TECNICHE E METODOLOGIE BREVI 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 pilt interessanti
¢ quello basato sulla sua trasformazione in anidrovitamina ; non molto impiegato,
forse pereh® richiede maggior cura nella sua esecuzione. ha l'indubhio vantaggio,
rispetto ai classici metodi colorimetrici e spettrofotometrici, di avere una elevata
specificiti,

Abbiamo avuto modo di provare ripetutamente questo metodo ; esso ¢ fondato
sul fatto che la vitamina A aleool, sciolta in solventi anidri in presenza di tracce di
opportuni catalizzatori, perde una molecola d’acqua dando origine ad un idrocarburo
con un doppio legame in pin
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La comparsa della retro-struttura e I'aumento del numero dei doppi legami ha
per conseguenza una variazione sostanziale nello spettro di assorbimento che diventa
gimile a quello dei carotenoidi. ’er utilizzare la reazione a scopo quantitativo si usa
come solvente il benzene anidro e come catalizzatore 'acido p. toluensolfonico, se-
condo le indicazioni di Bupowskr & Boxpr . Lo spettro di assorbimento dell’ani-
drovitamina in benzene mostra massimi a 358, 377, 339 mp, minimi a 364 e 380 my
ed un flesso a 340-345 my.

L purezza dell’anidrovitamina ottenuta per dizidratazione pud essere gindicata
dai valori di estinzione relativi ai tre picchi :

o 0,870 - 0,690
E377 E377

Misurando il cambiamento di estinzione ad adatte lunghezze d’onda in opportune
condizioni sperimentali, & possibile determinare il contenuto in vitamina A di estratti
insaponificabili provenienti da svariati.materiali gsenza ulteriori purificazioni. Il mas-
simo pit adatto per la determinazione ¢ quello a 399 mp perché¢ a questa lunghezza
d'onda la vitamina A praticamente non assorbe luce.

Tralasciamo qui i particolari del metodo e consideriamo soltanto la sua utiliz-
zazione al fine di valutare la purezza e lo stato di conservazione della vitamina A.

Nell’analizzare prodotti farmaceutici contenenti vitamina A spesso ci si trova
davanti al quesito se un’eventuale deficienza rispetto al dichiarato sia da attribuire
al fatto che la Ditta produttrice ha messo realmente nel prodotto una quantiti infe-
riore di vitamina (frode, errore di calcolo, ece.) oppure alla degradazione della vita-
mina A in condizioni ambientali stavorevoli.

Ann. Isl. Super. Sanita (1966) 2, 542-544.
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(i siamo gid occupati del problema della rivelazione dei prodotti di degradazione
della vitamina A usando la cromatografia su strato sottile 2; tale mezzo perd deve
essere nsato con grande cautela e con particolari accorgimenti per poterne trarre giu-
(lizi veramente attendibili. Infatti la vitamina A pué alterarsi durante le operazioni
di laboratorio e persino sullo stesso strato; di qui la necessitd di condurre la deposi-
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zione delle macchie e la cromatografia in atmosfera di azoto. Nel lavoro citato *
avevamo anche studiato la variazione dello spettro di assorbimento della vitamina A
con il progredire della degradazione ed avevamo potuto rilevare che per avere una
variazione notevole dello spettro la vitamina doveva essere fortemente alterata e
¢id era dovuto al fatto che i primi prodotti di alterazione hanno curve di assorbimento
molto simili a quella della vitamina di partenza; se ne deduceva quindi che dalla
curva di assorbimento non si poteva trarre un giudizio sullo stato di conservazione
della vitamina.

Ann. Ist. Super. Sanita (1966) 2, 542-544.
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Nello studiare la specificiti della reazione vitamina A —+ Anidrovitamina per
la determinazione della prima, ci interessava poter conoscere 'effetto del reattivo sui
primi prodotti di degradazione della vitamina. Abbiamo percid trattato con il reat-
tivo disidratante soluzioni di vitamina A integra e soluzioni fatte da pochi giorni,
non limitandoei alla sola lettura spettrofotometrica a 399 my, ma rilevando l'intero
andamento della curva tra 350 e 420 my del prodotto finito. 8i ¢ cosi potuto consta-
tare che la curva di assorbimento del prodotto ottenuto da una vitamina A all'inizio
della sua alterazione ¢ profondamente differente da quella corrispondente all’anidro-
vitamina ottenuta dalla vitamina A non alterata ; ¢io che ¢ pilt interessante far notare
¢ che questa differenza tra gli spettri ¢ rilevabile in modo indubbio anche quando le
curve di assorbimento delle vitamine di partenza pit o meno alterate sono pratica-
mente uguali. Nelle Iig. 1 e 2 sono messi a confronto gli spettri dell’anidrovitamina
ottenuta da una vitamina A intatta e da una vitamina a due stadi di alterazione.

Applicando tale metodo di analisi ad alcuni prodotti farmaceutici contenenti
vitamina A siamo stati in grado di poter affermare che, in alcuni casi, la deficienza
quantitativa riscontrata era imputabile ad una alterazione subita dal prodotto e non
all un errato dosaggio iniziale,

14 maggio 1966, AvreLio MariaNi, CoNCETTA MariaNi-Vicagr:
e Ravrina MENDOZA
Laboratori di Biologia

1 Bupowskl, P. & A, Boxbpi, Analist, 82, 751 (1957).
2 Mariaxt, A. & C, Vicari, Boll. Chim. Farm., 104, 23 (1965).
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Separazione e determinazione di alcuni coenzimi
per cromatografia su strato sottile

In aleune specialith medicinali si ritrovano associati coenzimi e derivati fosfo-
rilati delle vitamine con alcuni nueleotidi, che & 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 piti 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 %%, ECTEOLA 4, polietilenimmina 5) sono infatti da preferirsi, nella sepa-
razione dei nucleosidi e nucleotidi, a quello di gel di silice, che invece & piu indicato
per separare le basi puriniche e pirimidiniche.

I’applicazione di questo tipo di cromatografia alla separazione dei nucleotidi
ed in generale dei prodotti di idrolisi degli acidi nucleici & stata ampiamente desecritta
da Ranperath 5, Con lo strato di ECTEOLA, detto A. ha ottenuto la separazione 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 em, sia con HCI diluito
(0,01 - 0,07 M), in un tempo sensibilmente piil breve 1. Con lo stesso solvente su DEAE
cellulora e per separazioni analoghe occorrono da 40" a 90" 1. 2.3 8, Con gli altri solventi
proposti &i richiede un tempo maggiore (da 50" a 120’), in ogni caso perd, la separazione
che con essi si ottiene & indiscutibilmente migliore e pitt rapida di quella che &i ha con
la ecromatografia su carta (Wh. n. 1, 3.8. 2043 b, M.N. 263, ecc.).

Materiali e metodi. — Lo strato & costituito da polvere di cellulosa MN 300 EC-
TEOLA anionica (capacita di scambio 0,35 m Eq/g) e di cellulosa MN 300 della Ditta
Macherey e Nagel.

Grammi 8 di cellulosa MN 300 ECTEOLA e g 2 di 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 mm ; si stratifica sulla lastre
di vetro (10 x 20 o 20 x 20) ben lavate e sgrassate con etere di petrolio. Le lastre
cosl preparate si lasciano asciugare all’'aria a temperatura ambiente e si essicca poi lo
strato in stufa a 400 per 30°. Sulle lastre cosi preparate si depongono le soluzioni da
esaminare : dalla soluzione acquosa contenente 1-2 mg/ml di ciascun composto si
preleva, con una micropipetta, un volume di liquido (25-30 pl) contenente non piu
di 50 pg di ciascun coenzima o nucleotide, e si depone sulla lastra lungo una linea oriz-
zontale, anziché in macchia circolare, per favorire la separazione. Per agevolare l'eva-
porazione del solvente acquoro la lastra si riscalda con aria calda dalla parte opposta
allo strato. E bene eseguire queste operazioni a luce ridotta. Il solvente & costituito da
una soluzione acquosa 0,05 M di cloruro ammonico.

(*) Per il significato delle abbreviazioni, vedere Tab. 1.

Ann, Isl. Super. Sanila (1966) 2, 545-547.
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La eromatogralia si effettua al buio con il metodo ascendente ; per una corsa
di 13-14 em occorrono eirea 407, Dopo tale tempo s pone la lastra ad asciugare in
stufa per aleuni minuti a 600, 11 PLI? ¢ colorato in giallo e la vitamina B,, in rosso.
La rivelazione degli altri composti & effettua a luce UV, con lampada a massimo i
emissione a 254 my.

