
TECNICHE E METODOLOGI E BREV I NOTE 

Valutazione dello stato di conservazione della vitamina A 
per mezzo della reazione di disidratazione 

Tra i vari metodi di determinazione della. vitamina. A uno dei più iut erest~a nti 

ì· (Jnello ba!<ato snlla sua trasformazione i11 a.nidrovitamina; non molto impiegato, 
for,;e pen· l1ì• richiE'de maggior cura 11ella sna e;.ecuzionE' , ha l 'induhhio va11taggio, 
ri :>petto ai da~sici mE'toùi eolorimetriri e spettrofotometrici, di avere una elt>vata 
speeifh·it.:ì. 

Abbiamo avuto modo di provarE' ripetutamente questo metodo; esso è fonda.to 
~ul fatto ehe la vitamina A alcool, sciolta i11 solventi anidri in prlll\enza ùi tracce Ili 
opportuni catalizzatori, perde una moleeola d ·a.cqna (lando originE' ad tlll idrocarburo 
('Oll nn doppio LE'ga me in più 
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""'/""' La. comparsa della retro -si rutturn e !"aumen to del numero dei doppi legami ha 
per conseguenza una. variazione sostanziale nello spettro di a~;Rorbimento che diventa 
simile a quello dei carotenoidi. Pe r utilizzare la r eazione a scopo quantitativo Ri usa 
come soh·ente il be11zene anidro e come catalizzatore l'acido p. toluensolfonieo, se· 
condo le indicazio11i di Buuow~KJ & B OKDI 1• Lo spf'ttro di a s ... orbimento dell"ani
drovitamina in benzene mostra masRimi a 35!l. 377 . 339 m~. minimi a 364 t> 389 m!L 

ed nn flesso a 340-345 mfl. 
La purezza dell"a niùrovitamina ottenuta per disidratazione può e~serf' giudica ta 

dai valori di estinzioni' relativi ai tre picchi : 

E399 
-- = 0870 

E377 ' 

E358 

E377 
= 0,6!!0 

Misurando il cambiamento di e~>tinzione ad adatte lungbezz<> d 'onda in opp•>rtnne 
condizioni sperimentali , è possibile determinare il contenuto in vitamina A di estratti 
inl"aponifit'abili pronnienti tla svariati ..-materiali senza ulteriori purifìcazioni. Il mas
simo più a.tlatto per la de terminazione è quello a 399 m11- perc)H\ a. questa lunghezza 
d'onda la vitamina A praticamente non assorbe luce. 

Tralasciamo qui i particolari del metodo e consideria mo soltanto la s ua utiliz
zazione a l fine di valutare la purezza e lo stato di con;;ervazion e della vitamina A. 

Nell 'analizzare prodotti farmaceutici contenenti vitamina A spesso ci si t.rova 
davanti al quE'Rito Re un'eventuale deficienza rispetto al dit·l!iarato sia da attribuire 
a l fatto che la Ditta produttrice ha. mesF~o realmente nel prodotto una quantit:\ infe· 
riore di vitamina (frode, errore di calcolo , ecc.) oppure a lla degradazione della vita
mina A in condizioni ambien tali s favorevoli . 
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('i siamo giit O('cupat i del problema della rivelazione dei prodotti ili degradazione 
della vitamina A usantlo la c·romatografia su st.rato sotti le 2 ; tale mezzo però deve 
essere uRato ('00 grande 1'1tnlela e con parti('olari accorgimenti per poterne trarre giu
dizi veramente attendihili. Infatti la vitamina A può alterarsi durante le operazioni 
di laboratorio e perRino sullo Rtesso s trato; di qui la ne<'essità di condurre la deposi-
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:-:pc ttri eli n.ssorblmcnto in benzo lo dl : 

tt) Vitl:tmin•~ A lntt'gra: 
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Fig. 2 . 

