizionata p er 24 ore alla tempera­
t ura di l80oC e p er 6 ore a 200°C. 

La linearità della risposta del rivelatore in confronto alla quan tità di 
b enzaldeide è riportata n ella fig . 2. 

Il diagramma analitico conc.Jarea dei picchi (fig. 2) è stato t racciato 
con soluzioni di aldeide benzoica in et ere e tilico esen t e da p erossidi . Qu esta 
ultima condizione è essenziale ai fini d el dosaggio quantitativ o poichè, so­
prattutto all' atto dell' iniezione della soluzione nella colonna ga scrom ato­
gr a fica , l 'elevat a t emperatura det ermina l ' ossidazione ad opera dei p erossidi, 
d ell'aldeide b enzoica ad acido b enzoico . 

P er l' eliminazion e dei p erossidi è sufficien te dibat tere l ' eter e in imbuto 
separatore con soluzione satura di solfato ferroso acidificata con acido solfo­
rico. Si separa quindi la fase acquosa e si lava l'etere due v olte con acqua. 

Il titolo dell'aldeide b en zoica u sata per la preparazione delle soluzioni 
è stato controllato m ediante la forma zione del fenilidrazone . 

..d nn. l st . S •tJ>er . Sanità (1965) 1, 374-379. 
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Il dosaggio della benzaldeide n ei campioni è stato effettuato per con­
fronto con soluzioni di riferimento conten enti quantità note di benzaldeide 
in eter e etilico. 

P er il calcolo delle quantità presenti ci si è r egolati in modo da iniet­
tare ogni volta la stessa quantità di soluzione (10 microlitri) e pertanto si 
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Fig. 2. - Diagramma analitico: risposta 

del rivelatore (espressa come 
area d el picco in mm2) in fun­
zione della quantità di benzal­
d eide iniettata. 

sono variate le diluizioni delle soluzioni in esame in modo da otten er e aree 
dei picchi dello stesso ordine di grandezza senza v ariare la sensibilità del rive­
latore. Le quantità di b enzaldeide n ei campioni in esam e, com e pure quella 
d elle soluzioni di riferimento, son o stat e calcolate in base alla m edia delle 
aree dei picchi ottenuti in almeno due introduzioni. Lo scarto delle aree e 
quindi la riproducibilità dei risultati è compresa tra i l :!:: 2 %· 

La ricerca ed il dosaggio dell ' aldeide b enzoica con il metodo gascroma­
tografìco è stata eseguita su campioni di essenza di mandorle e di sciroppo 
di orzata preparati in laboratorio o forniti dall'industria, e su campioni di 
paste aromatizzanti al benzoino. 

Preparazione dell'essenza di mandorle : 100 gr ammi di m andorle fine­
m ente triturate sono lascia te digerire in un litro di a cqua per 48 ore. Si è 
quindi distillato in corrente di vapore raccogliendo 200 ml di distillato. La 
frazione di coda dopo i 200 ml è risultata priva di aldeide benzoica. 

Preparazione dello sciroppo di orzata: è stata preparata una serie di cam­
pioni contenenti saccarosio 30 % , pasta azomatizzante al benzoino 2 % ed 
aldeide b enzoica in quantità crescenti da O a 40 m g p er 100 ml. 

A nn. 1st. Super. Sanil ù (1 065 ) 1, 374-370. 
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Estrazione dell'aldeide benzoica: è stata eseguita direttam ente sulla 

essenza (g 10) o sullo sciroppo (g 50) con etere etilico esente da perossidi. 
Sono stat e sufficienti tre estrazioni con 10-15 ml di etere per volta. Si sono 
riun iti gli estratti et er ei in pallone tarato da 50 ml e si è portato a v olum e 
con et ere. La soluzione eterea proveniente dall'estrazione dell'essenza è 
stata ulteriormente diluita l a 100. Microlitri lO di questa soluzione sono 
stati quindi iniettati nella colonna gas cromatografica. 

In tabella l sono riportati gli scarti tra la quantità di aldeide b enzoica 
aggiunta e quella ritrovata nei campioni preparati in laboratorio. 

TABELLA l 

Benz>tldelcle prèsent~ 
mg/ml 

Benznlduilll' lro,·ala 
Jtl lf/ llll 

1)i ff4'1't' II ZU. 

o 
0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

o 
0,096 

o' 195 

0,30-1-

0,405 

- -~ O/o 

2,5 % 

l , 3 O/o 

+ 1,2 0/o 

In tabella 2 sono riportate le quantità di aldeide benzoica presente in 
alcuni campioni di sciroppo di orzata e di essenza di mandorle di prep ara-

C Al\IPIO :-< J;; 

Essenza di mandorle distillata in labo-
ratorio 

Essenza di mandorle Ditta A 

Essenza di mandorle Ditta B 

Estratto per sciroppo di orzata Ditta A 

Pasta aromatizzata p er sciroppo di or-
zata Ditta A . . . . . . 

Sciroppo di orzata Ditta c 
Sciroppo di orzata Ditta D 

Sciroppo di orzata Ditta E 

Sciroppo di orzata Ditta F 

Sciroppo di orzata Ditta G 

TABE LLA 2 

UEC\ZA.l,D E fllE 

g 0,335 p er 100 mi di essenza (corri-
spondenti a 50 g di mandorle) 

g 62,6 per l 00 g di essenza 

g 2,27 p er 100 g di essen za 

g 3,27 p er 100 g di estratto 

g 0,436 per 100 g di pasta 

g 0,230 p er kg d i sciroppo 

g 0,200 p er kg di sciroppo 

g 0,600 p er kg di sciroppo 

g 0,100 per kg di sciroppo 

g O, 11 O per kg di sciroppo 

Ann. I st. S u per. Sttt>iltl ( I !JG5 ) 1, 374--379. 
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zwnc industriale, c le quantità di aldeide b enzoica presente nell' essenza 

di mandorle distillata in laboratorio. Quest' ultima quantità (670 mg per l'es­

senza ricavata da 100 g di mandorle) corrisponde ad un contenuto Ji amig­
dalina pari al 3,4 %, cd è quindi in accordo con la percentuale di amigdalina 

(3,5-5 %) presente n elle mandorle am are. 

Dosaggio dell'aldeide benzoica dallo sciroppo di orzata: 50 grammi di ci­
roppo di orzata ven gono estratti in imbuto separatorc per 3 volte (3 frazioni 

da lO ml) con etere etilico esente da p erossidi. Gli estratti eterei vengono riu­

niti in pallone da 50 ml e portati a volume con eter e. Tale soluzione può 

essere ulteriormente diluita in relazione alla quantità di benzaldeide. Micro­
liti·i lO di questa soluzione vengono ini ettati n ella colonna gas cromato­
grafica e si calcola il valore m edio dell'area del picco dell' a ldeide benzoica 

di a lmeno due introduzioni. La quantità di aldeide b enzoica presente nello 
sciroppo di orzata si calcola p er semplice proporzione tra questo valore e 
quello della media dell 'area del picco ottenuto iniettando nelle stesse condi­

Zlom una soluzione standard contenente 0,1 mgjml di aldeide benzoica. 

CONCL USIOl'ii 

Il m etodo descritto consente di d et erminare la quantità di benzaldeide 
presente nello sciroppo di orzata. R esta il quesito di conoscer e se l' aldeide 
benzoica provenga dall'essen za di mandorle o sia stata aggiunta come tale, 

quesito ch e non presenta risoluzione. Finora nell 'essenza di mandorle non 

è stato possibile m ettere in evid enza, oltre l'aldeide ben zoica, altri co ti­
tuenti specifici. Se nei campioni esaminati è stata adoperata essenza di man­
dorle si calcola facilmente che il consumo di mandorle per kg di sciroppo 

<>scilla da g 15 a g 90. 
È auspicabile una modifica dell a vigente legislazione ch e differ enzi il 

prodotto ottenuto esclusivam ente con latte di mandorle da quello ottenuto 

con essenze aromatiche artificiali m escolate o non con essenza di mandorle . 

La parte sperim entale è stata eseguita con la collaborazione del p erito 
chimico Sig. AMEDEO FoNTANA. 

Si ringrazia il Prof. RoBERTO l NTONTI per l"intcr esse con cui ha seguito 

questo lavoro. 
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Separazione e determinazione dell'acido uridin.-trifosforico 
in alcuni preparati farmaceutici (*) 

YITo AMORMIXO 

Laboratori di Biologia 

R iassunto. - Viene descritto un metodo p er la determinazione del­
l' acido uridin-trifosforico da solo e associato all e vitamine B 12 e B 1• 

Il m etorlo consist e n ella separazione quantitativa, m ediante cromato­
grafia su carta, dell'acido uridin-trifosforico (UTP) dall'acido uridin-difosfo ­
rico (UDP), dall'uridin-monofosforico (UlVIP) ed eventualmente dalle vita­
mine B12 e B1 • 

Summary. -· A mf:thod is gin n for tb c df'termination of the uridin­
triphosphoric acid alone or in association with vitamins B 1 " and B 1 . 

The method consist s in the rruantitat ive separation by papPr chromato­
graphy of uridin tripho phoric acid (UTP) from uridindiph osphor ic acid 
tUDP), uridinmonoph osphoric acid (UMP) and eventually from 'itam ins B 12 

an cl B 1• 

Oggetto eli questa Nota è la descrizione di un procedimento che p ermette 
la determinazione dell'acido uridin-trifosforico (UTP) da solo e associato 
con le vitamine B 12 e B1• 

L 'uso deil'UTP , per il suo effetto n eurostimolante come agente del 
metabolismo n euromuscolare e correttore della fatica, è stato recent em ente 
consigliato, anche in associazione con le vitami.ne B 1 e B 12, n ella terapia 
delle atrofie muscolari n eurogene, delle distrofie progressive, delle miast enic 
e della fatica neurom uscolare (l), oltrechè, per la su a azione inotropa posi­
tiva (1 ·2), in quella delle card iopatie (3) . 

Il m etodo consiste nella separazione quantitativa m ediante crom ato­
grafia su carta d ell' acido uridin-trifosforico (UTP) dall' acido uridin-difo­
sforico (UDP), dall' u rid in-monofosforico (UMP) ed eventualm ente dalle 
vitamine B12 e B 1. 

Rispetto ai v ari m etodi proposti e genera lm ente u sati per la separa­
zione e determinazione dell'UTP, come cromatografi a su st rato sottile d i 
cellulosa (4), cromatografia con resine a scambio ionico (5), cromatografia su 

(*) Quest o lavoro è apparso in Farmaco, Ed. prat. , 19, 440 (1964) . 

• ·ltut. / st. S u )JPI'. Sanità (l96;j) 1, 330-380. 
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carta speciale trattata con Polymen P (a scambio ionico) (6) , quello descritto 
nella presente Nota è più semplice e piu rapido. 

Con il sist ema di solventi usato, è necessario adoperare un tipo di carta 
particolare e precisamente il tipo Whatman n . 31 ; con carta diversa da que­
sta non si ottengono buone separazioni. 

PARTE SPE RIMENTALE 

Sostanze di r~ferimento : 

a) Sale trisodico biidrato dell'acido uridin-5'-trifosforico (Na3HUTP. 
2H20, peso molecolare = 586,00). 

b) Sale trisodico biidrato dell'acido uri.din-5 ' -difosforico lNa3 UDP. 
2~0, peso molecoare = 506,16). 

c) Sale bisodico biidrato dell'ac;do uridin-5'-monofosforico (Na2 
UMP.2H20, peso molecolare = 404,19). 

Le caratteristiche spettrofotometriche 
soclico dell'UTP a pH 7 e ll sono (7) : 

della soluzione acquosa del sale 

pH 7 ll 

262 

160 

239 

mass. m fl. 262 

E (l %, l cm) 150 - 160 

230 min. IDfJ. 

