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Riassunto. - Vengono riportati gli spettri d'assorbimento nell'D. V. 
delle varie vitamine B6 in soluzione neutra, acida e alcalina e n e vengono 
studiate le alterazioni col t empo e l 'applicabilità a scopo analitico. 

Vien e inoltre fatto un esame critico dei principali metodi spettrofoto­
metrici utilizzabili per la determinazione del piridossolo e del piridossalfo­
sfato. Per il primo si consiglia il metodo con dietil-p-fenilendiammina oppure 
quello con 2,6-diclorochinonclorimmide, opportunamente modificato. Per 
il secondo si consiglia il metodo proposto dagli AA., basato sulla formazione 
di una base di Schiff con glicina e sua successiva decomposizione con bisol­
fito ; la differem<a di estinzione a 395 IDfL è propor~ionale alla con centrazione 
d:i piridossalfosfato; in determinate condizioni di p H e di concentrazione in 
glicina, il piridossale non interferisce. 

Summary (Spectrophotometric methods for determining vitamins B6). -

The spectra of the various B6 vitamins (pyridoxol, pyridoxal, pyridoxal­
phosphate, pyridoxamine, pyridoxamine-phosphate) are reported at va­
riou s p H. The spectra behave similarly, except for the pyridoxal-phosphate; 
a t p H l ther e is a maximum aro un d 290 m fL : a t p H 7, two maxima a t 252-254 
and a t 324-325 WfL : at pH 13, there are the same two maxima, but in the 
direction of thc minor wave lengths. · 

The spectral variations accompanying the photo-chemical alterations 
in the above compounds are also reported on , and the most suitable condi­
tions for direct spectrophotometric det ermination are suggested. 

The methods most commonly used for the spectro-photometric det er­
mination of pyridoxol and pyridoxal-phosphate are then discussed; those 
advised are the dietyl-p-phenylendiamine method, the method using di­
chlorochinon-chloroimide modifìed for pyridoxol and the glycine method, 
which is the one proposed b y the Authors, or else the tiophen method for 
py ridoxal-phosphat e. 

Il nome di vitamina B 6 o piridossina viene spesso usato oggi non solo 
p er il piridossolo ~POL), prima denominato piridossina, ma anche, in senso 
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più lato, per i suoi d erivati piridossale (PL) e piridossal fosfato (PLP), pi­
riclossamina ( r- M) e piridossaminfosfato (PMP). 

La recente introduzione delle forme coenzimaticamente attive (PLP c 
P MP) in alcuni preparati farmaceutici ci ha indotto ad un esame critico dei 
m etodi analitici applicarili ai singoli componenti del complesso vitaminico 
B a e ad una ricerca sp erimentale in tal sen~o-

1 metodi biologici, a parte i loro ben noti inconvenienti, non permettono 
di differenziare le varie forme vitaminich e. P er quanto riguarda i m etodi 
microbiologici , è noto che alcuni ceppi rispondono indifferentemente ai vari 
tipi di vitamina Ba, altri sono specifici per le singole for me. Purtroppo non è 
possibile distingu ere per via microbiologica gli est eri fosforici dai corrispon­
denti prodotti non fosforilati , m entre occorre poter fare questa distinzion e 
n ell' analisi farmaceutica, perchè i primi, che sono i veri coenzimi, hanno un 
prerzo notevolmente più elevato degli altri. R estano quindi i m etodi chimici 
e chimico-fisici, ed in p articolare quelli sp ettrofotometrici, che, per le loro doti 
di sensibilità, precisione, rapidità e semplicità, sono i più generalmente u sati . 

Dopo aver preso in esame le possibilità analitiche offerte dalla spettro­
fotometria diretta, esamineremo singolarmente i principali m etodi finora 
proposti per la det erminazion e del POL, discutendo le loro caratteristiche 
e l 'eventuale applicabilità agli altri componenti del gruppo B a. Prenderem o 
successivam ente in esame le r eazioni proposte per la det erminazione del PLP, 
che è la forma coenzimatica d; questo gruppo più usata nei preparati far ­
maceut ici. 

SPETTROFOTOMETRIA DIRETTA 

Abbiamo preso in esame gli spettri di assorbimento delle varie vitamine 
B 6 a diversi pH per vedere entro quali limiti la spettrofotometria diretta sia 
impiegabile a scopi analitici. 