:-ipcttrl di U88orblmcnto in b enzolo di : 

u) Vitamltm A integra ; 
(t') Anldrovitamlna ottenuta da a); 
h) Vitamina A alterata; 
b') Anldrovltamlna ottonu t .. dtt b) . 

zioue delle macchie e la. tromatogratia in atmosfera di azoto. ~el lavoro citato 2 

a vevamo anche s tudiato la variazione tlello spettro di assorbimento della vitamina A 
t·uu il progredire della degradazione et! avevamo potuto rilevare che per avere 1.tna 
va riazione notevole dello Rpettro la vitamina doveva essere fortemen te alterata e 
"iù era dovuto al fatto l'he i primi prodotti di alterazione hanno curve di assorbimento 
molto ~imili a quella della vit amina eli partenza; se ne deduceva quindi c•he da lla 
t· nrva oli as~:~orbimento n un si poteva. t m rre un giudizio sullo stato di conservazione 
cl elia vitamina. 

. 111 11. !st. S 11per. :Sauilcì. ( 196<1) 2 , 54 2·544. 
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!\C'Ilo stuclinn' la ilpeeifi<"it:\ della reazionl' vitamina A - • Aniòrovitamill!l pPr 
la d~>termiua:r.iouto della IWima, ri intere.ssava poter ronosccre l'effetto del reatti vo ~<ui 
primi proli o t t i di degraòaziom' della vitamina. A h biamo per<"ib trattato cou il rea t
livo cli~illratautr soluzioni Ili vit amina A integrn e soluzioni fatte da pochi ~iorni. 
non limihwdor·i a lh1 Hola lettura Rpeltrofotometritn a :J99 mi!, mn rileva ndo l'intero 
untlameuto della cun·a tra 350 e 420 mi-'- del prodot to finito. Si ì> c·o,;ì potuto rmc;,t.u 
tarr dte la cun·11 di a>'sorhimento cle l prodotto o ttenuto da 111111 vitamina A all' ini:r.io 
della Hlla a lterazione ì· profonclamente differente da quella eorrisporulente all'anidro
vitnmiu a ottenuta dalla vitamina A non alterata; ciò che i· più intere11sant.e far notarf\ 
t'· d1e questa differenza tra gli spettri~ rilevabi le in modo indubbio anche quando lr 
<"Hrve di assoruimenlu delle , -itan•ine di partenza più o meno altera.te sono pmtil'a
Jnente uguali. ~elll' 1-'ig. l e 2 Anno mes. i a. confronto gli Rpettri dell'anitlrovitamina 
ullenutn da una vitami na A in tatta e da una \'ilnmina a. due ~<tadi di al terazione . 

. -\p p l i C'a n do t a ie metodo c li analisi ari 11 lt-un i proclotti farmaceutici con t.enen t i 
\'it amiua A f<iamu ~<lati in g raclo eli poter affermare c he, iu al<"uni easi, la rleficienza 
!]llltnlitali\'a ri sron tra ta era imputabile ad una a lt erazione s ubita claJ prodotto e non 
ad un pnaln do~nggio ini1.ialc. 

14 maggio IIH1U. A U ill:l-10 MAili A~I. C'O :>('ETTA M AiliAI\1 · \'JCAI(J 
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Separazione e determinazione di alcuni coenzimi 
per cromatografia su strato sottile 

In alcune specialità medicinali si ritrovano associati coenz1m1 e derivati fosfo
rilati delle vitamine con alcuni nucleotidi, che è spesso difficile separare e determinare, 
specialmente quando i componenti di dette miscele sono numerosi [ad es. UTP o 
ATP o DPN associati tra di loro e con cocarbossilasi (TDP) e con piridossal-5'-fosfato 
(PLP)] (•). Allo scopo di risolvere questi problemi analitici più rapidamente che con 
altre tecniche (cromatografia su carta o su resina scambiatrice di ioni) siamo ricorsi 
alla cromatografia su strato sottile di cellulosa basica (ECTEOLA). Gli strati di cellu
losa (DEAE 1• 2 , ECTEOLA 1-', polietilenimmina 5 ) sono infatti da preferirai, nella sepa
razione dei nucleosidi e nucleotidi, a quello di gel di silice, che invece è più indicato 
per separare le basi puriniche e pirimidiniche. 

