
BREVI NOTE 

Determinazione della V alnoctamide per spettrofotom-etria 
nell'infrarosso 

'Y 
La Valnoctamide (2-etil-3-metilvalerammide) è un farmaco ad azione sedativa 

ed ansiolitica, introdotta in terapia 1 sotto forma di capsule o compresse norma!-. 
mente dosate a 200 mg di principio attivo. 

Nelle preparazioni farmaceutiche che la contengono può essere detel·minàta 
con uno dei metodi generali delle ammidi (titolazione in ambiente anidro, calori­
metria dell'acido idrossa.mmico, titolazione dello azoto ammidico, ecc.), certamEDte 
non specifici. 

È questo un caso particolare in cui l 'analisi quali-quantitativa può essere van­
taggiosamente effettuata mediante spettrofotometria l. R. Tale metodo è più van­
taggioso per la sua rapidità e perchè ne permette contemporaneamente e inequivo­
cabilmente il suo riconoscimento. Non sempre questa metodica viene usata nell'analisi 
farmaceutica e il caso in oggetto viene illustrato come un esempio significativo. 

Considerato l 'andamento spettra.le l. R. della soluzione in cloroformio o in te­
tracloruro di carbonio (Fig. l) la banda a 1690 cm-1, caratteristica del gruppo am-
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Fig. L - S pettri 1. IL della Vulnoctnmidc; a) in soluzione d! cloroformio; b) in •oluzionc di tl'tra­
cloruro di carbonio. 

midico alifatico non sostit uito, viene scelta, anche in considerazione della sua inten­
sità, come banda analitica. 
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Reattivi 
Materiali e metodi 

a.) 2-metil-3-metilvalerammide, cristallizzata da acetone-acqua sino a p.f. 114-
1150C e ulteriormente purificata per passaggio su colonna di allumina basira (Al

2
0

3 
basico, C. Erba puro per cromatografia) ed eluendo con etanolo . 

b) Soluzioni di 2-etil-3-metil'l"alerammide a coneentrazioni di 5; 4; 2,5; l ; 
0,5 mgjml in cloroformio. 

Apparecchiature • 

a) Spettrofotometro L R. Perkin Elmer 237, mdnito di eelle di NaCI dallo 
spessore di 0,5 mm. 

b) Colonnina cromatografica del diametro lO mm lunga 17 cm, riempita 
con 5 g d 'allumina basica e munita di imbuto di carico e beuta di raccolta da 100 mi. 

Curve di taratura. 

Si registrano gli spettri L R., limitatamente alla regione della banda analitica, 
delle soluzioni di riferimento a concentrazioni decrescenti, sullo stesso foglio (Fig. 2). 
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Fig. 2. - Andamento dello bande d'assorbimento a 1680 cm•, In funzione dello. concentrazione In 
soluzioni di cloroformio. 

Si riportano in grafico i valori degli assorbimenti a 1680 cm·t, dedotti con il 
metodo della linea di base •, rispetto a quelli della coneentrazione e si traccia la cw·va 
di taratura che è lineare per i valori di concentrazione compresi tra 0,5 e 5 mg/ml 
(Fig. 3). 

Applicazione alle forme farmaceutiche (compresse o capsule). 

Dopo aver determinato il peso medio di una compressa o del contenuto di una 
capsula (P), si pesa in provetta con tappo a smeriglio una quantità di polvere (A) 
corrispondente a 35 mg circa di 2-etil-3-metilvalerammide: si aggiunge l ml di 
acqua e si riscalda in bagnomaria a 50° per alcuni minuti, agitando saltuariamente; 
dopo raffreddamento si aggiungono 5 ml di alcool etilico, si agita ed infine si versa 
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nella colonnina da cromatografia. Si lava bene la. provetta. con 3 porzioni ùi alcool 
etilico ognuna di 3 ml e si eluisce con alcool ètilico fino a raccogliere circa 50 ml 
di soluzione limpida. 
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L'eluato si evapora su bagnomaria in corrente d'azoto e il residuo si essicca 
nel vuoto per circa 2 ore, infine si scioglie in 3 ml di cloroformio e si porta al volume 
ùi 10 ml in cilindro tarato, lavando bene il recipiente con 2 porzioni di cloroformio 
ciascuna di 2,5 ml. 

