
 
Российский медико-биологический вестник имени академика И.П. Павлова,  Т. 25, №2, 2017 г. 

 

289 

 
ОРИГИНАЛЬНЫЕ  ИССЛЕДОВАНИЯ 

 
 

© Громова З.Ф., Чекулаева Г.Ю., 2017 
УДК 615.281.074 
DOI:10.23888/PAVLOVJ20172289-295 
 

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ  ОПРЕДЕЛЕНИЕ  ИЗОНИАЗИДА   
И  ЕГО  ДЕРИВАТОВ  ПО  РЕАКЦИИ  ОБРАЗОВАНИЯ 

ПОЛИМЕТИНОВОГО  КРАСИТЕЛЯ  С  4-ОКСОУРАЦИЛОМ 
 

З.Ф. Громова, Г.Ю. Чекулаева 
 

Рязанский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова,  
ул. Высоковольтная, 9, 390026, г. Рязань, Российская Федерация 

 
Процесс лечения туберкулеза требует мониторинга концентрации противотубер-

кулезных препаратов в крови, а также их распределения и выведения из организма для 
предотвращения передозировки противотуберкулезных препаратов. Индивидуализиро-
вать дозы лекарственных средств возможно с учетом индивидуальной активности фер-
мента N-ацетилтрансферазы, активность которой можно определить косвенным мето-
дом по продуктам биотрансформации противотуберкулезных препаратов.  

Существующие на сегодняшний день способы детектирования содержания 
тест-препарата ацетилирования – изониазида – масс-спектрометрия, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография – имеют ряд существенных недостатков, таких 
как высокая стоимость и методическая сложность в проведении исследования. 

В настоящей статье представлены результаты разработки унифицированной 
методики количественного определения противотуберкулезного препарата изониа-
зида и его конъюгата – ацетилизониазида. В основу спектрофотометрического мето-
да положена реакция расщепления пиридинового цикла изониазида с образованием 
глутаконового альдегида и его последующее сочетание с 4-оксоурацилом с образова-
нием полиметинового красителя. 

Разработанный метод позволяет провести количественное определение изониазида 
в лекарственных формах, а также изониазида и его дериватов в биологических жидко-
стях организма человека (моче), что косвенно дает возможность оценить активность  
N-ацетилтрансферазы при проведении фармакокинетических исследований. 

Ключевые слова: изониазид, методы анализа, спектрофотометрия в видимой об-
ласти, экспресс-анализ, химико-токсикологический анализ биологической жидкости. 
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The process of tuberculosis treatment requires monitoring of the concentration of an-

tituberculosis drugs in the blood, as well as their distribution and elimination from the 
body to prevent overdose of antituberculosis drugs. Individualizing the dose of drugs pos-
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sibly including individual activity of the enzyme N-acetyltransferase, may be determined 
indirectly by biotransformation product of antituberculosis drugs. 

Currently existing methods for detecting the content of the test drug acetylation 
of isoniazid – mass spectrometry, high performance liquid chromatography have several 
major limitations such as the high cost, complexity of tests methods in experimentation.  

This article demonstrates the results of development of unified methods of quantita-
tive determination of antituberculosis drug isoniazid and its conjugate – acetylizoniazid. 
The basis of spectrophotometric method is the cleavage reaction of isoniazid pyridine ring 
to form glutaconic aldehyde and its subsequent combination with the 4-oxouracil with the 
formation of a polymethine dye. 

The developed method allows to carry out quantitative determination of isoniazid in 
the pharmaceuticals forms as well as isoniazid and its derivatives in body fluids (urine), 
which indirectly makes it possible to evaluate the activity of N-acetyltransferase during 
pharmacokinetic studies. 

Keywords: isoniazid, analysis methods, visible spectrophotometry, cito analysis, chemical-
toxicological analysis of biological fluid. 
_____________________________________________________________________________ 

 
По данным ВОЗ ежедневно около 

1000 человек в европейском регионе за-
ражаются туберкулезом, в том числе 
мультирезистентным, и только 50% из 
них удается успешно вылечить. Ситуация 
требует расширения доступа к безопас-
ным и эффективным препаратам, а также 
инновационного подхода к экспресс-
диагностике и лечению туберкулеза, ис-
ходя из каждого индивидуального случая. 

Современная фармакотерапия ту-
беркулеза предусматривает комплексное 
использование специфических антибакте-
риальных препаратов и лекарственных 
средств разных фармакологических групп 
(иммуномодуляторов, гормональных пре-
паратов, муколитических средств и др.). К 
препаратам 1 ряда, являющимися основ-
ными химиотерапевтическими средствами 
для лечения различных форм туберкулеза, 
относятся изониазид и его производные 
антибиотики (стрептомицин, канамицин, 
рифампицин) и этамбутол. Препараты 1 
ряда в виде комбинаций применяют пре-
имущественно при впервые выявленном 
туберкулезе [1]. Курс лечения составляет 
от 6-ти и более месяцев. Вместе с тем не-
обходимо учитывать, что действие проти-
вотуберкулезных препаратов сопровожда-
ется обычно побочными эффектами, вы-
раженность которых может возрастать 
при их одновременном применении [2]. 

Изучение фармакокинетики химио-
терапевтических препаратов особенно 
важно в процессе химиотерапии туберку-
леза, так как для достижения эффекта не-
обходимо длительное лечение, нарушение 
которого может привести к резистентно-
сти туберкулезной палочки к применяе-
мым лекарственным средствам. Процесс 
лечения требует постоянного контроля за 
содержанием противотуберкулезных пре-
паратов в крови и их выведением для оп-
тимизации терапии. Это особенно акту-
ально при нарушении функции почек, так 
как в этих случаях может наблюдаться 
задержка выведения противотуберкулез-
ных средств и их кумуляция. Во многих 
случаях необходимо индивидуализиро-
вать дозы лекарственных препаратов с 
учетом их растворимости, всасываемости, 
интенсивности инактивации, скорости 
выведения, что зависит от активности 
фермента N-ацетилтрансферазы (NAT). 
Под действием фермента происходит био-
трансформация (в частности, процесс аце-
тилирования) противотуберкулезных ле-
карственных средств. 

В результате реакции ацетилирова-
ния изониазида образуется ацетилизониа-
зид, который не обладает антитуберкулез-
ной активностью и в дальнейшем гидро-
лизуется до изоникотиновой кислоты и 
ацетилгидразина. