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l • l NTRODUCC l ON 

antituberculo••• que P•rmttan optimizar •l r.tioimen de 

Debido • QU& •xisten a•C••o• ••todo• citados •n la bibliografla 

para cuantificar tsoniaztda. surge la nec••idad d& contar con 

procedtmtentog d• an~lt•i• au• •••n d• utilidad para 

cuanttftcarla en .a••tra• bialOgtc••· En la aavoria de lom 

•atudtns f•r•acoctn•ttco• •• detert111tna la conc.ntración d• 

fArMaco •n •an9r•, •in 9-t>argo •• de•••bl• contar con ••todo• 

oara cuantificarla en otro• fluido• biologtco• c0at0 orina y 

••liva que pueden obten•r .. f.i.cll,..nte y no provocan •tr••• en 

el oaciente. 

En •l pr-...nt• .. utilizo una t«nica 

espoctrofotoa•trtca debido a ou• al eepactrafot6atlttro far .. 

parte d•l -.qutpo b~stco de laboratorio• d• •alud pUJl tea. ••1 

COfftCJ d• Rscueta• de enset"l'.anza suoertor. 

L• prtlMlra fase n~•••ria en ... ta inv .. ttgacten fu• d•earrollar 

y valida~ un ••todo analltico •encillo y de bajo costo qu• 

permita cuanttficQr tson1azida en ortna. contribuyendo d• esta 

••n•r• a alcanzar •l obJetivo del Proyecto. 

Las •t•P•• previas imoortanteg a la vattdación que •e 

desarrollaron fueron; la etaoa d9 di9•fk> aue con•istió en la 

rev1sif!:n bibliogr~fica. la finalidad d• conocer las 

oropiedades f1•ica•. quimtc••• ••tabil1d•d • interacciones del 

an~ltto, ••1 coino referencias oar• l• cuantificaci6n oor •l 

metodo ana11tico adecuado y l• etapa de desarrollo en donde se 

tocaó como referencia ta adaotaci6n oarcial de un •6todo 

•n•llttco. 
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2.- GENERALIDADES DE ISONJAZIDA 

2.t. Htator1• y slnt••i•. 

L• s!ntents d• ison1az1d• fut!t report•d• en 1921 por Never 

Hally <3>r pero fué h•ata 194~. Que Chortna •nuncio que la 

ntcotin•mtd• oos•l• una acc1~ tub•rculost~tic• <4>. 

El -..tert•I b~sico para su slnteata fue al •ct•r metllico del 

.leido i•onicotlnico. •1 primer int•rm•di.ario fue l• 

tsontc:otinilhidraztda <tsontaztda) (4). 

La actividad •ntituberculosa de la i•oniazida fu• descubierta 

st-..lt.a.n•aMente en norte A~.-rtca V Alemania. en 1~2 CChorin• y 

Hl.tan; Do~agk>, de m•ner• caaual, ya que fu6 enaay.ado por 

tratarse de un oaao tnter .. d10 en la obtencic:irt de la tioacetona 

(5). 

La 1aon1az1da fue introducida en •1 mercado 911 1~2. como el 

medicamento mas activo 1• au1m1otarao1a d• l• tuberculo•i• 

C4. b». 
Su s1ntet1is •e b••• en •l c•lentamiento del te.ido taontcotinico 

Q su ftt•r etll leo con hidrazin• •nhidr•. El .t.cido nicotinico 

ouede sint~t•z•rs• con diver•o• oroceso• oHidativos com•nzando 

con 4-matil-01r1dina (7). 

2. 2. Noa'tbre y formula. 

Su nombra gen4rr1co es1 isoniazida <INH>. isonicotilhidrazida, 

hldraz•n• d•l .leido isonicotinico CHAIN)., 

tsonicotinilh1frazina, tubazida, nidrazid• ce, 9, 10., 11>. 

Nombre qulmlco: 4-piridin hidraz1na del ac1do c•rboH111co. 

Pirtdin 4-carboxtl hidrazin~. 

P1ridin-hidf'"azin• del .keido carboHllico. 

For.ula condensada: Cd-t7'h0 P.M. = 137.14 9/mol 



:s 

F'-!-rmula de'Jliarrol lada1 

2.3. Proo1edades. 

O.scripciai: Cr1•tales incoloros o blancos., o polvo cristalino 

blanco inodoro qu• se altera lentament• cor exposición al aire 

a la luz; sus soluciones son oracticamente neutras al tornasuls 

funde entre 170-174 ºe <7. 10 •. 11>. 

Solubilidad en solventes <7. 9. 101: 

~ Solubilidad 

Agua (25 eC) 

Agua <40 ºe> 

Etanol <25 ºe> 
Etanol <hirviendo> 

Cloroformo 

Eter etilico 

Benceno 

14 g/100 ml .. 

26 i;:t/100 ml .. 

2 Q/100 ml. 

10 9/100 ml. 

0.1 01100 ml 

Huv l 1geramente soluble. 

Insoluble. 

El pH de una solucion et •n 10> 1 es de b a 7.S 

Constante• de disociación: r:iKa 1.e. 3.5. to.e <20 ºe•. 
Potenciales de oxidación: 

Los siguient•s potenciale~ d• oxidación oar• isoniaz1da 

di fer-entes soluciones fueron determinado!i oor Vul terrin <11 >. 
Solucion Ef 

HCl 1 N 

Naz94Q7 O. 025 t1 

NaOH 3 N 

Comolejos con metales: 

La isoniaz1da forma complejos 

Estos comouestos pueden ~er usados 

0.78 

0.25 

-0.22 

muchos iones divalentes. 

la determinac i 6n de 

ison1azida: CtHII>. Cu<II>, Co<II> v Mn<II> <11>. 

Esoectro al ultravioleta: Soluciones acuosu¡ JLcidas v alcalinas 

de isonia:ida. ore~entan mAximos de absorción a 2bb y 298 nm 

resoecti"amente. 



Esoectro de infr•rroJo• Los or1ncio•l•• oicos In 

lonottudR• de onda d• 16:S3. 1~41, 1021. 992, 84:5, 676 cm-'<•n 

KBr) <JO). 

Eaoectro de fluor•sc•nci•r L• 1~on1•z1da 111Uestra una intensa 

fluor•scencia cuando •• DKid•d• con oer6Kido o dasou.. da 

roma•r •l anillo da oiridtna con bra.ocianóg.no. Una •oluc16n 

tratad• con peróxido diluido • pH d• 6.:5 a 7 .. :5 <a 100 ºca 

durant• 30 •lnutog est•bl•c• un m~Kimo de •xit•ci6n a 333 n~ y 

un pico einitldo ·a 415 nSt <11>. 

L• e•tab1 l tdad de 1son1az1d• ha sido estudiada axten•amentv 

soJuclCn V en var1a5 oreoaracion•• far~ac6Uticas .. De oarttcular 

1nter% en la r•acc10'1 d• su grupo h1drazino CCJtt aldehtdos y 

cetonas tal•s CDn'O azucares y cetoAcidos v la comoleJacic!tl de 

isoniazid• con 1on•B met~l1cos. 

L•wtn v Hirsch mencionan QU& el ·Cu<llJ v MnClIJ aceleran la 

la oresenci• de peróxido de 

n1dr!:igeno < 11 > .. 

La tsoniazida es e51table oor varia• sornan•• en solución 

amorttouadora de DH • 8 C12J. 

Hald •ntablece que la tson1az1da •• oierd• lantament• con la 

ox1daciOO en soluciones acuosan. Pero en prea•ncia de sacarosa 

la ison1azida reacciona l• aldohexosa formad" por 

inverstai. L• reacciá1 con sacarosa ouede ser inhibid• por la 

adtciOO de citrato de sodio al 0.3 i. (11). 

Pawelczvk establece aue en cond1c1ones anaerobias largas. la 

descompos1cia, de isoniaztda en valores da pH de 3 7 siguR 

una cinética de or1mer orden. El menciona que una solución al 

J.O 'l. del f.trmaco es 37 veces m~s &&table a oH - 6 Que a oH • 3 

(11) -

Poole v Mever • mencionan que la 1son1az1da 

plasma. Pero dicha inestabilidad puede 

conservando las muestras a 5 ºe C 121. 

su aro 

inestable en 
ser retardada 

partir de La degradacicn de ison1az1da 

concentraciCn de 10 mcg/ml almacenñ durante 6 meses a 

-20 ~C fue de 4.0 7. al mes (13.J. 



En cu•nto • la ••t•bllidad d• l• i•oni•Z'ida •n su•ro y crinar 

una conc.,,tracl6n d• 10 11RCQ/mr a 2~ ºc. •• degradó casi tres 

cu•rtas o•rt•• daspu*5 de unas s.manas de •lmacen•mi•nto. 

Alrededor de un 10.0 7. de iscniazida transformó •n .i.c1do 

ison1cotlntco. La fu• 

incrementada por medio de una l!!'>etraccll!:n 

considerablemente 

1-butancl y 

dasoué9 d• una ••mana fue de ó~.O 82.0 7. da la cantid~d 

inici•l para 9uerc y crina respectiv•mente < 131. 

Se demostr~ aue ltn la inestabilidad de la i•oniazida crin• 

puede contribuir la contaminación bacteriana. la cual pu&de 

eliminada ocr la adición de timol como ccnserv•dcr <13>. 

Peters concluye qu• la i•ontaztd• es est•bla 

orina par un oeriodo de ~6 dlas. cuando 

congelaciOn a -18 Qc 113>. 

su•ro y 

a.lm.acena 

2.4. Tr"atam1eni:o de corta duracton de la Tubarculo•ts. 

La tuberculo~i• as una infecclon crontca de ortoan bacteriano y 

da distribucic!n mundi•l., qua pueda adoptar tres 1orma.s1 1) 

infección orimarta. 2J tuberculosis Pulmonar y 3) tubarculosis 

extraaulmonar. 

Generalmente la orimo1nfec:ción tuberculosa la vece!il llamada 

tub•rc:ulo•l• de tipo infantil> a••• tnadvertid4, aunQue en 

ocasionev ousde haber fiebrw, slntomas constitucional•• vagas o 

comar"obac1on (m&diante eKamen de ravos X> de un filtrado en los 

oulmone• y de crecimiento de los gan9l1oa 1 infatic:os 

traaueobronauiales. f'or lo 9ener•l las lesiones CUr'an 

e~contineamente. dejando senBíbilidad a !a tuberculina. En los 

adultos jovenes •emeJa puede dar lugar tubercu 1 og, i t1 

pulmonar. A menudo la tuberculosis oulmonar tiene una evoluct6n 

cralicA v variable. pero es caoAz da recurr"lr en cualquier 

estad10. Los slntomas son: tas. fatiqa. fiebre, cérdida rte 

ceso, irritación de la garganta 

tuberculosis extraculmonar, es rara. 

dolor torá>e1co. La 

en esta el bat:ila 

tuberculoso invade otros 6r9anos. en vez de los oulmones. 
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-Agente inf9Ccio.a1 El b.l.Ci lo de l• tub11rculo•i• •• •1 

ttycobacteriu• tuberculo•i• y •• ha comprob•do que •1 tipo 

hu••no •• al aue causa casi todos lo• caso• d• tubarculo&1~ 

DUlmonar1 el tipo bovino causa una gran o•rte de los CAsoa d• 

tuberculosis 11Mtr•oulMonar, variando las prooorcionas Sltgt..n la 

ooortunidad de 1nf&cc10n con uno u otro tioo. 

-Rasarvorio y fuanta de in fltCC i 6ru El raaarvorio 

orincioal1nente 111 hOlftbra y. en •lguna• zonas tambi., al ganado 

vacuno enfermo. La fuente da infección son las aacr1teionas dal 

ap•rato rasoiratorio da la• oorsonas con tuberculosis oulmon&r 

con bacilo.coo1a positiva> 

tuberculosas. Los enfer•oa da tuberculoaim ewtraoulmonar no 

oueden ••r los causantes de l~ tnfacc1on an otras personas. 

-Modo de trasmisión: L• tos o al estornudo de enfermos con 

tuberculo•i• oulmon•r "•b1erta·· 1or•• un ••resol de 11ateria 

infecciosa: l•• di•inuta• oartlcula• pued1tn 

direct•ment• o despuea de ••entada• y reauapendid•• Junto con 

el oolvo. El contacto dir.cto o indirecto •on QOdo• inaporti1tntes 

d~ trasmisia-i, oor otra l•da la infeccion causada por las 

aliM.ntos debido a la contam1nacion de las cubierto• y 

vaJ i l las, t!'S menos imoortante. 

Lo~ tratainiento• anti tubarculasos 

la Secretaria d• Saluo (17, 1~> sonr 

t > Tratamiento primario auto•dministrado < 12 meaeu>. 

-Fase int90siiva1 60 do•is (2 meses> isoniazida 300 mg,. 

etambutol 1200 mg v autreotomic1na 1 g Cdosi• diaria>. 

-Fase de sosteru 300 dosis (10 mesesJ de i&on1azida 300 mg y 

etalnbutol 1200 mg (dosis d1arta>. 

2) Tratamiento orimario de corta durac1cn. suoervisado <hasta 7 

meses de durac1a..>. 

.. 
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-Fase intensivar 60 dosis , diario de lunes a s~ado h•st4 3 

...,ses. 

mq, r1f•mp1cin• 600 mg .. 

estreotomicina 1 g v oiraz1na1ruda 2 9 azinarn1da 

2 9• 

-F•se de sostén: 30 dosis intermitentes. 2 veces por semana, 

h•sta 4 meses. 

lson1.az1da. 800 mg v refampicina 600 mg .. 

Un proble•a que se Dr&s•nta durante el tr•tamiento es que ouede 

surgir resist&ncia r.ipida1MH1te v es funcion de la ma9n1 tud de 

l• Doblaci6n bacteria.na prC!so.ente en la 1 es1 on. La imoortancia 

cl1n1ca de 1• resistencia. a la ison1az1d• deoend11 del tioo de 

enfer9ed.md tub1trculosa .. Es sign1ficat1va tal resistencia si hay 

un foco de tnfec:ciái persistente. pero no lo tanto si la 

enferMedad minima. La adic10n de un segundo o tercer 

•nti tuberculoso retarda el comienzo de la resisi tencia. En 

raras ocasionas se observa reso.tstenci• cruzada 

anti tub•rculosos. 

otros 



::S.- GENERALIDADES DEL PROCESO DE EXTRACClON 

PARA FARNACOS EN FLUIDOS BlOLOGICOS. 

E)(t5ten diverso._ métodos analitlco• uti.li::•dos oara la 

cuantif1c""cia-, de igon1azida v sus met•bollto• en suero, sangre 

v Ol"'tna: sin emb.ar~o la e><tr•acci·Y\ es reau•rida. U1icamente o.ara 

los ensayos d• tioo crom~togr~fico algunos 

••oectrofotométr1cos. La. t~n1ca da extra.ccion m~• comunmante 

usa.da es la 11ouido-llquido v usua.lm•nt• esta 

para llllétodos lnmunol1!i91co• o enztm~ttcos. 

requiere 

La •><tr.acciO"I d• f~111acos do sanare. pla•ma. V orina (~ase 

a.cuosa.). involucra. la 1nteracc1·.!:in de estoa con un salvante 

org.Uuco inmisctble con agua. Our.ante la •xtra.ccton el f~rmaco 

se distribuve entre las fases orQ~ica v acuoea1 cuando laa 

orooiedadea de aolubi l idad del f.~rma.co •Dn favorable•, •avor 

cantidad de fArmaco es el<traida de la fas• acuosa •n al 

extracto 

concentr.ado eva.oor.aci.on • ••au•dad. y el r••iduo 

r.econatituido con un oeauena voluoen del •olvent•. Esta la 

11.ainada. Dl<tracc1ón directa. v sus venta.1•• son v•locidad y a.lta 

eflclenciA <recobro,. oero una d• ,;us pr1nc1pa.le'!I deaventajas 

es la falta de esoeclfictdad debido a aue una multitud da otrog 

materi•les ~on co-extr•i.dos con el f~rltla.cO de interes, por lo 

cual se necesita una alta esoec1ficid•d la. wubsecuante 

cu•ntif1cac1·::n. ~a extracctai selPctiva oueda aer lograda cor 

una selecc1en adecuada. del solvente v a.1uste apropiado del oH 

de extracci<!n oara la esoecie. Cuando el oH de la orina ha sido 

oottmtzado para la extracción del fArmaco. otras substancias de 

diferentes orooiedades Ac1do-bctse ouedan en la "fa.se acuosa. 

Esta selectividad oerm1te esoec1f1cidad la medic100 

meno~ rigurosa. con una menor orobab1l1dad de interferencia oor 

otros fl.rmacos const1tuventes del fluido biolCipica.Los 

basan en el conocimiento de sus 

oolaridades v pueden tncrement~r la selectividad de 14 

el<tracc1~ de un f~rm•co. La mavor1a de comouestos no polares 
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son 1111¿• soluble11 en •olventes de b•.la oolar1dad v entre mavor 

oolaridad teng• •l comouesto. M~• •oluble •• en los solventes 

ociar••· La ~•varia d• lo• tarmaco• d• intares dentro de lo~ 

enGaivooa de laboratorio san de oolar1dad intermedia, v oueden 

eMtracciOn d• coenoonant•• qua intarfioren en la cuantificacia"l 

da la sustancia de tntertK. 

Frecuentement• las sustancias dal fluido biolt!:gico que 

tntorf1eren la cuantificación del f.i.rmaco pueden 

rtHlovtdas oar cambios en las orooiedade• del solvent•t tal es 

el caso de las sust~nc1a9 no oolarea presentes en la orina que 

pueden sar removidas con solv11Pnt1tt1 de ba.ia polaridad 

heKano v diclorometana, oara aue as! la muestra pueda 

subaecuentem&nte •Mtrald• con un. solvant• má• pol•r obteniendo 

el extracto del fAr~aco líbre de la mavor cantidad de impureza• 

( 10>. 

Mfi!todou eMJ.ctrofotometricos 1t1noleado• en la cuantificación de 

isont.azida. 

Alounos d~ lo• métodos esoectrofoto~etricos empleados par• la 

cuantificación de isoniazid• •n forma.a farmacéuticas. saugierltll 

oor estu~io• oreliminareu oue .adaotando Hte tipo de 

procedimientos oueden ser utilizados o•r• la det•rminación di!' 

isoníaz1da libre en muestras de orina .v sueros tal ea al ca110 

del Método descrito oor James T. C19) que se basa la 

interaccion entre isoniazida y la 9-cloroacridin• para formar 

un comole10 de tipo colorido. pero tiene al inconveniente de 

aue su mecanismo na esta comoletamente establecido: lo mismo 

. sucede con el m•todo descrito oor Htchael E. <20> que su basa 

en la reacci6n de un oroducta de conde~saci<!:n oroducido oor la 

reaccion tHltre tsoníazida v 6.7-dicloroauinolina-S,.8-diona 

una soluci.!fi acuosa atanOlíca en medio alcalino cuva 

absorcic:n m~Kima es a una lonQitud de onda de 645 nm. 
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Otros motodos como al descrito oor Russ¡ell D.W. (21 > oua da un 

método esoecifico P•r• l• determin•c16n de isoniazid• en sangre 

utilizando Acido 2,4.6-tt'"1n1trobencensulf6nico. ha sido 

mod1f1cado oar•a la determinac16n de 1son1az:ida en orina; 

embargo involucra un orocedim1ento demasiado comollcado 

eMtenso. Este método modificado determina unicamente forma 

semicu¿nt1tattva a la 1soniazid•. y se basa en la 0M1daci.:n 

esDl!Clfica de 1soniazida oor medio de la 9-cloroacridina. 

Un método coloritnétrico oara la determ1nac1on de 1son1azida 

soluciones acuosas se encuentra descrito oor Prodromos 6. <22> 

v oresenta un alto grado de sens1bil1dad en comoarac1CO con los 

descritos a la 'f9Chat dicho metodo ouedR ser comoarable 

sensibilidad al descrito en l• USP XVIIl el cual as iodom•trico 

(~3) .. v ademas tiene un procedimiento sencillo oue se basa 

la reducc:ic!l'l. b•jo condiciones oot1mas de Fe<III> hasta Fe<Il> 

oor tson1azida. v el FeCll> resultante se hace reaccionar 

orto-fenantrol 1na <o-Phen) hasta formar el complejo 

ruJo-naranJ.liill ( FeCII>-co-Ph...,)• ] 2 cuv• •bsorciai m~xima es 

un• longitud de anda de ~10 nma 
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4.- It1PORTANCIA DE LOS t1ETOOOS ANALITICOS 

EN ESTUDIOS DE FAR11ACOCINET ICA. 