Si calcola la concentrazione nelle compresse o nelle capsule o median te la curva 
ùi taratura oppure con riferimento a ll'assorbimento di una soluzione di confronto 
in cloroformio allestita come descritto alla concen trazione compresa tra 0,5 e 5 mg/ml, 

. Ac x Cs 
applicando la formula --- x P ove Ac è l'assorbimento del campione; As è 

As x A 
l'assorbimento dello standard; Cs è la concentrazione della. soluzione sta.ndard (in 
mg/ml); P il peso medio della polvere delle compresse o capsule ; A il peso del­
l' aliquota della polvere analizzata. 

L'errore relativo massimo dedotto dalla curva di taratura è del 2,5 % nel campo 
compreso tra il 20 e il 60 % di trasmissione. 

26 aprile 1967 Gumo BELLOMONTE 

Laboratori di Biologia 

1 RoszKOWSKI, A. P. & W. M. GOVIER. Int. J. ~Yeuropharmacol., 1 , 423 (1962). 
2 WRIGHT, N . .Anal. Ghem., 13, l, (194 1). 
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Dosaggio biologico dell'istamina nei farmaci 

La presenza di istamina negli es(,ratt.i d 'o rgano e nei prepa.rati ant ibiotic·i viene 
an·ertata, secondo la Fannaeopea Ufficia le 1 con mta teeniea basata sug li e ffett i ipo­
tensivi che q uesta sostanza Cl:!erdta nel gatto auestetizzat:J. Appl icato nella sua forma 
ortodoSRa il metodo i- in g rado d i rilevare quantità di istamina delronline di O, l p.g; 
assoc·iato a d ev i~<cerazione 2 es~<o diventa estremamente senRibile e può me t.tere in 
evidenza qua nt it:\ di istamin a d i O,OJ -0,02 !J.g . T uttavia se la sensibili tà eertamen te 
elevata di questo met odo ne costituisse l'unico vantaggio. non v'r dubbio ehe anehe 
la pift sem plice ed ec·onomica t.el'nica in t>il ro dell 'ileo di eavia, sensibile a corH:ent ra ­
zioni di is ta miua di 0,002 !J.g/ml 3, potrebbe utilmente sostituire il pift dis pend ioso me­
toclo i 11 trillo. In rea ltà al t ri fattori eondizionano le possibi lit :ì di impiego dell ' uno e 
d ell'alt ro metodo . ln na.nzit u t to la.. speeiticità, delle rispo15te clei due reattivi hiologici 
a ll'ist.amina : sotto questo aspetto se è noto clie a ltre sòstanze posf!ono determinare 
risposte ipotensive ar teriose nel gatto o con t razione dell 'ileo iRolato di eav ia, ì• anche 
evidente che la natura istamin ica di queste r isposte può essere accertata ri<'orrendo 
agli antagonist.i specifici dell'istamina o, nel caso dell' ileo isolato. utilizzando solu­
zioni di T,n ode acidificato 4 • Meno defini to ap pare inve<·e il problema delle possibil i 
interferenze che estratti di organo o antibiotici, spesRo associati ad a.lt l'i farmaci 
nelle tliverfle s peciali tà farmaceutiche, possono esercitare sugli effetti biologiri della 
ista mina in essi even t ualmen te presente. 1!1 rap porto a questo problemi!., si riferi­
st·ono in questa nota i risultat i ottenuti in una serie d i dosaggi esegui ti i11 1·ivo ed in 
vil ro sn a lcuni farmaei del commercio, a base d i est ratti di organo o di antibiotici, 
a i quali era stata add izionata istamina in una concentrazione di 20 !J.g/ml che, costi­
tuendo il limi te massimo tollerato per gli estratti d 'organo, deve poter essere rivelata 
agevolmen te. 