Nonost ante che gli spettri di questi composti, e sp ecialmente del POL, 
siano riportati da diversi AA., i risultati finora pubblicati sono lacunosi e 
talora contrast anti fra di loro (vedi per es .: KERESZTESY & STEVENS (1938) ; 
Sc um, BASTEDO & WEBB (1940) ; HocHBERG, MELNICK & OsER (1944) ; 
MELNICK et al. (1945) ; UMBREIT, O' KANE & GuNSALUS (1948); VACHER 
& FAUCQUEMBERGUE (1949); H EYL et al. (1951); L u NN & MoRTON (1952) ; 
METZLER & SNELL (1952); WILUAMS & N EILANDS (1954); P ETERSON & 
SonER (1954) ; BoNA VITA (1960) ; SNELL et al. tl963) ; STonvrcK et al. (1964)). 

Le misure sono s ta te eseguite con lo spettrofotometro registratore 
Becl<man DK 2, su soluzioni 10·4 M a tre di versi pH. 

N ella scelta dei t amponi bisogna aver cura di evitare i borati (che for­
m ano complessi con divet·so spettro di assorbimento) e, nelle misure con PL 
e PLP, i composti amminici (glicina, tris, etanolammina), che formano basi 
di Schifi'. Ci siamo serviti di HCl N/10 (pH l), dei fosfati secondo Sorensen 
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(pH 7) e di NaOH N/10 (pH 13). Gli spettri sono stati rilevati sulle soluzioni 
appena preparate e poi di nuovo, a intervalli di alcuni giorni, sulle stesse 
soluzioni lasciate alla luce diffusa del laboratorio. 

A pH l il POL ha un masBimo di assorbimento a 290-291 illf.t; col pas­
sare del tempo la lunghezza d'onda del massimo resta invariata, mentre 
l'intensità dell'assorbimento diminuisce di pochissimo. Analogamente SI 

comportano PL, PM, PMP, i cui massimi sono, rispettivamente, a 286-287, 
a 292 e a 292-293 ID[l. 

La pratica inalterabilità dello spettro dipende dalla grande stabilità 
in ambiente acido e non dal fatto che a pH l i prodotti di alterazione abbiano 
lo stesso spettro delle vitamine inalterate: infatti soluzioni neutre o alcaline 
alterate avevano, dopo acidificazione, un assorbimento molto minore di 
quello delle soluzioni preparate di fresco e, d'altra parte, soluzioni acide pre­
parate da tempo presentavano, una volta portate a pH 7 o 13, il relativo 
spettro delle vitamine inalterate. Comportamento diverso ha il PLP, il cui 
spettro ha due massimi: uno a 294-295 e un altro, assai meno intenso, a 
333-335 m[L. L'alterazione del prodotto influisce specialmente sul secondo 
massimo, che tende a scomparire. 

A pH 7 il POL presenta due massimi di assorbimento a 253-254 e a 
324 ill[L (Fig. l); man mano che la soluzione si altera, il primo massimo 
subisce uno spostamento ipercromo e hatocromo, il secondo mostra solo una 
diminuzione di intensità, mentre la lunghezza d'onda resta quasi costante. 
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Fig. l. - Spettri di assorbimento, a tempi diversi, del pirido8solo (10-lM) in 
tampone fosfato M/15 a pH 7 . 
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Il PL ha uno spettro simile al precedente, con due massimi a 252-253 c a 
315 mtt (Fig. 2); al procedere dell'alterazione entrambi i massimi, soprat· 
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Fig. 2. - Spettri di assorbimento, a tempi diversi, del pirit!o~sale (lO·' M) 
in tampone fosfato M/15 a pH 7. 
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Fig. 3. - Spettri di assorbimento, a tempi diversi. del piridossal·fosfato 
(IQ-4 M) in tampone fosfato Mfl5 a pH 7. 
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592 TECNICHE E METODOLOGIE 

tutto il secondo, diminuiscono di intensità. Il PLP mostra un massimo a 
388-390 mt-t e un'inflessione intorno a 330-335 ID(.t (Fig. 3); nel prodotto 
alterato il massimo si appiattisce, fin quasi a scomparire, mentre cresce 
l'assorbimento alle lunghezze d'onda più basse. PM e PMP hanno uno 
spettro quasi uguale, con due massimi: uno a 252-253 e l'altro, più alto, 
a 324-325 ID(J.; l'alterazione della soluzione si manifesta con un aumento 
di intensità del primo massimo e una diminuzione del secondo. 

A pH 13 il POL ha due massimi, a 245 e a 309 ID(J., che diminuiscono 
d'intensità, specialmente il secondo, nella soluzione alterata, mentre la lun­
ghezza d'onda subisce solo piccoli spostaruenti. Lo spettro del PL presenta 
tre massimi, a 240-241, a 299-300 e a 388-390 m!J. (Fig. 4). Tutti e tre i mas-
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Fig. 4. - Spettri di assorbimento, a tempi diversi, del piridossale (IC-' M) 

in NaOH NflO. 

simi, ma specialmente il terzo, diminuiscono di intensità nelle soluzioni alte­
rate, Non molto diverso è, questa volta, lo spettro del PLP, che presenta un 
flesso intorno a 265 mfL, un massimo poco accentuato intorno a 300 mfL e 
un altro massimo, assai evidente, a 388-390 illfL (Fig. 5). Man mano che la 
soluzione si altera, si sviluppa il massimo a 300 m!J., che si sposta a 296 m!J., 
mentre subisce uno spostamento debolmente ipsocromo e si appiattisce fin 
quasi a scomparire il massimo a 388-390 mfL. Quasi uguali fra di loro sono 
gli spettri del PM e del PMP, con due massimi a 244-245 e a 308-310 m~J.; 
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l'alterazione delle soluzioni causa una diminuzione dell'intensità, insieme 
con piccoli spostamenti della lunghezza d'onda. 

Si può concludere che, a parte il PLP, lo spettro delle altre vitamine 
B. mostra un comportamento analogo: a p H l un solo massimo, intorno a 
290 m[J.; a p H 7 due massimi: uno a 252-254 e l'altro, più alto, a 324-325 m[J.; 
a p H 13 POL, PM c PMP mostrano gli stessi due massimi che a p H 7, ma 
entrambi spostati verso le lunghezze d'onda minori; il PL, oltre a questi 
due massimi, ancora più spostati nello stesso senso, ne ha un terzo, meno 
accentuato, a 388-390 m[J.. Lo spettro del PLP a pH 13 non è molto diverso da 
quello del PL; se ne differenzia maggiormente a pH l e, soprattutto, a p H 7. 
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Fig. S. - Spettri di as50rbimento, a tempi diversi, del piridossal-fosfato 
(lC-4 M) in NaOH N/10. 

La differenza di comportamento fra PL e PLP è stata attribuita da 
HEYL et al. (1951) alla possibilità che ha il PL di esistere nella forma aldeidica 
normale, in quella aldeidica chinoide (colorata) e in una forma ciclica 
emiacetalica, mentre il PLP, avendo il gruppo alcoolico esterificato, può 
esistere solo nelle prime due forme; più recentemente ANDERSON & MAR· 

TELL (1964) hanno messo in evidenza, mediante la spettrofotometria I.R., 
che a bassi valori di pH il carbonùe del PL è idratato e forma un emiacetale, 
ma è trasformato in carbonile libero in maggiore rniBura man mano che il pH 
cresce. Infatti noi troviamo che a pH 13 la differenza fra gli spettri del PL 
e del PLP si attenua. 
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Per quanto riguarda le applicazioni analitiche, la spettrofotometria 
diretta non permette di distinguere nettamente fra loro POL, PM e PMP, 
a nessun pH. 

A pH l e a pH 7 si possono distinguere dai precedenti e fra di loro il 
PLP e il PL. A pH 13 si accentua la differenza fra POI., PM e PMP da un 
canto e PL e PLP dall'altro, ma si attenua la differenza tra PL e PLP. 

Le condizioni migliori per la determinazione quantitativa sono per POL, 
PM e PMP a 324 mfl in soluzione a pH 7 (i rispettivi valori di E~r~ sono 
350 per POL HCI, 340 per PM. 2HCI e 345 per PMP anidro}, per PL a 31S 