Por lo qeneral el •studio del destino di!' los f~rmacos 

orga.ntsmos vivos es orimoro un oroblaaa da an~lis1• qulmico que 

•barc• su lieoarac:i6n 9 id•nt1f1cac1on v •n••vo cu•ntitativo. 

Cuando una oeque!'lA cantidad d• f~rmaco •• introducida al 

organismo. as tran~ortado por al sistema circulatorio, diluido 

fluidos biol6gicon. •nlazado r•varsible 

irr&vors1blement• a varios teJ1das. transformado y •Kcretado. 

La tranaformac i a-t puede ser aut i 1. or1ncio•lmente dando lugar a 

puad• 

tt><tens• result•ndo en una completa dagradacton d• la molkul•. 

La o•quena cantidad de comouestos relacionados ••tructuralment~ 

deben de ser recobrada5 de los tejidos y 6r9•nos, s•p•r•doa de 

los t:omoonentes b 1ol091cos normales, y 1 iberados de IHitructurag 

que lo9 •b9orben o lo• complaj•n. Por ello •• h•ce neca•ario 

Que dichas estructuras ••an d~fin1d••• • idear m•todos 

cu.antitativo9 h•st.a elucidar la estequtometr1a y ••cu•ncia d• 

la farm•coc1nétic• v orocesos nietabólico• (24). similares al 

f.irm.:ico administrado. o ouede •ar extansa resultando una 

comclota degradación de la mol«:ula. 

La indiv1dualizacton de los r•Qlmenes d• do•ificactOn, de 

loo obiet1vo• ortncioales de la monotorizacton da ntvelea 

sor1co' de f~rmacos. con9iQUe meJorar vionificativamenta la 

eficacia y seguridad d• ~uchos tratamientos farmacolOgicoe. 

El error anallttco cuando la monttortz.aci6n trata de establecer 

el comoortami.nto cin6tico del fArmaco en •l uaciente va ha dar 

la estimilCión errOnea de los pa.r~etros 

farmacocinéticos b~sico6 v en conaocuenc1a a la oroora.macicn de 

oautag oosológicas orobabl•mente incorrectas. Aal mismo cuando 

se utilizan datos ooblacionales. se deber~ considerar solo 

lo• factores que oerturban la ored1cci~ correcta da la dosis 

en el estado de eouilibrio. sino adem~s el anal1ttco 

m~xtmo oerm1t1do la téCntca. Es evidente oues oue la 
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f1ab1hdad de los datos •n•llticos en la 111onita,..iz:aciai tiene 

gran i~oartancia, va Que su ausencia llegarla a comorometar la 

eficacia cllnica de un tratamiento. El control de calidad do 

Mon1torizac1ai cumole su cometido final cuando asegura la 

fiabs 11dad dlP la 1nformac1on qu" ofrece al oaci~nte. Esta 

1nformac1ai no solo 1ncluve los resultados analiticos del 

laborator10. tambian datos fundamentales o ara 

interor-etarlos correctaCKtnte: m.1.r9enes teraoéUt1co!I, posolog1a. 

recomendada. orecaucion••· Uno de- los pr-incipales aspectos de 

un 01•09rama de control de cal id ad es el estab lecimtento e 

informacicn de lo\I llmites de exactitud y orecision de las 

determinacionea anal1ticas r11al 1zadas <25). 
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5.- GENERALIDADES DE VALlDACJON 

Hoy en dl• uno de los or1ncioale• ob.tetivo• de l• industria 

fi11rm•c4uttca, alimanticla y Qulm1ca, •S asogur•r un •decuado 

contraJ d• la c•lidad tanto da la materia orima, producto en 

procauo. c01110 d&l producto t•rmin•do. E• por esto qua l• 

val1daciOO r•trosoe-cttva y prospecttv• h• 

imoortanc1a en e•t•• .lr•••· 
La etapa de v•lidaciO'l comPr•nde uni11 sarte de pruebas 

!llctem~ttca!I por las cuales queda establecido de manera clara v 

ObJetiva. que el m~todo d• estudio r•un• los r•Quisitos oara 

las aol1cactones analltic•!I d1noeadas. D• tal m.aner• que el 

oroceso de validac11!irl de un nt.étodo en oarttcular est.l. bas•do en 

or1nc1p109 ctentifico• •d•cuados v h• •ldo optimizado para 

prooós1tos de med1cit!n. 

So ha mencionado el método •n•llt1co de las 

orincioal&s fu&ntes de var1abilido1d aue no ha p•rmitido poner 

en claro la utilidad del monitcreo d• f.l.rniAcos en muchos casos. 

En la actual id•d se h• progresado mucho en Hta .t.r•• al 

introducir concaoto• t•n imaortantes COCMJ la "V•lid•ciat .. , con 

el cual la informactai emoieza • unifarmizars• p•rmitiendo •sl 

la comoaracicn d• datos en exoerimentacion clinica. Sin •mbargo 

ant•s de entrar en d•talles sabre la imoortancia d• un método 

anallticO. al cual es uno de loa orinc1oal•s objetivo•, es de 

sumo inte.res conocer las imDl1cactones da la validacién ya Que 

cu•ndo un t4k"mtno se oone de moda. sa !lega • emplear como una 

simole herram1•nta ~in considerar la comoleJidad de tal método 

v su v&rdadera aoartaciai. 

Para emoezar existen muchas def1nic1ones d•l término ··validar"• 

si se considera como base el oroceso de medici-!in. La validactc!n 

ouede tener dos aceoc1ones temoorales. ..1. determtnactai 

del prado de validez de un proceso da mad1da·· lo que s1gntfica 

una actividad a OOfiiterio,..¡ del or•oceso de medic•On: la ot,..• 

··hacer va.l ido·· en el sentido de obtener eJ ,..esul tado de'3&ado~ 

indica que se tiene orior1 metas sobre cri ter1os de 
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evaluac1c::n v aue •s neca&ario desarrollar las act1v1dades 

oertinentes durante el oroc•so de lllled1c16n oar• alcanzarlas. 

El desarrollo de un oroceso de mltdid• ou•de imolicar tres 

etaoa&: obtener una respuesta. meJorarla v entenderla~ para lo 

cual es necesario identificar los factores mas importantes de 

la var"'iabilidad y m•n•Jar un nivel de tolerancia en ellos. 

bas.Midos• .o la precisic::n v ex.;¡¡ctttud reouerida del método. 

La oriraera etaoa ttn el desarrollo de ni"todc• anal1ticos us 

••~ablecer Que se desea medir y como se desea hacerlo. Entonces 

tomando cofftO bas• la bibliografiase hace una investi9aciCn 

criterio auimico, eli91endo dentro de los metodOE d1soonibles o 

dec1di1tndo si s~ reou1ere de otro nuevo. s1 'és.ta es la eleccic::n 

se procede a desi11.rrollar el método b;u;o1ca. in1c1almente de 

manera rudunentaria .. con lo cual posiblemente sea necesario 

011rfec:cionar alguna etaoa oara m~.lorar la reoetib1 l idad v 

orobar la tolerancia.,. en éSte momento ouede desarrollarse un 

estMldar de referencia, si no existe. hasta entonces se est~ en 

oosicion de escribir el orocedimiento. un• vez que \\'Ste esta 

definido. se deblHl realizar serie de exp•rim1tntos oara 

valid•rlo. incluyendo factores t•les la exactitud 

tér•inos selectividad .. especif1c1dad, orecisioo, 

rec:uoeraciai, linealidad v al9unos otros asaectos aract1cos 

COMO raoidez.,. casto. tolerancia .. estabilidad.,. etc. 

Desafortunadamente, no hav un acuerdo completo entre los 

autores sobre el significado v def1nic1one& de estos términos. 

a(n en el tnismo laboratorio los analistas difieren 

expresar las caracteristicas que debe cumolir el método (26> .. 



6.- FUNDAMENTACION DEL TEMA V 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Anteriormente en México. •lQuno• tabr1c•ntea d• med1camento9 

analiz•ban sus Droductos con ••todo• poco confiables, ya que no 

alternativos se deben presentar ••tudtoa que garantic•n la 

confi•bilidad da 1rllos, lo que •• conoce como ••tudios de 

val1dac1i!n. 

Val1dac1ai v validar 9• ha convertido hoy en una 1tKPr••i6n 

comoo •n nuestro lenouaje tec:nico. oue& val 1d•r wigni ftca .. dar 

fuerz• o tir....,z• a una cosa··· La v•lidaci6n constate •n reunir 

un conJunto de datos suficientes Qu• permitan asegurar con una 

confianza razonable que el oroceso o •~todo estudiado realiza v 

realizarA aquRllo Que tiene CD4IO fin o aquello p~ra lo que eat4 

daet1nado por medio d@ una evidencia document~d• y comorobar 

con •sto oue el oroceso se desarrol l•r~ t•l como •• h• previsto 

<27. 28). 

Algunos de los dif~rentes métodos cJtados o•r• cuantificar 

tsoni•ztd• •n formas f•rmac4outica.s y •n fluidos biológicos son 

colorim•tricos <19. 22. 29)1 ••o•ctrofotometricos (20, 21, 30, 

31, 32. 33> t f tuoron1etrico• (34. 13) t por Cr"etna.tografia de 

37, 38) DDr 

cromatoQraf~a de qases (39. 40. 41. 42. 43). 

Aun cuando eK1sten varios métodos esoectrofotométricos citados 

oara la cuantificación de isoniazida •n fluidos biolOgicoss 

la actual 1dad carecemos de informaci·::n referida a métodos 

anallt1cos esoeclftcos oara la cuant1f1cac1-::Yl d• isoniazida en 

orina. E~ oor ello que surge l• necesidad de imolementar un 

m•todo esoectro~otométr1co sencillo. sensible v de preferencia 

d• bajo costo. que sea lo suficientemente confiable oara 

emolearlo con finas teraoeut1cos v oue sea factible de realizar 

en los labora';ortos con reactivos v eou100 de uso com•.ai. 
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n la actual 1dad el es¡pectrafot~tro fortna parte d11l equipo 

tundam&ntal de l& mavoria de los l•boratorioo. por lo cual el 

orooos1to primordial de este provecto fue la de desarrollar V 

validar un método anal1tico confiable v de ba.10 costo QUB 

oermitier& cuantificar isoniaz1da en orina de una manera r.laida 

v sencilla. 
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7.- OBJETIVOS 

.üesarrol lar método esoectrofotom&tr1co aue oerm1ta el 

an~l 1s1s cuantitativo d• ison1az1da en muestras urinarias • 

• OGttet·rn1nar la 1nfluenc1a oue tienen factores como oH. volumen 

de apente c0taoleJ•nte. efecto del tioo de sol•1ente la 

extracc161 v prooorc1a-i de una mazcla de 

extracc10n en la cuantificación de i~on1az1aa • 

sol venteo;; de 

• Llevar acabo la validac1ai del metooo analit1co prcouestc. 



8. O,. PARTE EXPERIMENTAL. 

-Kat•ri•l 1 

Pioetas volum•tric•• 0.5 1. 2. 3. 5 ml. 

Matraz volum•Ur1co 11). 25. 50. 100 ml. 

Tubos de centrtfug• d• lb K lUÜ ml. 

Gradi l lai para tubos de en•ave. 

Vasos de Precipitado 10. 50. lúu ml. 

Celdas cara espectrototometro. 

-React1voss 

Orto-f•nantrol 1na • HzO R.A. 

SUl fato de amonio férrico • 12 h:áJ R.A. t1erck .. 

D1clorometa.no R.A. Baker. 

Hidr6>e1do de sodio R.A. Mttrck. 

Ac1do c1orhldr1co R.A. M•rck. 

Alcohol i•oa•ll1co R.A. Baker. 

Sulfato de amonio R. A. Bakar. 

Et&r et1l1co R. A. M•rck. 

Iaoníaz1da <mater1.a Prima>. 
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Acetilsion1•zida <sintetizada •n la E•cuela Nacional 

de C1enc1as B1ol6gu:as. l.P.N.>. Ver apéndice I. dice- l. 

-Soluc1onesr 

Solución oatrén de i•on1az1da de 20. 160 y 200 mcg/ml. 

Solucié:n P•trón de 1soniaz1da de 20 mg/ml. 

Sclucto!:n de sulfato de amonto al 15 Y.. 

Soluctón de .leido clorh1dr1co O. l y 1 M. 

Solución de hidr6xtdo d• sodto o. l v 1 M. 

Soluc100 de me:z:cli11 de reacttvO!I < Agente complejante). 

0.5 9 de orto-1enantrolina monohtdratad•. 3.0 ml de soluci6n 

M de HCl v 0.4 g de sulfato férrtco de amonto dodecahidt~atado 

son disueltos v d1lutdos con aoua des1on1:::ada ha!lta 250 ml. La 

solucioo es estable cor 4 semanas. •1 esta es •lmacanada un 

frasco obscuro orotegido de la luz v en refr1oeraci6n. 

-Eauioo: 

Balanza ana11t1ca. 

Api tador vortex Mixer. 

Esoectrofotanatro. 

Potenc 1ometro. 

Aot tador automat ico. 
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8. 1. O. ETAPA DE DESAHROLLO 

a.1.1. F•ctores aue 1nfluven en el matado. 

Con el orooos1to de ooder •d•otar &1 método descrito oor 

Prodromos <22) t!H1 l• cuant1 f1c•c1on de 1son1•z1da en orina, 

estudio el efecto oua oueden ejercer factor•• como1 pH, volumen 

d• ag•nt• comole,iante. t100 de solv•nt• en la extracción, 

orooorc1on de un• mezcla de solvente• oara la extracción da. 

ison1azíd•. 

B.1.2. Efecto d•l pH. 

Para ooder determinar la 1nfluenc1• au• •Jercen loa CAmbios de 

oH en la extra~i~ de soluc1ones •cuosas de isoniazida 

emoleando los solventes cloroformo y dtcloromet•no (ver fig.3 

v 4>. se orobaron los oH s si9u1antas1 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 

10, 12. para cad• uno de lo• solventes m&nc1onadas. 

~sto se hizo con •1 orooosito d• Doder encontrar el pH c:atimo 

en al cual oud1eran hacar •Ktr•cc1cn111s de limpieza de 

~omoonentes de la interfieren la reacciai de 

cuant1ficac1cn de 1son1az1da, ase9uri.ndcno• también que• dicho 

oH no se axtra1Qa ison1az1da lo cual r•oresentarla una pét"'dida 

aue se verla re11eiada en el recobro. 

De una uoluc1-!n de 160 mco/ml de ison1az1da. tomar 1 ml 

tubo de centr1,uga. aJustarle el oH correspondiente empleando 

HCl 6 NaOH 0.1 N v se ewtrae con un volumen de 3 ml (empleando 

oor seoarado los solventes antes menc1onacsosJ. Se agita dur"ante 

dos minutos en vortex, los extractos or9M11cos 99 transfieren a 

un matra~ de 25 ml. se ev~ooran a sequedad v se diluven en 2ú 

ml de agua continuando con el método da Prodromos desde el 

a.1uste de oH en adelante 'ver ao«ldice 111. 

Los extractos acuosos se colocan también en un matraz de 25 ml. 

se les agrega 20 ml de 

mencionado desde el aiu~te ne oH. 

se continua el método 
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•Mb•• fases t,.•n•formadas 

concentraca~ lttt!d 10 d• una curva d• cal abrac 100 de 

i•oni•z1da (fi9. No U, O•r• asL ooder calcular la constante de 

reoarto a c•d• uno d• los oH 

e. J. 3. Ef&eto dal volumen d• GQent• comolitJ•ntliP .. 

Para ooder determinar el 

comple.1ante sa realizaron 

volumen aoroniado de a91tnte 

••ta.ndar d• iaontazid• 

20, (8) 1b0 v (C) 200 mc9/ml. 

h1caeron d1 luctone• oara obt•n•r 1•• concentracion•• fin•l•• d• 

la curva est.indar. Los volumenes to~ados d• las soluciones son1 

Soluc1on Ar 1. 2, 6 v 7 mla soluc1on B1 0 .. 5, 1.0, y 1.:S trth 

<:iolucic!.:n C1 0.5 v LO •l. 

Dtchos vol '.nenes '!i.On colocados en matraces de 25 ml adicion¿:i,ndo 

20 ml d• agua C••todo de ProdromosJ. oost•rtor .. nte a •&to 

le adiciona 1, 2 v 3 ~• ••ot:n ••• •1 caso de la ••zcla d• 

reactavos ta91H1to compleJ•ntel y se •19ue con el ••todo 

ante,..10,..mente menc1onado d••de el a.1u•te d• pH. O. •sta •aner• 

se obtienen las concentt"•ciones finales de la curva estAndar de 

8.1.4. Ef•cto sobre el t100 d• solvente sobr• l• e:1etracci6n. 

Con la f'n•l1dad de setecion•r la mezcla da •olventes m.ls 

adecuada oara la extracci'!n de ison1a.::!:1da. SI& probaron l•s 

siQUientes mezcla!ll e loroformo-butanol (70130> <JBJa 

cloroformo-metanol <60140) ( 111: •lechal 1soamllico-éter 

etllico t85: 15) CB>. c:1t•dos oor algunos investigadorl!s <ver 

tabla No. 8 > •• 

En un tubo de centrlfu9a colocar ml de una soluc10n de 

isoniazida de 160 mcg/ml. •.1ustarle a 7 el oH con NaOH u. J N y 

adicionar 3 mi de la mezcla de eKtracc1-::in selecc1onada. extraer 

oor 3 veces a91 tanda durante 2 minutos en vorte>e. la fase 
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or9~1ca es seoarada v transfer~1da a un t11atraz volumétrico de 

25 ml evaoorando a seauedad. adicionar 20 ml d• aoua 
des1on1zada. apitar v continuar el método de Prodromos 

desde el aJuste de oH lver aoend1ce No.111. 

e.1.s. Efecto de la orooorcic:'.::ln de solvli"ntes 

seleoe1onada oara la e>etracciro de i~cniazida. 

la mezcla 

Un• vez detera11nado aue la mezcla de soiventes mas adecuada 

isoniaz1da la del alcohol 

1soamil1co-oter et111co <ver tabla No.e 1. orocediO 

deter11111nar cual era la prooorcion ootima d• dicha mezcl• 

realizo de la •anera 51Quente: Se oreoararon las orooorc1ones 

siguientRS de la 111ezcla: 25:7~. 51)1:50. 7S:25. 80120, B'!'h 15 y 

901 lO (v/v) <ver fig. No. 4>. 

En un tubo de centrifuga se coloca ml de agua, mi de 

soluc1on de ison1•z1d.._ (160 mcg/miJ. 

•xtraccionaa suc .. 1vas eon c•da una 

real izan 

de las diferentes 

proporciones de la ~zc:la pot'" seoara.do, aa1tando 

•inutos en vortex. los extractos or9a.n1cos 

durante 2 

y 

reextr•en con S ml de .a.c1do ciorhldt'"lCO O. 1 N. se a91 tan 

auta.11.at icam.nte durant• 20 minuto•. fases acidas 

r-e!lUl tan tes se transfieren a un matraz volum•trico de 25 ml .. 

agregan 20 ml de agua y se contin~a desde el paso de a.Juste de 

oH •arcado oor el método de Prodromos (ver aoénd1ce 11). 

9.1.6. DeterminaciOn de isoniazida 

método de prodromos). 

Para la cuant1f1c:a.c1cn de isoruazid• 

tadaotaciái del 

orina se utilizó el 

m•todo modificado de ProdrollK>& .. E.'ln el cual se tomaron en cuenta 

los efectos anteriormente desc:rit·oa (ver fioura No 6). 

-Metodo: 

H 1 ml de orina <solucionas de 300. 250. 200, 150, 100 

v Sú mc9/ml de isoniaztda). a.1ustar el oH a 3.0 con HCl o .. 1 N y 
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raal1:ar 3 e:,tracc1ones con d1clorometano <de 3 ml e/u agitando 

durante 2 minutos en vorteMJ. A l.:::t ta.se acuosa resultan te 

ad1c1onar 1 ml de sulfato de amonio al 1::> i'. v a Justar el oH 

7.ú con NaOH O. l N: en se9u1da le realizan otras tres 

extracciones con la me~cla de alcohol isoamlltco-éter etllico 

<BS: 15) (de 3 ml e/u con a9itac1·.:o en vortex durante 2 

minutos.>. La fase or9..ln1ca oroducto de esta segunda extracciC:n 

se reaxtrae con :5 ml do HCl 1) .. 1 N en embudo de seoaracion con 

t1emoo d~ ag1tac1.:n de 20 minutos en un aa1 tador automát1co. La 

fa.sie ~•da se aJusta a pH = 5 .. 2 con NaOH 1 N v se le adicionan 

2 ml de la mezcla de reactivos. La soluci-:::irl resultante se 

diluye hasta un volumen de 25 ml agua desion1zada .. 

finaltnente se mantiene cor 2~ minutos a ba~ maria a 50 :t 0.5 ce. 
Desoues de est• tratamiento la solución en1r1ada 

teinoeratura a.lllbiente uti l 1z6.ndo un bar'io de agua .. La absot·banc1a 

de é-0.ita soluc:1ai <roJo-naranJ~) es med1da lono1 tud de 

onda de 510 nm., ut i 1 izando un b 1 aneo de reac:t i vos preparado 

bajo las mismas condiciones. De est• se construve la 

c:u,-.va de calibración de ison1azida en orina (ver f19ura No. 7). 

e.1.?. Ensavo orel1.minar del método modiftcado 

cuantifte•ctén de isoniaz1d& en orina. 

Una vez establecidas las condiciones favorables 

la 

la 

determ1naci<!n de isoniaztda 

orel iminares en muestt~as 

a Qua realizaron ensayos 

las cuales se les 

adiciono tsoniazida Quedando en soluci6n a una concentrac:ic::tl de 

lbO mc9/ml <ver tabla No. 9> .. 
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B.2.0. ETAPA DE VALlDAClON (Protocolo da v•lidación) 

El orotocolo de valldacil!n llevo a cabo de manera global .., 

base • un di•eno exoer1mental completamente al aza.r. 

Para asto se tomo en cuenta el oorc1ento d1t e><crec:16n de 

1soniazida <85 X en forma inalterada en orina de 24 hrs), 

dosts de ~ mg/kg de peso/d1a y un individuo de 70 kO d• peso: 

de tH.ta manera &e dRterminO la cantidad max1ma excretada (300 

mg/24 hr•l la cual reoresenta el 100 'l •• 

Como el Método mod1ficado cuant1f1ca mc9. n1.u~stro 100 'l. 

300 ncg/•l. 

Los valores de isoniazida utilizados oara la linealidad del 

111étodo son: 300. 250. 200 .. 150. 100 v 50 mcg/ml <cada punto por 

triplicado v 3 d1as difarentes>. 

Para el caso de exactitud y orecis1~ las concentracione13 de 

1soniazida utilizadas fu&?ron 300 V 15u mc9/ml lc.:ida ounto por 

se>etuplícado en 3 dia.~ diferentes). 

Para l"'eproducibilidad se emoleO un di!meria factorial de 2 x 2 

ldmi analistas y dos d1a'!I di'ferentes> .. con 6 replicaciones para 

cada tratamitMlto y empleando cancentrac1ones de isoniazida de 

150 V 30() ntep/ml • 

El 11•ite de cuanti.ficac:i6n se determino en bane a un modelo 

estadletico, tomando conc~trac1ones abaJo del punto medio de 

la cantidad m~ima excretada- Las concentracioneG de isoniazida 

utilizadas son 150, 120~ 90., 60, 30 v 15 mcg/ml <cada punto por 

triolicado en 3 dia!i diferentes>. 
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9.- R E 6 U L T A O O 6 

-Et•P• de desarrollo. 

Oaspuas da seguir al proced1m1ento m•rc•do pari11. el ••tudio del 

partir da-

'50lucicn•• acuosa• emPl&ando clorofortto y dicloromet•no, para 

podwr optimizar el pH "'" •1 cual i¡e pudi•roiln realizar 

ewtraccione• de comoonente5 de la orina Que interfiarcm la 

la VllZ 

aseourMidonos que a dicho pH no ~e •><tra19a iaoniazid• lo cual 

di•u"inu1ria el por"ciento de recuper•ci6n, eato •e mu••tr• en 

las f t9ura.s No 2 v ~. 

De igual forma siguiendo las indicacJane• para la determtnacién 

del volumen aoroo1ado del agente comole.iante se mue•tran las 

abnorbancia• obtentd•• despue• de adicionar los diferent•s 

volumen1ts probados en la tabla No 7. 

Con ul proced1•ianto marcado para daterm1nar •l efecto de 

dlferentes mezclas de solventes sobre la extraccién de 

1sonia.zida.. determinaron las absorb•nciaB con las 

&Ktracto11 oroAnicos y acuosos: •atas absorbanciaa fueron 

1ntvrpol4da• •n l• curva de cal ibri11.c1'!:0 de i•oniazid• en agu.a. 

L•s concentraciones r•soect1vas reoresentadao en porciento 

pat""a cad• una de la• mazcla9 se mue9tran en la tabla No e. 

Siguiendo el procedimiento oara el ••tudio del efecto de la 

orooorci-!n de mezcla de disolventes salecionada para la 

eKtracc1-:.i de ison1az1da; las absorba.ncias obtenidas con los 

extractos organices oara cada prooorc1on ensav•da fueron 

intercalados en l• curva estandar de isoni•zida en agua 

,..pres.ntadas en porctento recuoerado. los dato• •• m••tran 

la tabla No 4 y figura No 4. 
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determinar la influenci• del pH •n la eKtracciiOn de isoniaz1da 

para dich• cnezcla: e1iiito se muestra. en la tabla No 5 y figura No 

s. 

Las condicon•• d•l m6todo adaptado para la 

cuant1ficac1ai de 1son1azida en orina se muestran en la figura 

Na 6. 

Lo• r1t11ultados del 9t"l:sayo urel1m1nar oara la determ1nac1cn de 

isoniazida en orina - muestran en la tabla No 9. 

-Etaaa de validac10n. 

Oe acuerdo d1sef'lo &Koerimental comoletarnenta al azar 

metodo anal1t1co, 

obtuvi•ron las t.tJla• y figuras correoond1entes linealidad. 

exactitud, precisia"l, reproducibi 1 idad, llmite de 

cuantificacion y .spec:ificidad. 

O. igual ••nRra •• realizo la orAfica de cantidad recuoerada 

(-.cg/ml) en funcic::n d• la cantidad ad1c1onada <mcg/~l> para 

deter.1nar el X. recuoer"ado de 1&on1az1da. en el intervalo de 

concentr•ciones de 50 - 300 mcg/Mlr ver la tabla No 11 y figura 

Na B. 
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CURVA DE CALIBRACION DE ISONIAZIDA EN AGUA 
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FIGURA No 3 

INFLUEHCI4 DEL pH SOBRE LA CONSTAHTE DE REPARTO 

DE lSONIAZIDA EN EL SISTEMA DICLOR.OMETANO .I' AGUA 
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FIGURA No 4 

INFLUENCIA DEL 01 DE LA MEZCLA ALCOllOL ISOA.KILICO 

ETER ETILICO SOBRE EL X DE RECUPERACIOH DE ISmilAZIDA 

-
n - 3 

31 

DH - 7.0 -
eo-

70 -
bO 

:50 -

40 -
30 - , 
20 

, , 
10 

10 20 30 40 '50 bO 70 so qo 100 

( X I50Al1IL1CO-ETERI 



32 

FIOURA. No !5 

INFLUENCIA DEL pff SOBRE LA CONSTANTE DE REPARTO DE ISOHIAZIDA 

EN EL SISTEMA ALCOHOL ISOAKILICO-ETER ETILICO C85115) ;' AGUA 
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FIGURA No 6 

DETERMINAClON DE lSOHlAZlDA EH ORINA CHETOOO DE PRODROMOS MODIFICADO> 

l ml da orina 

....... r.:i :::::::::D·=·=·ºh=··===n- pH • • COf'I HCL O. t. N. 
EKt.r•r • v•c.•• con a ml d• d"clo­
romalet.no a.q"la.ndo duro.nl• a mi.n • 

........ orqidni.co ......,. 

F••• acuo•• 1 ml 

de <NH•> aso ... •l 15 "· 

Vr.:1 =Dº="=ºº=hº=' ===n - AJu•lGr a. '-'" pH • ? ccn Ha.OH O.' H, 
a v•c•• con • mL de olcohol 

\aoa.m\l\co-elar ali.\Lco C•D:t!S, 

a.9 .. londo dura.nt.• a "'""'· en vorl•M· 
FG•• oc ... oaa. ......., 

11 
V 

Fo•a orqdn\.co 

METODO DC 

raooaowos 

Fa.•• oro:an1ca 

ttl~Hunt l 1co-•tar n -......... con O ml do HCl O. & >I 
O'Jl la.ndo maccin"ca.ment• dura.nl• j 20 m•nuLo• on embudo do upncldn. 

V 

a. pH • '·Z con HoOH & N, 

Ai;iirogar 2 111 da la me;z:c lA 

de reactivo• car.a obtener 

•1 crOllftOfaro. 

~ 
- Llava.r a. la. ma.rca. da ZD mL 

con o.quo daa\Ol'H.aodo y a.qi.lor. 
- Coloco.r al :a.lroa duront.a ZO mi.n. 

a. 00 !: o. !S e an un boRo d• a.9ua.. 

V 

Leer la absorbanc1a 

• una lonc;i 1 tud de 

onda de 5lu nm. 



FIGURA No 7' 

CURVA DE CALIDRAcrOH DE ISOHIAZIDA EH ORINA 
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FIGURA No B 

CANTIDAD RECUPERADA DE ISONIAZIDA EH 

FUNCXON DE LA CA.NTIDAD ADICIONADA 
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?" • .tBLA ""' : 
DATOS DE LA CURVA DE C.4.1.IBRACION DE ISOHIAZIOA EN AGUA 

ISONIAZIDA ABSORBANC!AS A 510 MEDIA c.v. 
mco/,.l 

o.a 0.175 o. 177 0.177 o.1757 0.6573 

1.6 0.359 0.359 0.360 0.3595 0-1606 

3.2 0.587 0.583 0.!582 0.5840 0.-4530 

4.0 e). 715 o. 71)9 o. 707 o. 7103 0.5861 

4.8 0.861 0.869 0.864 0.8647 o. 4674 

!5.6 1.045 1.038 1.051 t.0447 0.6228 

6.4 l.08(1 1.096 1.086 t.0840 0.3196 

e.o l. :?95 l. 295 1.300 1.2975 0.2226 

9.6 1.'521 t.520 1.523 t.5213 0.1004 

Q.9954 r 2 • 0.9909 m • u. 1517 b - 0.1073 c.v .• 0.3989 

TABLA No é: 

DATOS DE LA CONSTAtfTE DE REP..utTO (CLOROFORMO/AGUA) Vs pH 

AB~OR0ANCIA (510 n~J CuNCENTRAGlON <mcQ/mlJ 
oH F. oro.Ml1ca F. acuosa "· oroJi.nica F. acuosa 

Ko :< ko 

2 o.ooo 0.9S7 O.OúO 5.600 0.001) o.o 
3 0.04(r 0.946 0,273 6.525 0.042 •.2 

4 O.OSI 0.932 0.549 6.428 0.083 B.5 

5 o. 120 o.aao 0.825 6.070 O. l3b 13.6 

6 0.052 0 .. 945 0.356 6.518 0.0'55 5.5 

O.ú39 0.932 1).267 6.428 0.042 4.2 

9 O.ú::'b IJ.878 0.177 6.056 t).029 2.9 

10 0.038 0.945 ü.260 6.518 0.040 •. o 
12 0.029 0.918 u.190 6.332 0.030 3.(1 

13 o.ooo 0.891 o.ooo 6.14'5 o.ooo o.o 
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TABLA No .J 

DATOS DE LA CONSTANTE DE REPARTO CDXCLOROMETANQ..o'AGUA> Vs pH 

.. l:JlO nM -L NCENlt<AC _... <meo/mi> 
oH 

F. Or'Q~lCd F. acuosa F. oro.&n ic• F. •cuas• kD Z f(D 

2 0.000 0.916 o.ooo 6.318 0.000 o.o 
:s o.ooo 0.916 o.ovo 6.318 o.ooo o.o 

0.000 0.916 º·ººº 6.318 o.ooo o.o 

5 0.062 0.944 0.428 6.311 O.Obb 6.6 

b 0.069 0.916 0.474 6.318 0.075 7.5 

7 0.12!5 0.888 0.860 6.12!5 0.140 14.0 

8 0.069 o.e::s::s 0.474 6.745 0.083 B.3 

9 0.055 0.944 0.377 6.311 0.058 5.B 

10 0.03~ 0.888 o.311 6.125 0.061 6.1 

ll 0.041 0.944 0.280 6.511 0.043 4.3 

12 o.ooo 0.944 º·ººº 6.511 o.ooo o.o 

TABLA No 4 

DATOS DEL X DE I SONI AZI DA RECUPERADA Vs EL X 

DE LA MEZCLA ALCOHOL ISOAKILICO-ETER ETILICO 

4 Ut ,~,.. ... LA 
ABSORBANC I A 

ISOAMILICO-ETER A 510 nm. X RECUPERADO 

ttJO 1 00 0.373 36.78 

90 ' 10 o .. 736 66.90 

B:S 1 1'5 0.889 81.26 

80 1 20 0 .. 788 7!5.60 

75 1 25 o. 775 7~.38 

50 1 50 0.652 63.90 

25 1 7'5 0.328 32.1'5 

n • 3 aH ::. 7.0 
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TABLA N~ 6 

DA TOS DE LA 1 NFLUENCl A DEL pH SOfll<E LA CONST AHTE DE l<EP ARTO 

DE lSllMIAZIDA EH EL Sl'.STEXA ISOAMILlCO-ETER Clr.911!1) / AGUA 

.H H .J ..., n•. '"' mco/mt> 
DH F. Or"Q.ln1.C• F. acuosa F. oro.a.nic• F. acuosa l:.o 

:s 0."30 0.29b 3.444 1.243 2.7!1 

!I 0.7!12 0.227 4.T.Su o. 788 !1.40 

b o. 77!1 o.21:s 4.40U 0.696 á.:S!I 

o. 1qo 0.205 4.490 O.á43 á.99 

a o. 701 t).~l :S.912 o.94á 4.10 

n • :s 

TABLA Ho ~ 

DATOS DE LA CURVA DE CALlBRAClOH DE ISOHXAZIDA EH ORINA 

.._..,.;1~u 

ADICIONADA ABSORBANCIA HEDIA CANTIDAD DETERMINADA MEDIA 
t1nc~1 .. 1> l.-c:g/ml> 

!50 0.367 o.:s4e 0.340 o.3:Hb 42.78 39.áS 41.62 41.3!1 

100 o.:S4b o.s2a 0.'540 0.5380 72.27 á9.:Sl 71.29 70 .. 96 

1!50 0.790 0.792 o .. aoo 0.794ú 112.48 112.01 114.13 ll:S. l!I 

200 1.032 1.037 1.0:S7 1.0360 152.37 153.19 153.52 1!13.0:S 

2!10 1.322 1.327 1.200 1.3123 200.lb 200.99 194.55 198.56 

3()0 1.541 1.!l:Sá t.!130 l.!133á 236.12 23!1.42 234.43 :?3!5.33 



TA.BLA No 7 

EFECTO DEL VOLUMEN DEL AGENTE COMPLE.1 ANTE 

(valore• de abaobancta ora.ied10 con n .. 3) 

ISONIAZ IDA 
VOLUMEN DE AGENTE COHPLEJ ANTE 

(Mc:p/•l) 

o.a 
1.6 

:s.2 

4.a 
6.4 

a.o 
9.6 

1 .. 1 

0.120 

0.202 

o.336 

0.:530 

0.693 

0.956 

1.019 

,. - 0 .. 9994 

,..z - 0.9989 

0.1029 

b - o.o= 

2 •1 

o. 1:52 

0.283 

0.537 

0.807 

1.(100 

1.253 

1.474 

re ú .. 9992 

r
2 

• 0.9985 

tll - 0.1500 

b • 0.0493 

TABLA No B 

3 mi 

0.160 

0.291 

0.:541 

0.809 

1.004 

1.239 

1.482 

r e 0.9994 

,..z = 0.9998 

m .. 0.1490 

b ., 0.0554 

EFECTO DEL TI'PO DE S'OLVEHTE SOBRE LA EXTRACCION 

<valores orOMedio de 4 obs1r,..vaciones en r. a oH • 7> 

NELCLAc vE ~ULvc.r11TES 

X RECUPERADO CHCl a-BUTANOL CHCla-METANOL ISUAMlLICu-ETttc 
C70r30> (60r40> C8Sr 15> 

FASE ORGANICA 46.61 27.31 f 91 .. 26 

FASE ACUOSA 51.39 72.69 18. 74 



TABLA No 9 

ENSAYO Pli:EUMINAI< DEL METOOO MODIFICADO PARA 

LA CUAHTIFICACIOH DE ISONIAZIDA EH ORINA 

\..HA lDAD 
ADICIONADA 

<..c9/•l) 

160 

lbO 

1b0 

ISIJNIAZIDA 

ABSORBAt.IC l A " 
0.818 

0.814 

o.e42 

n • 3 

TABLA No 10 

LINEALIDAD DEL SJ:STEllA 

HoSORBANC 

<iacp/ial) ANALIOóTA A ANALISTA 

o.e o. 17:567 0.14700 

1.b 0.3'59:50 o. 30450 

3.2 0.:58400 0 .. :5'5467 

4.0 o. 71033 0.69650 

4.B 0.86467 0 .. 83150 

:S.b 1.04467 0.97083 

b.4 1.08400 l.0'5450 

e.o 1.29750 1. 26567 

9.6 1.:52133 1.47500 

RECUPERADO 

75.4bl2 

7:5.0922 

77.6752 

1 A S 

B PROMEDIU 

0.16100 

0.331:50 

0.36900 

0.7030(1 

0.84000 

1.00700 

1.06ebb 

1.20200 

1.49800 

r e O. 9948 r 2 
e (). 9896 m • O. 1572 b .,. O. 0891 

~o 



AK.\LlSIS DE VARIANZA PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA 

FUENTES DE VARIACION G .. L. 

Desv1ac1on de l•s 
medias debido a la 
re9rea1on. 

Desvi•ciai de las 
medias dentro d• 
lo• gruoa•. 

24 

s.c. C.H. 

0.032!575 0.03~75 

o.uo11ó2 

41 

F 

TOTAL = F • 18.4874 

Criterio de aceo~ac16ru 

1. r > o. 99 

2. r
2 > 0.98 

F o.~ :t.2!'1 .,. 4.2o 

3. Si Fr > F ta.b. se aceota Ho. 
Ho1 El modelo lineAl •s corracto o&ra describir la relaciai 

ent,... 1& cantidad adicionada v la rasouesta obtenidQ. 

TA8L.-1 Ho ll 

LillEAL.l:DAD DEL HETODO 

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA 'X RECUPERADO 
C.tc:Q > tmcol 

30 41.3505 02 .. 1010 

100 70.9588 70 .. 9958 

150 113.146/ 75.4311 

200 l53.02bB 76.5134 

250 198 .. ~0 79.4260 

300 235.37uu 78.4367 

r • ó.998ó rª • 0.9973 .. - o. 7959 b• -3.87b7 n • 3 

Cri ter to de aceotaci<!:li: l. r > o. 99 2. r3. > 0.98 
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TABLA No 12 

EXACTITUD 'i PRECI SI ON 

l;:x.J mcp A01C10NAOU~ ~vv mc9 AOlClONADOS 

nteQ RECUPERADOS Z. kECUPERADO mcp HECUPERADOS X RECUPERADO 

o 144 .. 5966 96 .. 40 297.3529 99.12 

141.8047 94 .. 54 295.1593 90.39 

A 142.Bvltl 95.20 296.9541 98.98 

141.8047 94 .. 54 2Yb.9::,q¡ 98.98 

141.8U47 94.54 ~94. 'f:JYY 98.32 

J44 .. 59b6 9o.4v 2'to.S5~2 9t:j.8S 

142 .. o02S 9:J.t.•7 2'1'4 .. /bV4 '78.:2ó 

o 141.2064 9S .. 47 2Y4 .. lá22 98.05 

142-8018 95.20 2'13 .. 3645 97. 79 

A 142.4029 94 .. 94 .l94. 1622 95.05 

143.0012 95.33 2"/o .. 5552 98 .. ~5 
2 143. 4000 95.60 2'i3. 9627 97.'1'9 

145 .. 3942 9á.93 293 .. 9b27 97.99 

o 143.7989 9!li .. 87 288.9772 96.3..S 

145.3942 96.93 294.5610 98.19 

A 144.5966 96.40 292 .. 7662 97 .. 59 

145.7931 97.20 294 .. 16~2 98.05 
3 144.7960 96 .. 53 290. 1738 96.72 

PRECISlON 

MEDIA ~ 96 .. 93. Crite!'rio ' Et coeficiente de 

OESV. STO CONC. - 1.6528 var1ac1on debe ser de acuerdo 

DESV. STO .. DIA = 0.6855 .al metodo • 

DESV. STD .. ERROR= o.5729 -Cromatoprafico 2.0 X. 

COEF. VAR. DIA = 0.7072 X -Esoectrofotométrico y 

COEF. VAA. CONC. a 1.7051 l: ouim1co 5.0 'l.. 