I l dosaggio sia i11 vivo che in vitro è stato eseguito secon(lO i prim·ipi del dosaggio 
a quattro punti 6, considerando valida wta prova nella quale d ue successivi cic·li di 
qua ttro punti (vedi F ig. l ) avessero da to un risultato ronrordante. Il dosaggio in 
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~'ig. 1. - Dosu~io biologico i 11 t•ivo dcll'i8t>l1Hinu 
uddl>.ionutu nUo stc~"o tll'cparato unti· 
biotico. Gotto, u1·ctnno cloralosio, P'""' 
sionc arteriosa alla curotidc. lstuminu : 
!'>1 ~ O, l !J.g, S2 - 0,2 !J.g. Promu·11to: 
t ' 1 = 0,00[) ml COI'I'ispondt•ntl Il 0 .1 !J.j.[ 
di istumlnn. U 1 - 0,01 m cor·rispon· 
denti u 0,2 !J.Il' di lstuminu. 

vivo è st ato eseguito sul gatto in anestesia uretano-cloralosica (m etano :nn m g/ Kg 
e clora.losio 70 mg/ Kg s.e.) iniettan do le soluzioni nella giugula re esterna, in volume 
non superiore a 0,5 mi totali . Il dosaggio i n vitro è- sta.to eseguito sull ' ileo di cavia 
sospeso in u n bagno di 50 ml con tenente Tyrode saturato con carbogeno a 37°C'. 
Dei vari farmaci utilizzati in queste prove 4 erano a base di estra t ti di organo, 4 
con tenevano a nt ibiotici e 4 erano di natura enzimatica. 

Ami. fs/. SIIJJf l' . Sanità (1967) 3 , 4 UG -408 . 



l 
·~ 
l 

DEL BASSO, ROSSI CARTON I E CARPI 407 

Il metodo in vivo ha sempre permesso di dosare senza difficoltà l'esatta quantità 
tli i11tamina addizionata al preparato. Il metodo in vitro si ~ rivelato ugualmente 
<~ttenrlibile in 10 casi, mentre la sua applicazione ha trovato limitazioni ben defini te 
nei due restanti preparati. Xel primo di questi la penicillina era combinata con un 
composto ad azione antiistaminica : nel dosaggio in dtro (Fig. 2) la prima sommini-
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Fig. 2 . - Dosftggio biologico in cilro lleil"istftmina tiddizion att.• ud 1111 

preparato a ntibiotico. Ileo d l Cl\ via. Istumina: '>1 ,; 0,25 1-f.g, 
s. = O.~ 1-f.g. P t·eparato: U1 - 0,0125 mi corris pondenti " 0,25 
1-f.l!' dl lstnmina. 

t~trazione del preparato (U1 ) provocava una cont razione equivalente a quella in­
dotta dall 'istamina che ad esso era stata. addizionata (81 ), ma era seguita da inibi­
zione della rispol!ta del preparato alle successive somministrazioni della soluzione ùi 
confronto (82). La presenza di un antiistaminico nel preparato rende intuitiva questa 
t•onstatazione (dopo la somministrazione del preparato in esame, la reattività dell'ileo 
all'aretikolina rimaneva immutata) ; tu ttavia essa assume un certo significato quando 
si tenga conto c he il metodo in vivo ha permesso di eseguire un perfetto dosaggio 
clell 'i!ltamina addizionata al preparato (Fig. 1). Il fatto deve evidentemente inqua­
rlrarsi nella minore sensibilità agli antiistaminici che distingue i recettori responsabili 
dell'ipotensione da istamina da quelli ohe entrano in gioco nelle risposte all'istamina 
dell 'ileo isolato di cavia 6 • Meno agevole è l'in terpretazione dei risultati ottenut i con 
un estratto epatico. Anche in questo caso il dosaggio in vivo è risultato corretto (Fi­
gura 3) : si deve solo notare che la differenza fra gli effetti esercitati da O, l e 0,2 !Lg 
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u, Fig. 3. - Dosaggio biologico in vivo doll' istamina 
Rddlzionata 11<1 nn estrRtto epatico. 
Gatto, urctano cloraloslo, pressione 
ltrtcriosa alla csrotid e. Istamina: >; , ~ 