mtJ. a pH 7 (E}!, = 435) o a 389 m!J. a pH 13 m}~':n = 90), per PLP a 

389 m!k a pH 7 (E}~ = 205) o a pH 13 (E}~':n = 260). 
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Fig. 6. - Variazione dell'estinzione a 324 
Jl1!l. col pH (piridossolo, pìridos­
samina e pi:ridossaminfosfato). 
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Fig. 7. - VariW'ione deU'estinzione col pH 
(piridossale a 315 e 389 lllj.l, piri­
dossal-fosfato a -~89 Jll!l.). PL.HCI 
= piridossale cloridrato; PLP = 
piridossalfosfato. 
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Rispetto a quelli di PETERSOI'I & SOBER (1954), che sembrano fra i più 
attendibili della letteratura, i nostri valori di estinzione hanno uno scarto 
che rientra nei limiti degli errori sperimentali per POL (Roche), PLP (Ro­
che) e PMP (Calhiochem, A grade). Per PM (Calbiochem, A grade) il nostro 
valore è del 6,5 % più alto, mentre per PL (Calhiochem, C grade: l'unico in 
listino) i nostri valori sono dell'H% più bassi. In effetti il nostro campione 
di PL, cromatografato su carta (Whatman n. l, fase mobile isobutanolo­
piridina-acqua-acido acetico 33:33:33: l in vol.) dava, oltre alla macchia 
principale con Rp 0,77, altre due macchioline, fluorescenti a luce U.V., con 
RF 0,65 e 0,86. 

Le condizioni suddette rispondono ai seguenti requisiti: 

l) l'estinzione diminuiace, almeno :fino ad un certo punto, propor­
zionalmente all'alterazione: 

2) trattandosi di lunghezze d'onda non inferiori a 315 m11-, l'assorbi­
mento estraneo non è, in genere, molto rilevante; inoltre le misure si possono 
eseguire anche con la lsmpada al tungsteno e in vaschette di vetro; 

3) trattandosi dl massimi di assorbimento, le misure sono molto 
sensibili e poco influenzate da piccoli erwri nella lunghezza d'onda; 

4) le misure non sono praticamente influenzate da piccoli spostamenti 
del pH (Figg. 6 e 7). 

Bisogna, specialmente per il PLP, evitare che le soluzioni restino lunga­
mente esposte alla luce. 

METODI PER LA DETERMINAZIONE DEL PIRIDOSSOLO 

Metodo alla '?.,6-diclorochinonclorimmide. 

Per rea~ione con questa sostanza si forma, in ambiente alcalino, una colo· 
razione azzurra (massimo d'assorbimento a 620 mfk in soluzione acquosa). 
Analoga colorazione si ottiene con vari composti, ma si può aumentare la 
specificità della reazione facendo una prova in bianco con acido borico che, 
data la sua capacità di complessare la vitamina, impedisce la formazione del 
colore (SCUDI, BASTEDO & WEBB, 1940 ; HOCHBERG, MELNICK & 0sER, 
1944; MELNicK et al., 1945; ScUDI, KoONES & KERESZTESY, 1940; Scum, 
UNNA & ANTOPOL, 1940; SCUDI, 1942; BIRD, VANDENBELT & EMMET, 1942). 

Abbiamo trovato che l'acido borico, alla concentrazione abitualmente 
usata (l ml di soluzione al 5 % per lO ml di soluzione finale), mentre inibisce 
praticamente del tutto il colore del POL, inibisce solo per una metà circa il 
colore di PLP. PM, PMP, e per il 25 % circa il colore del PL. Tali percentuali 
di inibizione diminuiscono se si usa una concentrazione di ammoniaca minore 
di quella impiegata abitualmente (27°/0 ) (MELNICK e' al., 1945)-

Ann. 1st. Bwpçr. Sa11.Uit (1965) 1, 588-602. 
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La colorazione ottenuta scc.mpare rapidamente; il massimo di intensità 
si ottiene dopo 1-3 minuti, a seconda del tipo di composto in esame e del ti­
tolo dell'ammoniaca (Fig. 8). i;: quindi conveniente eseguire rapidamente più 
letture, per riconoscere il valore più alto. 

La reazione presenta all'incirca la stessa sensibilità per POL e PL (con­
centrazione finale circa 0,5 fkgfml), una sensibilità di circa metà per PM e 
PMP e di circa un decimo per PLP. 

L'interferenza della vitamina C si può eliminare per ossida7ÌOne coo 
Mn01 (HocHBERG, MELNICK & OsER, 1944). 

- NH1 eone_ 

0.8 
---.NH, dÌl1.8 

- NH3 eone.+ acetone 

0.6 

0.2 

o 5 15 tempo (minl 

Fig. 8. - Andamento della reazione fra piridossolo (eone. finale 4 ~fml) 
e 2,6-dicloro-cbinon-clorinunide: con ammoniaca concentrata, 
con ammoniaca diluita l :8, con ammoniaca concentrata e dilui­
zione finale con egual volume di acetone. 

