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SUMMARY ,

A colorimetric metliocl of isoniazicl determinatioii, based in tlie foimation of Fe(CN)¡-, 
(isoniazid)í’— in water is described. The coniplex anión shows an intense absorption centered 

at 437 nni, £ =  3.460 M-^’ cni—•' in the range of concentration studied (2  xx 10— to 2 x 
10—“I M ), which follows closely Laml)ert-Beer’s law. The method is fast and sensitive, and 
inespecific rediictants do not interfere, altViough in the presence of commonly nsed excipients 
tlie resiilts are 5 % too high. Typical procedure and comparison with official method ar^ 
presentad.

L a isoniacida (isonicolinoil h id rad d a, IN A H ) e.s una droga de difundido 
uso por sus notables propiedades bacteriostáticas frente al M . tuberculosis.

, E l métddo oficial de valoración de isoniacida se basa en la iodom etría  
en medio bicarbonato de sodio ^ El procedim iento requiere bastante tiempo  
(dado que la oxidación del grupo -N H -N H j es lenta) y la presencia de otros 
reductores interfiere. Se han desarrollado varios otros m étodos ya sea basados 
en la oxidación de la hidrazida con diversos oxidantes com o diversos m é­
todos colorim étricos L a  búsqueda de nuevos m étodos sigue siendo de in­
terés, dado que cada método particular presenta ventajas y desventajas en 
rapidez, sencillez, exactitud, interferencia por reductores, interferencia  

, excipientes, reproducibilidad, sensibilidad, etc. E l m étodo que nosotros propo- 
neinos se basa en la form ación de un complejo fuertem ente coloreado por 
reacción entre la isoniacida y Na:¡ [F e (C N )g N H 3] . 3 H^O'’', según la reacción  ( 1 ) .

Fe(CN)r,NH.,'^- - f  IN AH Fe(CN)5lNAH-'’- +  NHa (1)



En com paración con otros métodos el presente reúne las ventajas de 
ser rápido, usar drogas fácilm ente accesibles y bastante estables, ser alta­
mente sensible y no presentar interferencias por reductoi'es inespecífico*'

PARTE EXPERIM ENTAL

¡iom ac:ida: Fue clonada gentilmente por el Prof. Dr. S. LAMDAN, de Laijoratorios Ge­
rardo Raniófl, y por el Biotniímito R. ALTSCHUL, de Lepetit S.A. Fne cristalizada dos ve­
ces desde etanol 96 % y .secada al vacío durante 24 horas.

Na., I F e ( C N ) . 3 H^O; Fue preparado según técnica de la literatura.** disolviendo 
lentamente y con agitación 3 g de nitroprusiato de sodio dihidrato en 12 mi de amoníaco con­
centrado, que contenía Ig de acetato de sodio triliidrato. Se dejó en heladera hasta el día si­
guiente, se decantó y se filtró, lavándose el precipitado amarillo con etanol y éter y secándolo 
bajo CaCi., durante 48 bs. Si las aguas madres son oscuras se puede mejorar el rendimiento 
precipitando con eCanol, previo agregado de un exceso de acetato de .sodio (apro.\. 0.5 g) 
y repitiendo !a separación anterior.

El sólido es estable por lo menos durante un mes en heladera; su descomposición 
va acompañada de cambio de color del amarillo al amarillo verdoso.

Otros reactivos: Se usaron en todos los casos drogas p.a. de la mejor calidad disponible. 
Se empleó agua destilada.

Instrtimentul: Se empleó un espectrofotómetro Hitachi-Perkin Elmer 139 con celdas rec­
tangulares de vidrio Pyrex de 1 cm y de 10 cm de camino óptico.

Construcción d e  la curca d e  calibracián : Se pesan 13,7 mg de isoniacida recristalizada 
y .se disuelven en solución de bicarbonato de sodio a pH =  8 llevándose a volumen con un 
mati'az aforado de 100 mi de manera de obtener una solucióii 10"’*M de isoniacida (solu­
ción A ). Una dilución 1 :10  de ésta permite obtener la solución stock B ( 1 0 '‘*M),

Se prepar'a la solución C pesando 130,4 mg de Na.̂  [FeíCN),^ NI-L ]̂ . 3H 2O y disol­
viendo en solución de bicarbonato de sodio a pH =  8 hasta nn volumen de 200 mi.

la solución D  es NaCO.^H 0,1 N llevado a pH =  8 con HCl.

A .partir de las soluciones A, B , C y D se preparan nueve patrones segrin se detalla en 
la Tahla 1. Se lee la absorbancia a 437 mni usando como blanco la solución N'̂  9, y se 
construye un gráfico de absorbancia en función de concentración.

Procedim iento recom en dado : Pesar exactamente una cantidad de muestra que contenga 
alrededor de 15 mg de isoniacida y llevar a 100 mi con solución de NaCO,jH a pH =  8. Se 
toman 5 mi de la solución anterior y se le agregan 15 mi de solución de NaCO..¡H a pH =  8 
y 20 mi de sohición 2 x lÔ '̂ M de Na  ̂ Fe(C N )-N H ,,.

Si el tenor de INAH es bajo y resulta adecuado pesar cantidades de muestra que con­
tengan alrededor de 2 mg de isoniacida, se puede llevar directamente a volumen en matraz 
de 100 mi con 50 mi de solución de Na  ̂ Fe( CN) ^NH.  ̂ 2 x  lO'^M y cantidad suficiente de 
solución de NaCO.^H a pH =  8.

Medir la absorbancia a 437 nm usando como blanco una solución preparada con 20 mi 
de solución de NaCO^jH a pH =  8 y 20 mi de solución de N a^ lFeíC N )-N H j] 2xlO-'^M.

El tenor de isoniacida en la muestra se calcula mediante la fórmula:

% isoniacida -.= 109,72 (C /W )  

donde C es la concentración molar de la curva y W la masa de muestra en gramos,
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Voloración de isoniacida i5:í

RESULTADOS Y DISCUSION

E l complejo form ado, de color anaranjado, presenta una intensa banda  
de absorción cen trad a en 437  nm.

En el rango de concentración de 2 a 20 x 10*"’ M obedece estrictam ente  
la ley de L am b ert-B eer tal com o se m uestra en la F ig . 1, con una absortividad  
molar e =  3460 M'^cm'-’ . D e esta form a, una concentración de isoniacida de 
3,96 m cg /m l cuando form a el com plejo, produce una absorbancia de 0 ,100  en 
celdas de 1 cm  de cam ino óptico.

(M)

L a  form a y la intensidad de la banda de absorción no se altera  dentro 
del rango 4 <  pH  <  9,5. Sin em bargo, conviene realizar la determ inación en 
medio de NaCO^jH a pH  =  8 a fin de evitar posibles oxidaciones por el aire 
de pequeñas cantidades de isoniacida y de m inim izar la oxidación del F e  (II). 
E sta últim a oxidación puede tener lugar en pequeñas cantidades, pero no 
interfiere a menos que sea muy extensa y vaya acom pañada de la aparición  
de colores espúreos.



L a  transición electrónica responsable de la coloración es una trans­
ferencia de carga desde el hierro ( I I )  hacia la isoniacida, (t^g - 4  y dicha 
banda se altera únicam ente por desprotonación de la isoniacida (p K a =  10 ,4)''

o por protonación del cianuro (pK^, =  3V, sufriendo en ambos casos corri­

mientos hipsocróm icos. E n  medio alcalino fu erte el máxim o está en 392  nm y 

en medio fuertem ente ácido en 412  nm, las intensidades son tam bién distintas^.

L a  constante de estabilidad del complejo form ado (ver ecuación [2]) es 

K , =  4 ,6  X  10"

F e (C N ) ,H 2 0 « -  +  IN A H  Fe(C N ).,IN A H '^- +  HaO (2 )

por lo que es necesario asegurar un gran exceso de F e(C N )sH 2 0 “̂ en la 
solución.

E ste  ión es generado a partir del complejo am oniacal según la ecuación  (3).

F e(C N ) NH«- -1- H  O Fe(C N ) H  +  N H , (3)
5 3 2 5 2 3

en cantidad adecuada para desplazar la reacción  (2) com pletam ente hacia' la 
derecha cuando se disuelvan lO'^ moles por litro de N a .s [F e (C N )n N H 3]. 3  H 2O. 
L a  constante de equilibrio de la reacción (3) es aproxim adam ente igual a 
2,5 X 10 '̂ M s.

TABLA 1

Soluciones patrón para la recta d e calibración
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Patrón
N?

Volumen 
de A/ml

'Volumen 
de B/ml

Volumen 
de D/ml

Volumen 
de C/ml

Concentración de 
INAH en la 

mezcla/M

1 _ 1'2 8 20 3 X 10-B
2 — 16 4 20 4 x l0 -f i
3 2 — 18 20 5 X 10-B
4 3 — 17 20 7 ,5 x  IC-B
5 4 — 16 ■20 1 0 x 1 0 -6
6 5 — 15 20 12,5 X 10-5
7 6 — 14 20 15 X 10-6
8 8 — 12 20 2 0 x 1 0 -5
9 — — 20 20 —

L a  coordinación entre hierro e isoniacida tiene lugar a través del nitrógeno  
piridínico y una reacción  similar tiene lugar con otros derivados de la piridina, 
que dan lugar tam bién a productos coloreados, aunque el máxim o de absorción  
se ecuentra desplazado. Así, por ejem plo, el m áxim o de absorción del complejo 
del isonicotinato.



TABLA 3

H eproducihilidad d el m étodo  colorim étrico
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Ensayo N'̂
Cantidad de INAH 
(por pesada)/mg

Cantidad recn- 
perada/mg

la 13,0 13,0
Ib 13,0 12,8
le 13,0 13,0
Id 13,0 13,1

2a 15,0 14,9
2b 15,0 13,2
2c 15,0 14,9
2d 15,0 15,1

3a 18,0 18,0
3b 18,0 ' 17,5
3c 18,0 18,2
3d 18,0 17,9

en presencia de polím eros cargad os” . E sto  limita la aplicabilidad del m étodo  

f^ue sin em bargo por su facilidad puede ser de utilidad en la valoración de la 
droga, especialm ente en casos donde pueda sospecharse de adulteración con  

reductores, donde el m étodo oficia] falla.
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