La soluzione acquosa al 2 % dell'Na3HUTP.2H20 (pH = 4,5 circa) 
e quella in HCl N/1500 (pH = 3,3 cir ca) hanno le stesse caratteristiche 
spettrofotometriche della soluzione a p H 7. 

L 'Na3HUTP.2H20 ha un contenuto teorico di fosforo del 15,86 %; il 
campione analizzato ed usato come riferimento ne contiene il 13,5 %· 

Separazione cromatografia qualitativa su carta : 

Solvente: piridina 33, isobutanolo 33, acqua 33, acido acetico gla­
ciale l , parti in volume. 

Carta si usa la carta Whatman n . 31 tagliata in fogli da cm 9,5 
o 19 per 39 o 46 possibilmente trattata con soluzione di 
Na.1EDTA allo 0,1 % portata a pH 8, lavata con acqua ed 
asciugata. 

Metodo : discendente in 6 ore (oppure ascendente in 18 ore). 

Procedimento.- Si preparano per pesata e per diluzione in acqua bidi­
stillata le soluzioni di UTP, UDP e UMP alla concentrazione d~ 5 mg/ml e 

A nn. ! st. Sttper. Sanif.à (1965 ) 1, 380-3Sfi. 
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quella contenente la miscela dei tre composti nel rapporto approssimato: 
70 % UTP, 15 % UDP, 15 % UMP sempre alla concentrazion e di 5 mgfml. 

Si depositano mediante una micropipetta 20 fLl di ciascuna soluzione 
su un a striscia di carta delle dimensioni di 19 per 46 cm per 4 corsie, curando 
ch e la soluzione venga a trovarsi in una zona centrale di circa 5 cm di am­
piezza. Si facilita l 'evaporazione del solvente con l'aiuto di una corrente 

d 'aria calda. 
Si fa avvenire la cromatografia col metodo discendente per 6 ore. La 

striscia asciugat a con cura all'aria fino ad eliminazione totale della piridina 
(alcune ore sotto la cappa) , viene osservata alla luce U.V. e si contrassegnano 

a matita le zone delle macchie. 

Separazione cromatografica quantitativa sn carta. - Si adopera una striscia 
di carta di 9,5 p er 36 cm per 4 corsie ; si depositano 20 fLl della soluzione 
acquosa d i UTP a 5 mg/ml nella I e nella II corsia lasciando vuote le altre 
due corsie di uguali dimen sioni e si fa avvenire la cromatografia con la tec­

nica descritta sopra. 
La striscia, asciugata all' aria fino ad eliminazione totale della piridina, 

viene osservata alla luce U.V. e si contrassegnano a matita le zone corrispon­
d enti all'UTP, all'UDP ed eventualmente all'UMP. 

Si ritagliano le aree corrispondenti all'UTP, all'UDP e all'UMP ed altre 
analoghe dalle corsie vuote, per la prova in bianco. Si introducono i fram­
m enti in altrettante provette ben pulite si agita con 4 ml di H Cl N/1500, si 
lascia a contatto p er 3-6 ore e quindi si filtra p er cotone. 

Si det ermina la estinzione delle soluzioni a 262 m1..t, azzerando con gli 

eluati della cromatografia in bianco . 
Il contenuto in Na3HUTP.2H20 si calcola dalla formula: 

E 262 m!J. . 10.000 . 4 

160 
= % Na3H UTP.2J40 nel prodotto in esame. 

La validità del metodo suddett o è d imostrata dal fatto che la somma 
di E 262 IDfL trovato per l 'eluato della macchia corrispondente all'UTP e 
per quelli dell'UDP e dell'eventuale UMP è uguale all' E 262 IDfL trovato allo 
st esso pH per un a soluzion e contenente 25 fLg/ml del campione in esame. 