L'inconveniente principale di questo metodo è l'instabilità della colora-
zione ottenuta. Si può rendere il colore più stabile 

a) operando in tampone meno alcalino; 

b) aggiungendo diossano o acetone; 

c) estraendo il colore con un adatto solvente, 

La diminuzione della concentrazione di ammoniaca rende la reazione 
pm lenta, e quindi il colore più stabile (MELNICK et al., 1945). Riducendo la 
concentrazione a lf8 di quella abituale (20 ml di ammoniaca concentrata anzi-
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chè 160 per ogni 160 g di NH,Cl per litro), t1 massimo sviluppo di colore 
si ha dopo circa cinque minuti e l'intensità decresce poi lentamente (Fig. 8). 

L'aggiunta di certi solventi ha effetto stabilizzante. Secondo LERQUIN 
& HERMANN (1962) la reazione viene eseguita a pH 8,5 (con NH 1Cl e ammo­
niaca diluita al 25 o/o) in presenza di diossano; diossano viene anche usato 
come solvente per il reattivo. 

Per evitare il congelamento del diossano che si ha conservando la so­
luzione in frigorifero, abbiamo trovato conveniente aggiungere il lO % di al­
cool isopropilico. 

Ad ogni modo, l'uso del diossano stabilizza notevolmente il colore, 
ma dà un bianco piuttosto elevato. È preferihile eseguire la reazione con 
la solita tecnica (HocnBERG, MELNICK & ÙSER, 1944) e aggiungere, dopo 
un minuto, un egual volume (IO mi) di acetone. 

Il colore ne risulta alquanto stabilizzato : dopo cinque minuti dall'ag­
giunta del solvente, la diminuzione di assorbimento è del 10 o/o, mentre 
con la solita tecnica la dimìnuzione è, cinque minuti dopo raggiunto il 
massimo, del 40% e, usando ammoniaca dt1uita l : 8, del 20% circa {Fig. 8). 

Si può anche stabilizzare il colore mediante estrazione con un solvente 
organico; RICHTER (1962) usa l'alcool amilico; abbiamo trovato più adatti 
l'acetato di etile e l'etere. 

Metodo al p·amminoacetofenone diazotato. 

Per copulazione con questo reattivo in soluzione idro-alcoolica secondo 
Baowl'l, BINA & THOMAS (1945) si ottiene una colorazione che va, per le 
varie vitamine B 8 , dall'arancione al giallo-oro. I massimi di assorbimento 
sono a 475 IDfL per POL, a 455 m11 per PL, a 430 mv- per PLP, a 445 ID[! 

per PM e a 448 m v- per PMP. 
SingolaH è il comportamento dell'acido borico. Con POL e PLP si ha, 

a concentrazioni crescenti, un graduale appiattimento del massimo, mentre ne 
compare un altro a 395 m!l e quindi la soluzione risulta notevolmente deco­
lorata ; con PL e PM si hanno solo piccole variazioni di intensità, secondo 
la concentrazione; con PMP si ha un aumento di intensità per basse concen­
trazioni di acido borico, una diiLinuzione per concentrazionj più elevate. 

Il colore si sviluppa in 3·5 minuti e si mantiene stabile per almeno una 
ora. È critica, ma entro limiti piuttosto ampi, la concentrazione dell'alcool. 

La sensibilità è minore di quella con diclorochinonclorimmide, ma sem­
pre buona: circa 2 !J.g per mi di soluzione finale; è un po' maggiore per PL 
e PM, un po' minore per PLP e PMP. 

L'interferenza della vitamina C si pnò eliminare come detto sopra. 
L'inconveniente di questa reazione è rappresentato dall'interferenza 

data dalle vitamine B1 e B 2 : la prima si copula anch'essa (ma la sensibilità 
è circa 30 volte minore), la seconda interferisce per il suo colore giallo . 
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Analoga è la rearione con acido solfanilico diazotato (K UHN & Lo w, 
1939; SWAMINATHAN, 1940 ; BINA, THOMAS & BROWN, 1943; 0RMSBY, 
FISHER & SCHLENK, 1947). 

