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UN METODO COLORIMETRICO RAPIDO Y SENCILLO
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Departamento de Fisicoquimica, Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad de
Bugnos Aires, Junin 936, Buenos Aires.

SUMMARY

A volorimetric method of isoninzid delermination, based ia the Formation of Fe{CN),
{isoniazid }#— in water is described. The complex anion shows an intense ahsorption centered
at 437 nm, ¢ = 3.460 M—1 ¢m—! in the range of concentration studied {2 xx 10—5to 2 x
“10—1 M}, which follows closely Lambert-Beer's law., The method is fast and sensitive, and
inespecific reduetants do not interfere, although in the presence of commonly used excipients

the results are 5 2% too high. Typical procedure and comparison with official methed ar
presented. :

La isoniacida (isonicotinoil hidracida, 1NAH) es una droga de difundido
uso -por sus notables propiedades bacteriostaticas frente al M., tuberculosis.

. El método oficial de valoracion de iseniacida se basa en la iodemetria
en medio bicarbonato de sodio?. El procedimiento requiere bastante tiempo
(dado que la oxidacién del grupo ~NH-NH: es lenta) y la presencia de otros
reductores interfiere. Se han desarrollado varios otros métodos ya sea basados
en la oxidacién de la hidrazida con diversos oxidantes 2, como diversos mé-
todos colorimétricos 1. La bisqueda de nuevos métodos sigue siendo de in-
lerés, dado que cada método particular presenta ventajas y desventajas en
rapidez, sencillez, exactitud, interferencia por reductores, interferencia por
. excipientes, reproducibilidad, sensibilidad, ete. El método que nosotros propo-
-nemos se basa en la formacién de un complejo fuertemente coloreado por
reaccion entre Ja isoniacida y Na, [Fe(CN);NH,]. 3 H,0", segtn Ia reaccién (1).

'Fe{CN).NH,* + INAH _____.__, Fe(CN)INAH* + NH, (1).
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En comparacion con otros métodos ', el presente redne las ventajas de

ser rapido, usar drogas Jicilmente accesibles v bastante estables, ser alta-
mente sensible vy no presentar interferencias por veductores inespectficos

PARTE EXPERIMENTAL

Isonigricle: Foe donada gentilmente por el Prof, Dr, 8§ LAMDAN, de lacuratorios Ge-
rardo Bamén, v por ¢l Bioguimice B ALTSCHUL de Lepetit 5.A, Fue eristalizada dos ve-
ces desde etunol 96 %y secada al vacio durante 24 horas,

Na, { Fe{CNJ;NH,] .3 B, 0: Fue preparado segun téenica de Ia literatura b disolviendo
fentamente y con agitacidn 3 g de nitroprusiato de sodio dihidrato en 12 ml de amoniaco con-
ventrade, que contenia lp de acetate de sodio tribidrato. Se dejd en heladera hasta el dia si-
guiente, se decantd y se filtvd, lavindose ¢f precipitado amarillo con etanol y &er y sceindolo
hajo CaCl, durante 48 hs, & las ageas madies son oscuras se poede mejorar el rendimiento
precipitande con ctanol, previo agregado de uvn exceso de acetato de sodio {aprox, 05 g)
v repitiendo la separacidn anterior,

El solide es estabie por lo menos durante un mes en beladera, su descomposicion
va acompafiada de cambio de color del amarille al amarillo verdosa.

tros renctivos: Se usaron en todos los casos drogas pa. de fa mejor calidad disponible.
Se empled agua destilada.

Ingirumental: Se empled un espectrofotometro Hitachi-Perkin Elmer 139 con ceklas rec-
tangulares de vidrio Pyrex de 1 em y de 10 em de camino aptico. :

Construeeisn de la curea de calibrucidn: Se pesan 13,7 mg de isonincida recristalizada
y s¢ disnelven en solucidén de bicarbonate de sodie a pl = 8 levindose a volumen con un
matraz aforado de 100 ml de manera de ohlener wna solucidn 10-3M de isoniacida {solu-
ciom A}, Upa dilneidn 1:10 de ésta permite obtencr fa solucidn stock B (10-1M).

Se prepara la solucion € pesando 1304 mg de Nu, [Fe{CN);NH,] . 3H,0 y disol-
viendo en solucion de bicarbonalo de sodio a pH = 8 hasta un volumen de 200 ml,

Ia solucién D es NaCO H 0,1 N levade a pH = 8 con QL

A partir de las solueiones 4, B, C v D se preparan nueve palrones segin se detalla en
la Tabla 1. Se lee la absorbancia a 437 mm usando como blanco [n solucidn N? 9, v se
cunstrove un grifice de ahsorhancia en funcion de concentracidn,

Procedimiento recomendado: Pesar exactamente una cantidad de muestta que contenga
alvededor de 13 myg de isoniacida y levar a 100 ml con salucion de NaCO,H a pH = 8. ¢
toman 3 ml de la solucién anterior v se le agregan 15 m] de solucién de NaCO,H a pH=8
v 20 ml de solucidn 2 x 10-4M de Na, Fe{CN) NH,,

Si el tenor de INAM es bajo vy vesulta adeccado pesar cantidades de muestra que con-
tengan akbrededor de 2 my de isoniacida, se puede llevar divectamente a volumen en matraz
de 100 ml con 530 ml de solveiln de Nay Fe{CN) NH, 2x 10-3M v cantidad suficiente de
solucién de NaCO.H 4 pH = 8,

Medir Ia absorbancia 2 437 nm usando como blaneco wns solncidn preparada con 20 ol
de solucion de MaCOH o pH =8 y 20 m] de solucidn de Na,{Fe{CN} NI} 2x 10-4M.