INT. CONF. DIA = 95.5892 - 98.2764 -Nicrobiol6Qico 5.0 i:. 

INT. CONF. CONC. ~ 93.6933 - 100. 1723 -Fluidos bioIOQico• 10 z. 



t•!CP tD~GJ • 2b.Q4 

t•K9.CCOl"C·I - 11.13 

EXACTITUC. 

t:o. or.s tr.n • 2.301 

to. 07!:1 <r.11 .,. 2.0301 

43 

Cr1 ter101 

Hol El tn6todo es e>e•cto oara el dla v la concentra.eta... 

o.t.1c1-:n1 51 to. o:r-s < t•)CP < to. P?'!ll. se aceota Ho v el 

es e)(•cto. 

método 

TABLA No l: 

REPROOUCI DI LI DAD 

<X. recuoerados. J 

150 nu::p ADICIUNHUUS 3UV me~ ADlL.IUNADOS 

ANALISTA A ANALISTA B ANALISTA A ANALISTA B 

D 93.03 93.56 98 .. 70 98.84 

1 92.61 93.96 'Jlb.47 90.57 

A 93.31 96.69 98.'IU 98.37 

92.75 93.42 98. 7ú 98.1(.1 

1 92.bl 93.82 .YB.21 98.44 

92.89 94. lV 98 .. 49 9B • .3V 

94.41 94.91 9"1. lt:t 9B.b4 

D 92.75 93 .. 01 99 .. 11 98.44 

1 94.41 96.69 98.77 98.16 

A 92.75 93.01 91:1.70 98.91 

94.69 93.01 YB .. 90 98.37 
2 94.00 94.91 99.04 90.71 
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ANALlSI.S DE VARIANZA PARA REPR.OOCIBILIOAD 

FIEN1c.~ DE 
VARIACION G.L. s.c. c.11. FeKp. Fo.Pes 

ANALISTA 1 4.93227 ~.q3227 3.5067 18.50 

DIA ;;: 2.81302 1.40651 1.223b 3.49 

ERROR 20 22.99010 1.14950 

Criter1os1 Para Anal 1stas.. 

Ho1No .. •id1fica el oorc1ento d• recuoeracil!n cuando el 

m•todo anal1tico lo realizan ol analista uno v doG. 

Para Da.as. 

Ho:No se '9Qd1fica el oorc1ROto de recuo•rac1at cuando el 

••todo anal1t1co es realizada oor loa analista• en 

d1as di terentes.. 

Des1ciat1 S1 Fexp < Fo. V-i. 

rt.oroduc:ibla. 

a.caota Ho v el m6todo 

TA.BL.A. No 14 

UMITE DE CUANTIFICACIOH 

~TlDAO 
ADICIONADA ABSORBANClA lnmJ MEDIH 

(tM:D/•l • 

150 o. 7593 0.7570 u. 7570 o. 7578 

120 0.59~3 0.61lJ7 0.5933 O.bOll 

90 0.4227 0.467::S. 0.4070 0.4323 

60 0.2983 0.3243 IJ.2897 o.:so41 
:so 0.1713 o. 1720 ú.1490 0.1641 

15 0.0127 0.0430 0.0050 0.0202 

r • 0.99bb r 2 
• o. 9932 in "" ú.00:52 b • -0.025 

L11n1te de cuant1t1caciónt 13.S mcp/ml. 



TABLA No t5 

LA ESPECXFICIDAD DEL KETOOO PARA ISONrAZIDA 

PROBADO EN PRESENCIA DE SU PRINCIPAL HETABOLITO 

<ACET ILISONIAZ IDAI 

CONCENTRACION 
ABSORBANC 1 AS <nm) 

tmcot•l> 

lbO lSONIAZlDA 1.0ú 

lbú ACETILlbONIAZIDA 0.02 

ISON!J.UJOH 
160 + 1.02 

ACETlLJSONlt-1lIDA 

43 
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10. DISCUSlUN 

C0tno v• •• •110cion6 •nt•rior11Mtnt•. dur•nt• •1 d•s•rrollo d•l 

m•todo &B orob•ron difer•ntes tioo• d• •olvant•• con el fin de 

logr•r l• r•MOC1ai de coMoon•nt•• de l• ~u••tr• b1olOQ1ca, que 

oudi•r•n tnterfertr •n la d•t.cc1<00 de i•ontazid~1 d•t•r•inando 

que oara ••t• orooóSito el solventa m•• adecuado •• al 

diclor<M1et•no Y• qua oor lo menos tene1rtC• lo• pH'• de 2, 3 y 4 

.n lo• cual•• oodemo• hacer eKtracc1on•• de limpi•z• y ••-ourar 

aue ••rla mlntma la cantidad d• iaon1az1da axtraida. ••to 

observa en la fi9ura No 3. 

Por otra oarte. de acuerdo a 1•• caracter1at1ca• d• polaridad 

dffl e loroforftKI. 

l uncueza 

con•1dero como un oos1bl• aolv1tnte de 

o aro r-eal1zar 

•>:traccton•• de iwoniaztda dv •oluc1onas a diferentes 

ot-t ·s. seo considero 1nad•cuado d•b1do a au• •n cu•Jaut•r pH en 

el aue se intent•ra la limo1eza ~• eHtr•• una cierta c•ntidad 

de isoni.sz1d& la cual rw•rcutirta •n •l X d• recUQeractá'I 

'f-1gura No 2). Sin •lllb•rgo ~tch1n9s l3b1. -nclona una .,.zcla 

d~ cloroformo-but.nol para realizar •Htraccton•• d• i•ontazida 

de fl!IUestra• blOl"!:IQ1cas. 

Al •mo!ear el Método modiftc•do de Prodromo•, •• d•c1d10 

tr•b•.t•r con m•nor•• volUMtnit• oara d1••1nu1r •1 con•uao d• 

react1\Jos .• Consuderando aue l• 11\0Zcla d• re.a.cttvo• para formar 

el cromotoro •• •Qrega •n eHc••O se dlWMtnuyo en pr0Dorc1on 

d1r•cta a la d1luc1on deseada. •1n emoar9a •• COMProbO qua la 

ab.arb•nc14 obtenida era menor a !•• c1t~das oor Prodromos, oor 

lo aue s• orocedio • orobar cual era el \Jol~n aorooiado de la 

mezcla de reactivo• cara esta D1luc1-::in. 5e encentro QUe el 

vol •..111111n aoroo1ado es de 2 inl v euto ge obser\Ja "" 1• tabla No 

7. siendo ftte ,.i•MO vo1i:.nan el •U•l't•lado oor el autor, pero 

oara una d 1luc1 oo mavor. 

Para Probar la ef1c1enc1a da extracc1~ da 1son1azida. 

traba:io con dtferenta111 mezclas de eolventos aue se citan la 

btbl 1ografla1 como son: alcohol isoam1. l 1co-9t•r •ti 1 ico C2U. 
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cloroforMO-but.anol <38> y cloroformo-met1111naJ. CllJ. L•• do• 

O:lti .. • •on •taal••d•• •n t-=:n1'c:a• d• ...,LC v c.apa ftn•. y 1• 

pr1 .. ra •• oor ••011etrofotometr1a. fo•ando como criterio •l 

oorc1ento •wtr.aldo, •m ob••rva ou• es mucno m•JDr la Mezcla de 

oorci1tnto d• •wtracc1al d• Bl.2b x. con r•ftP•cto a la• d• 
clorofor.a-butanol v cloroforino-"'9t•nol au• fueron do 48.61 X y 

27.31 X ra•Dect1vaaent•. *9to• d.ato .. •••••tr&n 90 la tabla No 

e. 
La ef1c11tr1c1a d• la •Ntracc10n •• ••Jaro con la adic1on de 

ti.ulfato de a.nanto al •t•t..-.a d• solventes debido al afecto de ·· 

••lttnQ out ·· prev1a111ente descrito par otro• autor•• <39. 31, 

lY>. con la v1tnt•J• de ou• 

SUb5ecuente .. dal "'*todo. 

interfiere en l•• etapas 

Con el oroooaato de· ooder determ:an.ar la me.1or prOQarc:ién de la 

eti l 1co. 

debido • au• con ést• obt9tllNK>S el ••yor 4 

Cf19ur• 4J. 

Hab1sndo obtttn1do la ..aJor orooorcien d• l• m•zcl• alcohol 

1soaMil1co-~t•r •tilico, se orac•d10 • d•t•rminar la influ•ncia 

del oH en la eMtracci<YI de 1won1az1d• para dicha mezcl•, 

encontrandose aue el oH •.ls 'f.'lvorabla •• 7.0 concordando can el 

emol•ado oor hutch1n9s <36) <t1gur• No 5>. 

Lo~ r•sultados obtenidos ~n el ensavo orml1m1nar con mu••tra• 

de 1son1az1da en orina. corroboran aue el lftétodo •• funcional 

•n cu.anta a la reoetib1l1dad 

absorbanc1as <tabla 9). 

la magnitud de l..s 

Con lo aue re•oect• a la val1dac1-::n d•l método empl•ado. éste 

resulta ser 11n•al •n el 1nt•r•valo de conc•ntraciOn d• 0.5-10 

mea/mi. obteniendo un coefic1ente de correlaciOn 0.99031 adeMAS 

•• ad•cuado oara la determinac1-!ln de microc~ntid•d•• d• 

ison1azidaen orina e!5tando en venta.1a resoecto a otro& 

m•todos como el menctonado cor Stewart: en el cual &e deben 
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controlar •louno• parM>•tro• d• manera ••tr1cta conta •on la 
temoeratura, •l t1•moa d.. form.ac1on dal comola.10 tcuya 

••tabi 1 tdada •A.Mima es d• 90 •inuta• '19> > v tomar 

aue •ola •• acl1cable a forma• tarmac*llttca•· 

cuenta 

111\0dificAdo •• la velocidad de tormac1~n del camol•.to taoroM. 15 

•in.) v •u e•tob1lidad Qua•• oor lo menos de 24 hora•. 