Con questo reattivo si ha una colorazione arancione (massimo a 460 mfL) 
con POL, giallo brillante (massimo a 440 m[L) con PL e arancio-rosa (mass:mo 
a 490 mfL) con PM. Il colore è però assai poco stabile: raggiunge il massimo 
d'intensità dopo circa un minuto e poi declina rapidamente. Per di più, questa 
reazione è meno specifica di quella con p-amminoacetofenone. 

Metodo alla dietil-p-fenilendiammina. 

Aggiungendo ad una solu7ione di POL, esattamente neutralizzata, dietil­
p -fenilendiammina e un ossidante (ferricianuro di potassio), si ottiene un 
colorante indofenolico azzurro, estraibile con benzene e notevolmente stabile 
in questo solvente (HRDY & URBANOVA, 1957). 
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Fig. 9. - Spettri di assorbimento, in benzene, del prodotto di 
reazione fra piridossolo e dietil-p-fenilen-diammina: 
estratto subito e dopo 15 minuti. 

Tutti i membri del gruppo B 6 danno questa reazione, ma il colore otte­
nuto dagli esteri fosforici (PLP e PMP) non è estraibile con benzene. In que­
sto solvente il massimo d 'assorbimento del colorante ottenuto dal POL è a 
605 IDfL (Fig. 9) , quello del colorante ottenuto con PL e PM è a 597 m fL• 
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L'acido b orico inibisce la reazione in maggior misura p er POL e PM, 
in misura molto minore per PL. Anzichè aggiungerlo in soluzione acquosa 
all'estratto benzenico e po.i separare e disidratare questo, si può aggiungerlo 
in soluzione alcoolica satura e ripet ere la lettura spettrofotometrica , t enendo 
poi conto, ovviamente, dell ' aumento di volume. 

È indispensabile eseguire subito l'estrazione benzenica perchè il colo­
rante in soluzione acquosa è pochissimo stabile (Fig. lO) . 

E,~r-----------------------------, 

0.0 

0,4 

0.1 

,. 

Fig. 10. - Andamento d ella reazione fra 
piridossoln e dietil-p -fenilen­
diammina. 

L 'iniziale colorazione azzurra (massimo d 'assorbimento a 670-685 m(J.) 
SJ trasforma rapidamente, dopo 30-40 secondi, dando luogo ad una colo­
razione arancione (POL e PM) o rosso-violacca (PL , PLP, PMP) , cui corri­
spondono, in soluzione acquosa, quattro massimi di assorbimento tra 460 
e 575 m (J. . Anch e il colore che si forma secondariamentr è, nel caso dei derivati 
non fosforilati, estraibile con benz~ne; in quest o solvente il massimo di assor­
bimento è a 485 m(J. per POL (Fig. 9) , a 494 per PL e a 483 per PM. L'estra­
zione con benzen e serve anche ad eliminare il colore proprio del reattivo, 
colore che varia notev olmente col tempo, specialmente alla luce, passando da 
un rosso-viola chiaro a un verde brillante. 

La sen sibilità è di 4-5 (1-g p er ml di soluzione benzenica. 

L 'interferenza dei riducenti si può eliminare facilmente usando una 
maggior quantità di ferricianuro. L e vitamine del gruppo B non interfe­
riscono. 

Questo m etodo ci sembra preferibile agli altri proposti per la deter­
minazion e del POL ; è b ene p erò n on servirsi di un diagramma di taratura, 
ma eseguire ogni volta contemporan eamente una prova con soluzione 
standard. 
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METODI PER LA DETERMINAZIONE DEL PIRIDOSSALE 
E DEL PIRIDOSSALFOSFATO 

I m etodi generalmente impiegati p er la det erminazione del PL e del 
PLP sono basati su r eazioni del gruppo aldcidico. 

Tralasciando quelle molto generali (per esempio la reazione con 2,4-
dinitro-fenilidrazina o con cianuro), parleremo di alcune dot at e di una certa 
specificità, ch e riportiamo nell' ordine cronologico in cui sono state proposte. 

M etodo al tio(ene. 

Riscaldando a 750 una soluzione acquosa di PL o P LP con soluzione 
alcolica di tiofene (0,5 %) e acido solforico all' BO % (v/v) nel rapporto volu­
metrico di l : l : 8 , si sviluppa una colorazione verde, che raggiunge il suo 
massimo d 'intensità dopo 15-20 minuti di riscaldamento (LEVINE & HANSEN, 
1959). La lettura spettrofotometrica si fa a 615 mfJ., contro un bianco dei 
reattivi. La reazione, che è data in egual misura dal PL e dal P LP, non 
viene inibita dall'acido borico. L a colorazione ottenuta è stabile per almeno 
un'ora. 