L'applicazione di questo tipo di cromatografia alla separazione dei nucleotidi 
ed in generale dei prodotti di idrolisi degli acidi nucleici è stata ampiamente descritta 
da RANDERATII 1-5 • Con lo strato di ECTEOLA, detto A. ha ottenuto la sepa razione di 
nucleobasi e nucleosidi usando acqua come solvente, e di nucleotidi sia con soluzione 
di NaCl 0,15 N, in un tempo di circa 15' per una corsa di 8 cm, sia con HCl diluito 
(0,01 - 0,07 M), in un tempo sensibilmente più breve 1 • Con lo stesso solvente su DEAE 
cellulosa e per separazioni analoghe occorrono da 40' a 90' '· 2 • s, 8 • Con gli altri solventi 
proposti si richiede un temp() maggiore (da 50' a 120'), in ogni caso però, la separazione 
che con essi si ottiene è indiscutibilmente migliore e più rapida di quella che si ha con 
la cromatografia su carta (vVh. n. l , S.S. 2043 b, M.N. 263, ecc.)'· 

.lfateriali e metodi. - Lo strato è costituito da polvere di cellulosa MN 300 EC
TEOLA anionica (capacità di scambio 0,35 m Eqjg) e d i cellulosa MN 300 della Ditta 
Macherey e N age!. 

Grammi 8 di cellulosa MN 300 ECTEOLA e g 2 ùi cellulosa MN 300 vengono so
spesi in 55 ml di acqua e mescolati in agitatore per 30" ; la sospensione viene posta 
nello stratificatore Desaga con apertura regolata a 0,5 rom ; si stratitìca stilla lastre 
di vetro ( lO X 20 o 20 X 20) ben lavate e sgrassa.te con etere di petrolio. Le lastre 
cosi preparate si lasciano asciugare all'aria a temperatura ambiente e si essicca poi lo 
strato in stufa a 4Qo per 30'. Sulle lastre cosi preparate s i depongono le soluzioni da 
esaminare: dalla soluzione acquosa contenente l -2 mgfml di ciascun composto si 
preleva, con una micropipetta, un volume di liquido (25-30 !J.l) con tenente non più 
di 50 1-lg di ciascun coenzima o nucleotide, e si depone sulla lastra lungo una linea oriz
zontale, anzichè in macchia circolare, per favorire la separazione. Per agevolare l'eva
porazione del solvente acquoso la lastra si riscalda con a ria calda dalla parte opposta 
allo strato. È bene eseguire queste operazioni a luce ridotta. Il solvente è costituito da. 
una soluzione acquosa 0,05 M di cloruro ammonico. 

( •) Per il s ignificato duUe abbrcvla.zion.l, vcd oro Tab. l . 

• ltlll. l at . .Su]>er. Sanità (1966) 2 , 545-547. 



!).16 TEC:\' IC II E 1-: ~IETODOLOGIE 

La enmwtografia ~i c tl'e ttna ul buio t·on il nwlodo a~t·t•ndl'lllt•: per 1111a (·o r~a 

di l :l- 14 t' Il i Ot'l' t! I'I'IIIIO <"in·a 40 '. l>opo tali' t empo ><i pone la last.ra ad a:<t' iugarL' in 
s tufa r•cr a ll'uni miuu ti a f\0". Il l'LI' i· ('(Jiora lo ir1 giallo e la vitamin a B12 iu l'll~<:<o. 

La ri\'e lazione d ej!li alt r i f'l t111po,.:ti P.i d1'1•ttua a hl l'l' 11 .\ ·. t'Oli lampada a m a><><iru " di 
ernis~<ionc a 2!i4 lll!L 

l'er l'anali~<i quantitatin1. e fl"e ttuat ;1 la t·romatogra,i ia (' hH'alizzate lf' ruan·h ie. 
l'area. di eclluluo~a t·oniiSJHJn dcut e ai Kingoli eompo neuri ,-ieu (' l'a>whiata e fatta tligl'
rire t'OJI agitazione oet·a;;ionale t·on :i mi di opportun" efupntt' (l't'di Rutto) per H- IO 
ore t>d ogni compo~Sto dete rminato , dopo liltmzione, pe r v ia Kpe ttrofotorne trit·a 11(' 1· 

l 'LI.\ -. in va~>chette da l t' Ili , t·ouln> un biar}('o limpitln ottenuto ru e:;t·olaudo .) mi di 
e luent.e rou un 'area ugual t> tli t·ellulo ><a. 

l valori di Hl' ost~en·ati sono riportati n e lla 'l'ah . L 

TA HE LI.i\ l . 
Valori di Rf osservati per coenzimi 

r 
llf • li ! ' O M l ' O ,..; ' l' l. 

