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Determinacién Espectrofotométrica de l1a Isoniacida
con Acido 1,2,4-Aminonaftolsulfénico
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Instituto de Farmacia, Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia,

Universidad Nacional de Tucumdn, Ayacucho 491,
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RESUMEN. Se presenta una reaccién selectiva para hidracidas aromaticas, basada
en la interaccion de la isoniacida y el 4cido 1,2,4-aminonaftolsulfénico en medio alca-
lino, produciéndose un compuesto de condensacién de color anaranjado cuya absor-
bancia se mide a 475 nm. La sensibilidad de 1a reaccién es de 2 x 10-5. La aplicacion
del método a la valoracion de la isoniacida como droga pura permite una recupera-
cion del 99,2% y en el caso de formas farmacéuticas la recuperacion es del 97,6 %.
Las sustancias auxiliares comunes de las formulas farmacéuticas no interfieren con la
reaccion.

SUMMARY . “Spectrophotometric determination of isoniazide with 1,2 4-aminonaftolsul-
phonic acid”. A selective reaction for aromatic hydrazides, based on the interaction of iso-
niazide and 1,2,4-aminonaphtholsulphonic acid in an alkaline medium with the production
of an orange condensation substance of maximum absorbance at 475 nm, is reported. The
sensibility of the reaction is 2 x 105, When method is applied to the valuation of isoniazide
(pure drug) allows a recovery of 99.2% and when applied to pharmaceutical forms gives a
recovery of 97.6%. The common auxiliar substance of pharmaceutical formulations do not
interfere with the reaction.

INTRODUCCION

Los métodos espectrofotométicos propuestos para la valoracién de la hidraci-
da del 4cido isonicotinico (HAD), codificada por las Farmacopeas bajo el nombre
de isoniacida, son numerosos. Los mds importantes que han sido aplicados a la
valoracion de la droga como tal y en sus formas farmacéuticas lo hacen en el ran-
go UV y visible. Entre los Gltimos se encuentran los fluorométricos y los que usan
reactivos desencadenantes de color como consecuencia del poder reductor de la
funcién hidracida o de sus productos de hidrélisis, en la presencia del niicleo HAI
piridincarboxilico y en la condensacién de la molécula de la HAI o de algunos de
sus productos de transformacién con el reactivo. Entre éstos se encuentra la con-
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densacioén de 1a HAI con el 4cido 1,2,4-aminonaftolsulfénico (ANS), actuando co-
mo reactivo de color en medio alcalino.

En un estudio previo! se realizd la valoracién de la HAI mediante esta reac-
cién, la que ahora, simplificada y estudiada mis ampliamente, es adaptada a la va-
loracién espectrofotométrica.

MATERIAL Y METODOS
Aparaito

El presente estudio ha sido realizado con un espectrofotémetro Metrolab RC
325 junior.

Isoniacida de referencia

Obtenida pura mediante cuatro recristalizaciones en agua destilada de la iso-
niacida calidad Farmacopea. Se obtienen cristales aciculares, incoloros y de tama-
fios variables que luego se desecan a 105 °C durante 4 horas, operacién que debe
repetirse cada vez que se use. Punto de fusién: 172-173 °C.

Reactivo

Acido 1,2,4-aminonaftosulfénico (BDH), purificado segin la técnica indicada
por Fiske y Subbarow 2. Se determiné la solubilidad en agua segun la técnica des-
cripta por Jenkins et al. 3, que implica la preparacién de una solucién saturada cu-
ya concentracion resulté ser de 0,0392 + 0,0022 g%. En consecuencia la solubili-
dad del ANS en agua a 25 °C es de 1:2537.

Soluciones

La solucién de ANS se prepara agitando vigorosamente en un tubo de ensayo
10 mg de reactivo con 15 ml de agua destilada a 25 °C durante tres minutos. Esta
solucién debe prepararse momentos antes de su uso. Preparada en las condicio-
nes descriptas tiene una concentracién de 0,03415 + 0,0006 g%, es limpida y de
color débilmente amarilio (1 ml contiene 341 pg de ANS). La solucién de hidroxi-
do de sodio (Merck) 0,1 N fue preparada con agua destilada recientemente obteni-
da.

Se prepararon dos soluciones de isoniacida:

N 1: en matraz velumétrico de 100 ml se disuelven 100 mg de HAI de refe-
rencia en agua destilada y se enrasa.