La sensibilità è buona : l -1,5 tJ.g/ml di soluzione finale. 
La r eazione è notevolmente specifica: altre aldeidi danno colorazione 

gialla o arancione; l'allossana dà colorazione azzurra . L e vitamine del 
gruppo B non interferiscono; la vitamina C dà un lieve imbrunimento, che 
interferisce solo a concentrazioni molto elevate. Il colore non si sviluppa in 
presen za di ossidanti en er gici. 

La durata del riscaldamento non è crit ica; lo è, invece, la concentrazione 
dell'acido solforico. 

Si tratta, in complesso, di una buona reazione, ch e ha p erò l' inconvenient e 
di rispondere sia al PL che al PLP. 

Metodo all'acetone alcalinizzato . 

Se ad una soluzione acquosa di PL o PLP si aggiungono acet one c NaOH 
al lO %, nel 1·apporto volumetrico 5 : 3 : 2, si ottiene una colora7ione gialla 
(massimo d'assorbimento a 420 m tJ.) (SIEGEL & BLAKE, 1962). 

Su questa reazione l ' acido borico ha una certa azione inibitrice, maggiore 
per il PL ch e per il PLP: il suo uso è però reso poco pratico per la necessità 
di impiegarne un gran volume della soluzione satura per complessare la note­
vole quantità di vitamina richiest a dalla scarsa sensibilità della r eazione. 

L' intensità di colore cresce lentamente col t empo fino a un'ora almeno . 
Questo fatto, insieme con la modest a sensibilità (circa 20 fJ.gfml di soluzione 
finale per PL e circa lO per PLP) e con la possibilità di int erferenza da parte 
di altre vitamine del gruppo B , rende questa reazione poco adatta. 
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Abbiamo notato che un riscaldamento di alcuni minuti in b.m. bollente, 
mentre esalta un po' la colorazione gialla , decolora la ribofl.avina, purchè 
questa non sia presente in forte eccesso. 

Si può distinguere il PL dal PLP perchè la colorazione data dal primo 
è estraibile con isobutanolo, dopo saturazione con solfato di sodio. Nelle st esse 
condizioni viene estratta la riboflavina e la lieve colorazione gialla data dalla 
tiamina, mentre non vengono estratti il riboflavin-fosfato nè la lieve colora­
zione giallo-bruna data dall'acido ascorbico. 

Metodo alla glicina. 

P er aggiunta di ammine primarie il P L e il PLP subiscono variazioni 
spettrali dovute alla formazione di b asi di Schifi'. Si possono trovare, sce­
gliendo opportunamente il pH e la concentrazione dell'ammina, le condizioni 
in cui il PLP reagisce, mentre il PL non reagisce ( G AUDIANO & PoLIZZI 
SCIARRONE, 1963). 

In particolare, il PLP in soluzione di glicina 0,1 M a pH 5,4 mostra 
una colorazione giallo-paglierino con massimo d'assorbimento a 395 m !L 
(anzichè a 387 m fL, come lo ha in altro tampone allo st esso pH), mentre, nelle 
st esse condizioni, il PL resta incolore, avendo, a quella lunghezza d'onda, un 
assorbimento trascurabile. P er evitar e l'interferen za di sost anze estranee 
che assorbono anch 'esse a 395 m fL, si può decomporre la base di Schiff con 
bisolfito; da una misura dell'assorbiment o prima e dopo l'aggiunta di bisol­
fito si può risalire alla concentrazione in PLP. 

La colorazione data dal PLP si sviluppa istantaneamente ed è sufficien­
t emente stabile, specialmente al buio. 

La sensiblità è di circa 5 !Lg/ml. 
Interferiscono le sostanze dotat e di forte assorbimento intorno a 395 

mfL, come la riboflavina ad alta concentrazione. 

In assenza di tali interferenze, questo metodo ci sembra il migliore di 
quelli finora proposti ; se però ci sono interferenze, è consigliabile il me­
todo al tiofene, purchè si separi il PL dal PLP. 

Mentre questo lavoro era in stampa, è stata pubblicata una rassegna sui metodi di deter· 
minazione della vitamina B6 (STORVI CK et al., 1964). 

l li ottobre 1964. 
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