Per I'analisi quantitativa, effettuata la cromatogratia e localizzate le macchie,
I'area di cellulosa corrispondente ai singoli componenti viene raschiata e fatta dige-
rire con agitazione occasionale con 5 ml di opportune eluente (vedi sotto) per 8-10
ore ed ogni composto determinato, dopo filtrazione, per via spettrofotometrica nel-
I'U.V. in vaschette da 1 e¢m, contro un bianco limpido ottenuto mescolando 5 ml di
eluente con un'area uguale di cellulosa.

Risultati ¢ discussione. I valori di RI osservati sono riportati nella Tab. 1.

TaprELLa 1,
Valori di Rf osservati per i coenzimi

| COMPONTI1 ‘m'l COMPOSTI | mr e
| |

| | - = g|§ e
! e | A _ |

‘ Adenosin-trifosfato (ATP) . | 0,04 ’ Estere monofosforico della tia-

Adenosin-difostato (ADI?) . . . J 0,12 (| mina (TMP) . . . . . .. | 0,47 |
| Adenosin-5'-monofosfato (AMP) | 0,39 ‘ Unidin-trifostato (UTP) . ‘ 0,07 |

‘ | Uridin-difosfato (UDP) . . . . 0,14

Difosfo-piridin-nueleotide (DI’N) ‘ 0,40

Piridossal-5'-fosfato (PLP) 0.04 | Uridin-5"-monofosfato (5°-UMP) ‘ 0,19

Cocarbosgilasi (TDP) . . . . . ‘ 0,28

‘\'itmnilm Bis ¢ 5 955 5 8 & & ‘U,H I

| ,,_ﬁ_‘____”_ N SR S—— ——

* Cromatografin su stratto sottile, solvente NHCl 0,05M.

1l metodo ¢ stato da noi applicato, oltre che per stabilive la purezza dei composti
citati, anche per effettuare la separazione da miscele cosi come si ritrovano in aleune
preparazioni farmaceutiche. Per questo vi abbiamo anche incluso la vitamina B,
e la glutamina (Glu).

I migliori risultati sono stati ottenuti con le miscele seguenti :

1) UTP (UDP, UMP) - TDP (TMP) - DPXN - vit. By,
2) ATP (ADP, AMP) - TDP (TMP)

3) PLP - 1-Glu-NH, .

4) PLP - TDP - DPN - vit. By,

5) DPN - TDP (TMP)

6) UTP (UDP) - DPN

Alcuni esempi i geparazioni ottenute sono riportate nella Fig. 1. Come =i ¢ detto
il metodo ¢ quantitativo, ed ogni composto, eluito dallo strato ¢ stato determinato per
via spettrofotometrica utilizzando i valori di estinzione molave (g) riportati nella
Tab. 2. 1 ricuperi, in miscele precostituite, non sono mai stati inferiori al 90 9, e si
aggirano su di una media del 95 9.

Ann, I8, Super. Sawnita (1966) 2, 545-047.
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Fig. 1. — Cromatogrammi su stratto sottile di tre diverse misecle contenenti varii
coenzimi. Solvente NHClL 0,05M,
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Come prevedibile i monofosfati migrano pii velocemente dei difosfati, e questi
dei trifosfati ; i derivati della tiamina migrano pit velocemente di quelli dell'ade-

TaBeLrLa 2.
Valori di 2 max e di ¢ dei coenzimi nei solventi

aas 3 |
1 Estinzione |

|
| COMPOSTI | Eluente I amax | molare
{ | | E
- § —— ] |
| AMP-ADP-ATP . . ... ... | HO 01N | 260 | 14210
| DN o s sovcs s nwegaw | BOL. GLN | 360 18700 |
| PEE . o 55 o9 a wiopn s mw | SEOH LN l 388 I .
| TDP.TMP . . | HCL 01N | 246 | 14500 |
| UMP-UDP-UTP . | HClL 01 N | '

|

262 ; 9500

nosina ; i derivati della tiamina e dell’adenina hanno valori di Rf superiori a quelli
dei corrispondenti derivati dall’uridina.

20 luglio 1966. Vito AsmorvMino e Exrico ('INGOLaNI
Laboratori di Biologia
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