N 2: se diluyen con agua destilada en matraz volumétrico de 500 ml, 10 ml
de solucién N° 1. Cada ml de esta solucién contiene 20 pg de HAL

Sensibilidad de la reaccion

De acuerdo a lo propuesto por Bassenheim 4 y Llacer 5, el limite de concen-
tracién de la reaccidén se expresa:

g de substancia

Limite de concentracién (L.C) = :
ml de disolvente

cuya inversa es igual a:
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Volumen inicial de la solucién (en ml) x 106

Limite de identificacién (en pg)
Reemplazando por los valores experimentales y efectuando las operaciones
ce tiene:
0,025 x 106
0,5

= 2x10°5

Existe una forma practica para expresar numéricamente el grado de sensibili-
dad de una reaccién, mediante una escala semejante a los valores del pH, calcu-
lando el logaritmo negativo de la inversa del resultado, el que se ubica en la si-
guiente escala:

Clasificacion Limite de concentracién Escala
Poco sensible >1:1000 >3,0
Sensible 1: 1000 a 1: 100.000 3,0a5,0
Muy sensible < 1:100.000 <50

Para nuestro caso: -log. 2 x 105 =47

En consecuencia, la reacciéon de condensacién de la HAI con el ANS se clasi-
fica como “sensible”.

Recta de calibracion

Fue realizada con la solucién tipo N° 2 de la isoniacida de referencia agre-
gando al agua destilada el volumen correspondiente de solucién N° 2, seguida de
1 ml de solucién de ANS y 1 ml de solucién 0,1 N de hidréxido de sodio, agitando
el tubo después de cada agregado. El producto de color anaranjado, con absor-

bancia maxima a 475 nm, es estable durante 24 horas, conservado en lugar oscu-
10.

HAI (ug) Blanco 10 20 30 40 50 60 Y0 80 90 100
Sol. N° 2 (mD) 0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Agua dest. (ml) 80 75 70 65 60 55 S50 45 40 35 30
Sol. ANS (ml) 1,0 10 10 0 1,0 10 1,0 10 1,0 10 10

NaOH 0,1 N (ml) 0 1,0 10 1,0 10 10 1,0 10 10 10 10

Absorb. (475 nm) * — 0,10 0,18 027 036 046 056 065 074 086 096

* promedio de al menos 5 determinaciones.
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Absorbancia (475 nm) La agrupacién de pares de valores
presenta un coeficiente de correlacioén (r)
= 0,9993 y la ecuacién de la recta es la
siguiente:

Y = 0,01476 + 0,009596 x

Pendiente de la recta =
0,009596 + 0,000135

La relacién lineal y las magnitudes
precedentes indican que la reaccion res-
ponde a la Ley de Beer y en el ambito
de los valores considerados.

RESULTADOS
Se valoré isoniacida calidad Farma-

L I L 1 1 ! L ! i !

0 .
O 10 20 30 40 50 60 70 80 o0 1o <copea y la contenida en las formas far-
lsoniacida (ug) macéuticas cuyas férmulas se especifican
en cada caso:

Frasco-ampolla (polvo estéril): Isoniacida ..........c..cccceciviienn 0,500 g

Comprimidos: Isoniacida .........ccccocovviiiinnnns 0,300 g
Excipientes ..........coccccviiiiiini, C.S.

Grageas: Isoniacida .......c.cocceviiiiinnnnnn 75 mg
Rifampicina ..........cccoccovrennnnn, 150 mg
Pirazinamida ... 400 mg
Excipientes ...........c.cccccininnnnn. C.s.

Se realizaron también ensayos exploratorios sobre 1-(2-bencilcarbamoibetil-
2—(isonicotinil-hidracida) o “Nialamida”, portadora del grupo isonicotinil-hidracida,
habiéndose comprobado que se libera un compuesto que produce reaccidén positi-
va con los reactivos usados en este trabajo para la isoniacida.

Isoniacida calidad Farmacopea

Previa desecacién de la muestra a 105 °C durante 4 horas, se prepara la solu-
cién N° 2 y se aplica la técnica descripta, usando 2 ml.
Calculo: HAI mg% = DO x FC x 0,001 x 2.500.

Frasco ampolla

Se puede realizar por dos procedimientos:

a) Se deseca el contenido de un frasco ampolla a 105 °C durante 4 horas y se
pesa. Se aplica la misma técnica y cdlculo adoptada para isoniacida calidad Farma-
copea por tratarse de isoniacida pura.
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b) Se pesa el contenido de un frasco ampolla sin desecar y se disuelve en 5
ml de agua destilada. Se mide 1 ml en un matraz volumétrico de 100 ml y se pre-
paran las soluciones N° 1y 2. Se continda con la técnica descripta para isoniacida
calidad Farmacopea. Se calcula el contenido por unidad y el porcentaje con res-
pecto a la cantidad rotulada.

Comprimidos

a) Pesar 20 comprimidos, calcular el peso promedio de una unidad y pulveri-
zarlos a gran tenuidad. Transferir una cantidad exactamente pesada del polvo
equivalente a 100 mg de isoniacida de acuerdo a la cantidad rotulada a un matraz
volumétrico de 100 ml, disolver y completar a volumen. Filtrar, descartando las
primeras porciones. Si la solucién no fuera limpida, centrifugar una porcién a
3000 rpm durante 10 minutos. Con esa solucion se prepara la disolucién N° 2 y se
continda con la técnica indicada en isoniacida calidad Farmacopea.

b) Se puede valorar también la isoniacida de una unidad individualmente si-
guiendo el procedimiento anterior. En ambos casos se realizan los cilculos indica-
dos en el caso b) de frasco ampolla.