Determinazione del fosforo. - I frammenti di carta corrispondenti al­
l'UTP e all'UDP vengono mineralizzati in palloncini Kjeldahl con 2 mi di 
HN03 eone. e l ml. di HC104 al 60 % per circa due ore, fino a completa chia ­
r ificazione della soluzione e scomparsa dei vapori nitrosi . L e soluzioni p er­
cloriche si r accolgono quantitativamente in imbutini separatori da 25 mi, 
l avando i palloncini con 5 mi di acqua ch e si raccolgono nei rispettivi sepa­
r atori. Si aggiungono 3 mi di soluzione di molibdato ammonico al 5 %, si 
agita e si estraggono con 9 mi di isobutanolo. Gli estratti isobutanolici si 
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raccolgono in provette graduate, si lavano i separatori con l ml di alcool 
et ilico assoluto che si aggiun ge alle soluzioni isobutanoliche che vengono 
infine p ortate a lO ml con l 'etanolo . 

L 'estinzioni delle soluzioni alcooliche colora t e in giallo, si misurano 
allo spettrofotomet ro in vaschette da l ml, a 360 m fL . 

Il contenut o in fosforo si ricava dai v alori di E con l 'ausilio di una cun·a 
di taratura allestita con solu zione a contenuto di fosforo st andardizzato 
{fosfato alcalino). 

La prova in bianco viene allestita minerali zzando un'area di carta cor­
rispondente delle cromatografie in bianco. 

La validità del m etodo suddetto è dimostrata dal fatto che la somma dei 
v alori trovati p er il fosforo n elle macchie eluite e corrispondenti all'UTP. 
UDP ed eventualmente UMP (che difficilm ente si ritrova n ei buoni prodotti 
commerciali) coincide con il contenuto in fosforo totale det erminato separa­
tamente su di un campione del prodotto in esam e. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

La curva di assorbimento nell'D .V. della solu zione dell'UTP eluito dalla 
carta e riporta t a nella fig . l è perfettamente assimilabile a qu ella della solu­
zione di UTP nello st esso solvente. 

E 

0.600i 

o.sooi 

o.<-ooi 

0,300 

0,200 

0 .100 

no 2<.0 /50 

Na3 HU rP. 2H20 SOhJZIC>r't> ocouoso 
oH <.5(c,2SjJQ/ml) 

IC'em,t?lu•to dalla corto dopo cromo 
tograt•a , con HC\ 0,001'5 N( o H:. 3.3) 
(<• 25 }J9/ml) 

?60 !"O )dO 290 300 310 n,; 
À n,.....,. 

F ig. l. - Curve di assorbimento nell'U.V. della soluzione 
acquosa d i UTP (pH = 4,5) e di quella ottenuta 
dopo eluzione dal cromatogr amma (pH = 3,3). 

N el cromatogr amma riportat o (fig. 2), si nota come la separazione d ei 
tre componenti la miscela sia netta e dist inta . Gli Rf sono: UTP 0,22 - UD P 
0,29 - UMP 0,45. 
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Si ril eva inoltre che, l'UTP contiene piccole quantità di UDP; il pro­
dotto commerciale adoperato e anahzzato contiene infatti il lO % circa di 
UDP come impurezza. 

L'Na3HUTP.2H20 ha un contenuto teorico di fosforo del 15,86 %; il 

l: 'P UDP 

~ l 
~l 
(3) -~ l 
~ l 
O · 

l 

Fig. 2. - Separazione cromatografica 
di lJTP, UDP e UMP. 

tipo commerciale ne contiene dal 13,5 al 15 % corrispondente ad una pu­
r ezza dell'85-89 %-

Si t enga presente che i buoni prodotti commerciali contengono dal lO 
al 20 % eli UDP e dal 5 al lO % di impurezze varie (vedere fosforo totale) . 
Quindi se si con sidera l'effettivo contenuto in UTP, la purezza è del 70 -85 % ­

Il campione esaminato ha un contenuto effettivo in UTP dell'SO %, 
come risulta dall'esempio riportato : 

Titolo spettrofotometrico 
Fosforo totale organico 

Cromatografia su carta : 