0, 1 1-f.g, S1 - 0,2 1-f.g . Preparato: U 1 -

0,005 ml corrispondenti t\ 0 ,1 1-f.g di 
lsta.mina, U1 - 0,01 m i corrispondenti 
a 0,2 1-f.g di istllmina . 

totali di istamina in soluzione acquosa di confronto (81 e 82 ) e in soluzione nell'estratto 
epatico (U1 e U2) è dovuta alla presenza di quantità tollerabili di istamina nel 
prodotto originale (15 11-g/ ml). :Nel dosaggio in vitro viceversa si sono avuti evidenti 
fenomeni di in terferenza: nei preparati poco sensibili all' istamina questi si rivela­
vano con una progressiva perdita di sensibilità dell'ileo dopo la somministrazione 
dell'estratto epatico (Fig. 4), mentre nei preparati ron elevata sensibili tà essi si tradu-

s, u, 
Fig. 4 . - Do8aggio biologico i~> ci/m dcll"istumina Rddizio­

nn.tl\ a llo stc!li:!O est ratto cpntico. Ileo di cnviu. 
Istamina : '>1 - 0,5 1-f.g, 8 2 = l 1-f.g. P rcparttto: 
U 1 - 0,025 mi corrispondenti n 0,5 1-f.g di ista· 
mina, U 2 - 0 ,05 mi corrispondenti a 1 1-f.g dt 
istamino. 

t·evano in un aumento della risposta all'istamina stessa e nella cn ::;Jarsa di una atti­
vità spontanea che rendevano aleatori i ristùtati ottenuti. Su tut totale di 8 dosaggi 
in vitro in un 'unica prova è stato possibile ottenere due cicli di quattro punti suscet-

. / 1111. ! st . Suptr. Sani/l• (1967) 3 , 406 -408 . 
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tibili di valutazione. malgrado i fe nomeni di sensibilizzazione desl'ritti (Fig. 5). Tut ­
tavi!\ il contenuto in istamina. dell"estratto epatieo risulta essere, secondo questo do­
saggio, quasi doppio lii quello dvelato dalla prova in t•ivo (27 [Lg/ml 1·ontro 15 [J.g/ ml ). 

llillll 
llllJ,~l 

Fil('. ;i . - HO>!III!Vio lJiologico ;, t'ilr'! dcll'iHturnlnu 
addizionut11 allo sll·~~~~ estrutto cJ)utico. 
11<-'0 di cu\'i11. btuminu : ::i 1 = 0,5 [J.!(. :-;2 -

l [J.g. l:i 112 ~ 0,2a [J.g, H1,, - 0,125 [J.g, :-; 116 -

0, 1 [J.g. Pr·cpumto : l ' 1 - 0,0 l mi corri· 
~pendenti 11 0,2 [J.IC di istuminu , l ' 2 -

0 ,02 mi corrispondenti 11 o.~ [J.g di istu· 
tujnu, l ~ 112 s;;;r; O,flU.j 01l cO l'rispondenti u 
0, 1 [J.g di iStllminu. 

Questi dati confermano la piena validità del metodo in vivo nei confronti di quello 
in vUro, le cui limitazioni t uttavia si rivelano attraverso evidenti fenomeni di in ter­
ferenza che impediscono una corretta attuazione del dosaggio a quattro punti . Di 
conseguenza la validità del metodo i11 vitro può essere accettata solo quando esso sia 
realizzabile secondo .questa modalità e soprattutto quando la sua attendibilità sia. 
stata valutata, per i prodotti in esame, 1·on esperienze di ricupero simili a quelle qui 
descri tte. 

28 giugno 1967. 
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e A MILCARE CARPI 
Laboratori li i Chimica J'napeutica 
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