Grageas . Isoniazida asociada a Rifampicina y Pirazinamida

a) Se pesan 10 grageas y se calcula el peso promedio de una gragea. Se pul-
verizan y pesa exactamente una cantidad de polvo equivalente a 100 mg de iso-
niazida que se transfiere cuantitativamente a una ampolla de decantacién donde
se trata con 20 ml de 4cido clorhidrico 0,1 N, se agita vigorosamente y luego ex-
trae la materia coloreada con 5 porciones de 15 ml cada una de cloroformo me-
diante enérgicas agitaciones sucesivas, evitando descargar con el cloroformo la fa-
se emulsionada. Se descartan los extractivos cloroférmicos y se transvasa cuantita-
tivamente la fase acuosa y emulsionada a un matraz volumétrico de 100 ml usan-
do 30 ml de agua destilada. Se agregan 20 m! de hidréxido de sodio 0,1 N llevan-
do la solucién a pH débilmente alcalino, se completa a volumen, se homogeneiza
y una porcion de la solucién turbia se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.
Con 5 ml de la solucién limpida se prepara la solucién N° 2 y se continda como
en el caso a) de comprimidos en cuanto a técnica y cilculos.

b) Se puede valorar la isoniacida en una unidad farmacéutica por el procedi-
miento anterior. R

Los resultados obtenidos se exhiben en las siguientes tablas.

Valoracion de HAI sobre droga pura

Desviacion Limite de Tolerancia
HAI % standard FA
Calidad Farmacopea 99,22 a) 0,6905 No menos de 98%
Frasco Ampolla 99,27 b) 0,6809 -

a) Promedio de 6 determinaciones. b) Promedio de 3 determinaciones.
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Valoracion de HAI en formas farmacéuticas

Peso de la HAI dosada Peso % sobre Tolerancia
Forma Procedimiento  unidad  por unidad % rotulado peso USP xXXxil
(mg) (mg) (mg) rotulado %
No menos de 90
Frasco a 481,4 477 4 99,17 500 95,5 No mis de 110
ampolla b 498,2 494,8 99,32 500 98,9 Idem
a 374,6 292,6 — 300 97,5 Idem
imid
Comprimidos 374,2 289,4 — 300 96,4 Idem
a 980,7 71,9 — 75 95,9 Idem
Grageas b 9533 734 — 7 97.9 Idem

Recuperacion de HAI en grageas

Una unidad
mg mg %
Rotulada Valorada Agregados Valorados Recuperados Recuperado
75,0 71,8 ¢) £ 1,56 25,0 96,2 ) £ 2,22 244 01,56 97,6
¢) Promedio de 4 determinaciones
DISCUSION

La reaccion propuesta es selectiva para las hidracidas aromdticas y su meca-
nismo implica la condensacién de la molécula completa de la HAI con el reactivo
de color 1. Excluyendo las hidracidas aromiticas, no se han detectado sustancias
interferentes en las preparaciones farmacéuticas.

Son pocas las reacciones calificadas por sus respectivos autores como especi-
ficas para la HAI, entre las que se encuentran las que usan como reactivos desen-
cadenantes de color al 2 4-dinitroclorobenceno y al catecol. No son reacciones es-
trictamente especificas. La reaccién verdaderamente especifica parece ser la pro-
puesta por Hashmi et al.6, que usa como reactivo al cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazo-
lio y sulfato de talio, segin el mecanismo de la reaccién interpretada por el autor.

La sensibilidad y estabilidad de la reaccién propuesta en el presente trabajo.
es equiparable a las mds sensibles y estables de otros autores.

Muchos reactivos empleados en la valoracién de la HAI son inestables y de-
ben ser renovados semanal o mensualmente. El ANS es instable en solucién, no
asi al estado solido; no es un reactivo especial integrando el stock de los laborato-
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rios de andlisis. En el método que proponemos se debe preparar extemporanea-
mente la solucién de ANS, pero dicha preparacién es sencilla e implica el uso de
muy pequefia cantidad de reactivo por vez. El método obedece la Ley de Beer, es
suficientemente exacto, sencillo, sensible, ripido, de ficil ejecucién y la muestra
de referencia y los reactivos de facil conservacion.

Los porcentajes de recuperacién son satisfactorios y su correspondencia con
los limites de tolerancia lo hacen comparable con los métodos oficiales.

CONCLUSIONES

1. El método propuesto puede reemplazar con ventajas al método codificado
por la Farmacopea Argentina, V1 Ed., 1978, para la isoniacida.

2. Puede aplicarse sin inconvenientes a la valoraciéon de formas farmacéuticas
como inyectables, comprimidos y grageas.

3. Puede aplicarse también a la valoracién de mezclas con coadyuvantes, previa
separacion de éstos, con rendimientos encuadrados en los limites de toleran-
cia por los Codigos Oficiales.

4. Es factible la valoracién de otros firmacos que por hidrélisis u otros procesos
de transformacién produzcan hidracidas aromadticas.
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