90 % 
14 % (purezza 90 % ) 

a) determinazione spettrofotometrica: moli UTP / moli UDP= 90/ 10 
b) fosforo sulle macchi e : moli UTP / moli UDP= 90/ 10 

APPLICAZIONE DEL METODO AI PREPARATI FARMACEUTICI 

A) UTP associato a vitamina 8 12 e vitamina B 1 in fiale liofìlizzate. ­
~ei preparati liofilizzati, il supporto (mannitolo, glicina) dist urba notevol-
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m ente la cromatografia, tuttavia operando n elle condizioni indicate si ot­
tiene una buona separazione dell'UTP dall'UDP, dall 'eventuale UMP e 
dagli altri componenti. 

Il contenuto di alcune fiale si scioglie in acqua in modo da avere una con­
centrazione di l mg/ml di Ia3HUTP.2H20 . Col metodo descritto sopra si 

~~ 
~ UIP l 

l 

(/@ UDP l! 

o s,, 

~8. l 
l 
! 

l 

~ r i,\MIN.A 
;!$'\ CLORO _ Jl 

Fig. 3. 

Separazione cromatografica 
di una miscela Iiofilizzata di 
UfP c v itamine B1 e B 12• 

~ 
l 

~UIP l 
l C) UD? l 

l 
o s., l 

! 

Q) s. l 
l 

l 
Q) CLO~O-fi AM INA 

Fig. 4. 

Separazione cromatografica 
di una miscela acquosa di 
UTP c v itamine B1 e B12• 

~ UTP 

~ uOP 

Fig. 5. 

Separazione cromatografica 
della stessa soluzione alla 
figura p recedente nta dopo 
30 giorni d alla prepnrazione. 

crom atografa una quantità di soluzione corrispondente a 40 p.g, cioè 40 [-1-l. 
Avvenuta la cromatografia (una corsia per il riferimento, una o due corsie 
per l 'eluzione e det erminazione spettrofotometrica, una o due per la det er­
minazione del fosforo , una p er i bianchi) si procede al riconoscimento e alla 
determinazione. 

Si eluiscono le macchie dell'UTP e dell'UDP con HCl N/1500 e si fa 
la lettura a 262 ID[-1-, calcolandone il contenuto per fiala dal valore di 
E (l %, l cm) = 160 e tenendo conto d ella quantità crom atografata. 

Si det ermina il fosforo sull' area di carta corrispondente all'UTP e al­
l'UDP. È consigliabile in questo caso, data la esigua quantità di fosforo pr e­
sente (5-6 (J.g), adoperare i l m etodo al blu di molibdeno. 

I n un preparato di questo tipo, una parziale o totale idrolisi dell'UTP 
verrebbe rivelata dalla comparsa nel cromat ogramma della m acchia del-
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l'UMP ch e verrebbe a trovarsi attaccata o addirittura sovrapposta a quella 
della vitamina B12, dato che i corrispondenti valori degli Rf sono molto vi­
cini. In questo caso, eluite le macchie con le modalità descritte, bisognerà 
sottrarre dal valore di E 262 dell'UMP quello di E 262 della vitamina B 12 , la cui 
concentrazione può essere determinata direttamente sulla fiala a 548 mf.!. . 

B) UTP associato a vitamina B12 e vitamina B1 i n fiale non liofilizzate 
(soluzioni acquose). - In questo caso la separazione è molto più agevole: 
infatti l ' assenza del supporto permette di u sare una concentrazione di UTP 
molto più elevata, per cui se ne possono deporre sulla carta fino a 100 f.l.g 
(cromatogramma fig. 4). 

Come poteva già prevedersi, con il tempo e a temperatura ambiente, 
l 'UTP, in quest a soluzione, si altera idrolizzandosi in parte a UDP e a UMP. 

La stessa soluzione esaminata dopo 30 giorni dà il cromatogramma della 
fig. 5 con i seguenti risultati: 

UTP 
UDP 
UMP 

troYato 
)) 

J) 

40 % 
40 % 
20 % 
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