Los datos an.al1t1cos obtanido• oara eMactitud y praci•tO"I ee 

mt.J•Str•n en la tabla No 12. en donde •• ob•erva Que loo 

re•ultado• de C.V. dal inetodo oropue•to •en manares a un 3.0 X 

lo oue indica la alta reoroducibil1dad de 9tlt•,. ad.nna• a peaar 

de aer un ••todo ••ooctrofotom•tr1co. 111 c.v. obt11nido va d" 

acuerdo a dato• dl&nCionado• oor otro• autoraoa en lo• que 

•~olea cromato9raf1a de liauido• de alta re•oluciOn <CLAA>. 

como •• •l c•~o de Hutchino• (36) au• obtilln• un c.v. de 3.7 % 

habiendo util1z•do como fluldo biolOQ1co arina' la mismo wucede 

en el caso dal rR•todo de•crito oor L.11.ut•rburg: <40) on el QU• 

obtuvo un c.v. de 5.0 X utilizando pla•MA como fluido 

thol691co. 

satisfactortam.nte cuantificad• •n oretHtncia da •u princio•l 

metabOlito. la acetiligoniazida. ya que de acuerdo • lo• 

resultad01J obt•ntdo• en la tabla No 15 considera"'°• Qu• no 

•i9n1f1ca.t1v• l• absorbancia dal metab-!rlito en cont0aracion a la 

obtenida con ison1azida. 

Con al 1111etodo emoleado en &9te 1ultud10 se obtuvo un porcentaje 

de extracc1~ de 7q.5q % debido a las ataoas adicional•• de 

11mo1eza da la• mue•tra•. Este dato •• con•1strmta como lo• 

mencionada• oor alouno• autores aue obtuv1mron un 77 % y un 76 

'l. •maleando CLAR <35. 36>. Es evid•nta oue entre m•yor el 

ntnero de ewtracc1onas para la 11mp1eza d• la9 muewtras. 1& 

ef1c1encia d1sm1nuv~. cero meJora !a seoarac1-:in de isoniazida 

del rctsto de los comoonante• de la cnatr1z biolOgt.ca Que 

oud1•ran 1nterfer1r en el método. 
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11. CONCLUSIONES 

El ,.•todo •d•ptado l• cuant1flcac1-ein d• isoniazid• en 

ortna. s• basa la r•duccton dw F•(lll> a Fe<lI> por 

i•ontazid• b•Jo condiciones t:otimaa. y el F•<II> reducido 

r.acciona con la or"to-f.,,atrol tna para formar un comPl&Jo 

roJo-naranJ• altam•nt• ••table. cu;..i• m.l.x1nia abaorcia-t •• a un• 

lonQftud de onda de ~10 nm. En la •taoa de desarrollo laa 

cuant1f1ca.ci6n de 

con •l solventa 

diclorometano oara llevar a cabo la limot•Za da la11 musstras d• 

orina. ewtracc1one• de tsoniaz1da a oH • 7.0 con la mezcla 

alcohol a•oam1l1co-eter ll'tllico <8~11!5>. t"eextraccton•a de 

1.&ontazida de la mezcla antartor con HCl 0.1 N v 2 ml dal 

.aoent• comol•Jant• cara l~ formaci~ del ct'omotoro. 

El ll'létcdo resulta wer lineal dfitntro dnl intervalo de 

concvntr~ciones de O.~ - 10 ecg/mla ea pr•ci•o con coe~iciont~• 

dr var'i•c:i~ menores • :5.0 X y es rt!Or'Oduc:ibla ant:r• dia• y 

•n•li•t•s d• •Cu•rdo • los crtter'io• d• v•lidacia"I •mi>l••do• 

(oor un •nalis1s de v•r'ianza con oru•ba de F >. 

El limite d• cuant1ttcaciOn ••de 13.8 mcg/ml val ••todo puad• 

•º"' consider'ado como eso•cifico car• 1sontaz1da en prosencia d• 

acetil1•on1azida. 1 .. cual es su or1cioal metabOlito. 

El métOdo esoectrofotométr1co desc,..1to ºª"'ª la determ1naci<!rl d• 

i•on1az1da en orina. •• d& oroced1m1ento larao cero sencillo 

estad1sticamente resulta ser exacto v conf1•ble oara loa fines 

d~l estudio: Jos cuales fue,..on aoo~tar un método que oud1era 

tener aol 1caciones dentro la tet'"aola antitub9rculosa 

cuantificando a isoniazida de una manera rao1da v sencilla, y 

utilizando el esp1tetrofot6metro como eou100 bAs1co. 



APt:.NlJ 1 CE No 1 

L• acet1lu1on1az1da tué s1ntet1zada contendo reaccionar 

aromo de 1son1az1aa con 50 ml de anh1dr1do acéttco v ~ ml de 

p1r1d1n• en un matraz de bola de lUV mt; se colocaron 

ag1tac1.::n continu• durant& 12 hora9 a temoeratura ambienta. El 

producto ~1ntet1zado tue recr1stal1z•do en 

11Mtta.nol-d1et1 l éter e 1: 4J. 

mezcla da 

El ounto de fu51<!n del oroducto t1na1 tué entre 157 - lbU ºe 
el .ncontrado en l• bibl1ooraf1a es de 162 - lb3 ºe ClOJ. 
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APENDICE 11 

cuantitat1v...,.nt• en un matraz volu,...tr1co de 2:5 ml, V dilUidoe 

•oroxi-..d•m•nte a 20 ml con agua d••1on1z•da. El RH de *9ta 

solución 1u• ajustada hawta ~-O ~ 0.2 con un volumen n•cRsar10 

dv HCJ 6 NaOH l N. Po•tertor11H1nt11 B• le adicionan 2 tal de Ja 

mozcla de reactivo• v S• llev• a la m•rca con agua de•1onizada. 

se a91ta v ••coloca durant• 20 • 2~ t11nuto• •n un bano d• agua 

a 50 .: o.~ QC. Finalmrnte la •olucioo •• de.Ja an'friar h.asta la 

tamveratura ambtDnt• en un ba1'o de a9ua. 

La ab9orb~nc1a de la soluc16n roJo-naranJa •• l•id• a una 

lon9i tud d• onda de ·~10 nm. uti l i:r•ndo una soluctc:n blanco 

oreoarad• baJO 1•• mismas cond1c1ones. 



APENDICE No 111 

FOR111A.AS ESTADISTICAS EtlPLEADAS EN LA VALIDACIDN 

Lln•al1d•d d•l s1st•••· 

Se realizó mltdi•nte un •nal1•t• d• var1•nza. 

Fórmulas: 

V\•~ tvu.-+ V\2 + ..... + V\n) 

"' 
r: O\ V\ 
--n-

Ql • l: O\ ( Y" - nL ) 
2 

a
2 

• !: I: l Y"' - V1. > 2 

ni. • Y: + b e H\ - X > 

TA&LA DE ANALlSlS Db. VARIANZA 

u•nten de Grados de sum• d• Luadrado 
var1Ac1ai llb•rtad cuadr•dos m•d10 

Oesv1•c1ai 
da l•s -­
d1as d1tb1do 
• la r1tor•­
•16n. 

Desv1ac16n 
dentro di!!' 
gruoo•. 

lOIAL 

En dondes 

2 'I, 

n - :;¿ 

r> 

F co.Lculada 

V • V•lor oromed10 d• absorbanc1a cara cada conc•ntrac10n. 
' . 

~ v\ • Sumatoria da absorbanc1a• oara cada conc•ntracsa-t. 

54 

V • Promedio d1t absorbanc1au cara toda11 las conc11ntrac1on••· 

X • Promt:rd10 de concentraciones. 

)(\ • V.a.lar•• 1nd1v1duales de concentr•Cta"l. 

o, • Suma d& cuadrados de la desv1ac1-!n d• las m.ct1as 

a 1 a re9res 1 l!n. 

o
2 

• Suma de cuadrados de la d&fiv1ac1cn de las media• 

de qruoos. 

r .. NUmero de ré0l 1cas. 

debido 

dentro 

n • Nut11aro total de réol1cas oara todas la• conc.ntracton&s. 
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Lineal 1dad del •i&todo: 

Se determino oor medio de una r•9r•s16n l 1n11•l de t1po1 

V • b En donoe: 

Resouesta obtenida. 

b ~ Ordenada al origen. 

Es la oencuente. 

Cant1dadlt9 ad1c1on•da!i de or1nc1010 activo. 

Coeficiente de repres1-on J 1neal. 

rz"" Ca.f1c1ente da c:orrel.11c1<:::n. 

EKact1tud v orec:1s1on: 

Se llevo a cabo base a anaJ.1s1s de varianza 

uti l 1zz•ndo 2 concentrac1ones dt ferentes. cada 

se>etuol 1c•do tres d1as diferentes. 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

uentes de Gradas de 
rvar1ac1cn liber-tlld Su•a de cuadrados C~=~~~do F ca.Lc'-lla.da 

I:v~ •• - 2 s.c .. e: C..M.c 
leoncentrac. a - 1 

v ••• G.L. ~ C.M.D 
-¡;¡::- ¡¡;r-

I:I: V 
2 - E V 

2 s.c. o C. M.o 01 .. (b -1 la ,,_ 
G:"'C'"'D ~ --r-- .,;:----

Errar Cr - lJab 

En donde: 

NUnero de concentrac1ona& .. 

b Nt:snero de dlas. 

NUnero de reol1cac1ones. 

C.t1. c. c.1'1. o. C.t1. • =- Cuadrado medio de la. concRntrac1on. ei 

dJa v error resoecttvamente. 

S.C.c:. s.c.n. s.c .• •Suma de cuadrados ae la concentracic::n. 

d1• y error resoect1vamente. 

G.L.c. G.L..o. G.L •• "" Grados de. l1b1trt•d de la concantr•ctc::n. 

d1a y error resoect1vament11. 



Reoroduc1b1l1dad: 

TABLADE ANALJSIS DE VARIANZA 

~uentes de Grados de 
var1ac1on libertad 

5u~a d• cuadraoos 

Ana.lista 

º"" 

Error 

En donde: 

~V 
. - . .. v ••• 

~ ~ 

:EI: vz - ~ y 
. 

lb -1 Ja .,. . .. 
--r-- --¡;r-

!:'!:. ..,2 
~ J • 

:El:!: vz 
cr-l}ab '-Jk --r--

a e Nunero dE!' analistas. 

b '"" NLmero de d1as. 

Nuaaero de reol1cac1one&. 

Luadrado 
medio F :::a.l culo.da. 

s.c.a. C.M. o. 
b .. L.a. c:M:-n 

S.C.D L.M. D 
U.L.o ~ 

s.c .• 
g:-¡::-; 

C.!1.!I.. C.t1.o. C.P1 .. .- •Cuadrado medio d11l analista. rJ1a y error 

refioectl vainent1t. 

S.C.a.. S.C.o. s .. c .• =Suma de cuadrados del analista. d1a 

ar~r resoect1v...-.enta. 

6.L.a.. 6.L.o. 6 .. L.• •Grados de libertad del analista. d1a y 

error resoectsva .. ente. 
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