E]l tenor de isoniacida en la muestra se caleula mediante la formula:

% isoniacida = 109,72 (C/W)

donde C es In concentracion malar de ln cwrva y W la masa de mestia en gramos,
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RESULTADOS Y DISCUSION

El complejo formado, de color aparanjado, presenta una intensa banda
de absorcién centrada en 437 nm.

En cl rango de concentracion de 2 a 20 x 10" M obedece estrictamcate
la ley de Lambert-Beer tal como se muestra en la Fig. 1, con una absortividad
molar e == 3480 M-'em~. De esta forma, una concentracion de jsoniacida de
3,96 meg/ml cuando forma el complejo, produce una absorbuancia de 0,100 en
celdas de I em de camine Optico,
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La forma y la intensidad de la banda de absorcién no se altera dentro
del rango 4 <pH < 9,5, Sin embargo, convicne realizar la determinacién en
medio de NaCOyH a pH = 8 a fin de cvitar posibles oxidaciones por el aire
de pequefias cantidades de isoniacida y de minimizar la oxidacién del Fe (1)
Esta ¢lima oxidacion puede tener lugar en pequefias cantidades, pero no
interfiere a menos que sea muy cxtensa y vaya acompaiiada de la aparicién
de colores cspireos.
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La transicion electrdnica responsable de Ja coloracidn es una trans-
ferencia de carga desde el hierro (11} hacia la isoniacida, (t,, — =°)? y dicha
banda se altera tmicamente por desprotonacion de la isoniacida (pKa = 10,4)7

o por protonacidn del cianuro {(pK = 3V, sufriendo en ambos casos corri-

mientos hipsoerémicos. En medio alcalino fuerte el maximo estd en 392 nm y
cn medio fuertemente dcido en 412 nm, las intensidades son también distintas?.

La constante de estabilidad del complejo formado {ver ecuacién [2]} es
K, = 4,6 X 10" M-
Fe(CN);H:0* + INAH s Fe(CN);INAHY 4+ H.O (2)

por lo que es necesario asegurar un gran exceso de Fe(CN)RH:0% en la
solucion.
Este i#én es generado a partiv del complejo amoniacal segun la ecuacidn (3).
Fe(CN) NH?- 4- H,O 2 Fe(CN),H O* + NH, {3)
en cantidad adecuada para desplazar la reaccidn {2) completamente hacia la
derecha cuando se disuelvan 10-* moles por litro de Nag [Fe{CN):NH;]. 3 H,O.
La constante de equilibrio de la reaccién (3) es aproximadamente igual a
2,5 X 105 M~ '
TABLA 1

Soluciones petrin para la recta de calibracién

Concentracion de

Fatrén Volumen Volumen Volumen Volumen INAH en Ia
Ne de Afml de Bfml de Himl de Cfml la/M
mezcla

1 - 12 8 20 Ax10-5
2 — 16 4 20 4 x 105
3 2 — 18 20 Fx 105
] 3 — 17 20 7,5 x 105
5 4 — 16 20 10x 10-8
8 5 — 15 20 12,5 x 10-5
7 6 - 14 20 15 x 10-5
8 8 — 12 20 20 x 105
9 - — 20 20 -

La coordinacién entre hierro e isoniacida tiene lugar a través del nitrégeno
piridinico * y una reaccidn similar tiene lugar con olros derivados de la piridina,
que dan lugar también a productos colorcados, aunque el maximo de absorcién
se ecuentra desplazado. Asi, por ejemplo, €] maximo de absorcidn del complcjo
del isonicotinato. '
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TABLA §

Reproducibitidad del método colorimétrico

Cantidad de INAH Cantidad reeu-
Ensayo N° {por pesada}/myg perada/mg
1a 13,0 13,0
1B 13,0 12,8
le 13,0 13,0
1d 13,0 13,1
2a 15,0 149
20 15,0 152
% 15,0 14,9
2d 150 15,1
3a 150 18,0
b 18,0 17,5
3c 180 182
ad 18,0 17,9

en presencia de polimeros cargados'. Esto limita la aplicabilidad del método
que sin embargo por su facilidad puede ser de utilidad en la valoracidén de la
droga, especialmente en casos donde pueda sospecharse de adulteracidn con
reductores, donde el método oficial falla,
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