--, 
Adenosin -trifosfato (ATP ). 0,0-t 

Adenosi n -tlifosfatn (ADI' ) . 0,12 

Adeu osin -5' -m onot'osbtu (AMI') O. :~!) 

Difosfo-pirid iu-nucleoti!le (DJ'K) 0,40 

Piridossa l-!i'-fosfat .o (l'LJ') . O,O.J 

Cocarbos~< ilasi (TDl') . . . 0,28 

l' 
l 

! ' O M l' O ,..; T llf • 

E><tcr·e monofo><forieo della ti a -
mina ('l'MI' ) 0, '17 

llritlin - trifo~ fato ( l' ' l' l ') (1,117 

Cridin-difuRfatu ( l ' l> l' ) O, l -t 

l'ridiu -!i'-monofo~fato (;i'-LIJ\11') O,Hl 

\ ' itamiua 1312 .. -. . .. ' l 0,9 

---- -- ---- J 
• Cromutogmlla su st•·uttll •ottllc, soh·ontt- ~11,( '1 O,ll,))l. 

JJ m etodO r s tato d a noi fl.)J)Ili<"ato , oltre elle pe.r Rtahi lire Ja purczz;~ d c i t' OmpORti 
cita ti , a nc he p er effettuare la separazione da mist·ele rot~ì come s i r itro1·an o iu a lcune 
preparazioni fa rmaceu tich e. Per queRto v i a,hbia,mo a.n!·h e incluRo la v itamina B12 
e la g lutamina (Gin ). 

I miglio ri risulta t.i sono Htati ottenuti ~:o 11 le tniticcle Begnenti : 

l ) UTP (UDJ', UMP ) - TDL' (TMI') · Df':\ - vit.. ll12 
2) ATI' (ADP, AMP) · TDJ' (TMP) 
:3) l'LI' - 1-Giu-N 11 2 

4) PLP - TDP . D l'l\ - v i t. TI 12 

5) Dl'N · TDl' (Tl\U') 
(i) l iT I' (UDI') · D P N 

Akuni esempi di separazioni ott.euut e J>ono ri porlatt! u clla 1-'ig. l . ( 'om e ~<i (· tl t' lto 
il m e t o do i· quantitativo , ed ogni composto, e lu ito d11ll o »trato i· ><ta to tlE' te rmiuatn per 
via Rpett rofotometrita n t i lizzamlo i valori di e~< t iuzion(' rnola re (E) riporta t i n el la 
Tab. 2. l rieupe ri , in miscele precost.ituit e, n on sono mai st ati illff' rin ri al 90 ~ .. e :<i 
aggirano 1111 di un a. media d e l 95 ° (1• 

A nu. / st. suwr. l';uuilù (IUG(i) 2 , -'>45 -.'Hi . 
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Come pmveùibile i mo no fosfati migrano piìt ,·e loremen te de i olifo><fali, e que~t i 

dei trifosfati ; i olerivali della t ia mina migrano pi it veloo:emente oli q uelli tlell'a<le-

Valori di ). ma.x e di ~ del coenzlml ne l solventi 
,--

( ' o )l I'O H TI ~~ IUl'llh' À IIHIX 

.UI P-.\ DP-.\.TP I l ('l 0, 1 l\ 2 tj() 

DPN H Cl 0, 1 ~ 260 

l'LP ~aOH O, l N :388 
TDP-' D l l' . LI C l 0 , 1 N :!4(i 

L' :\IP- llD P-l 'TP lf('l 0 , 1 ~ :W:! 

14210 
lH700 

(1(100 

14:;00 
!};)()() 

nos ina : i derivati tlella Lia mina c tlell'adenina hauno ,-,dori oli IH superiori a qu<>lli 
ol<>i t•oni !'lpunden ti cleri va li clall'uritlina. 

:W lug lio l !)fifi. \ " 1TO A'lll H \11 :\0 e E:->HH' <l ( ' 1-.;c;uL.\'\1 
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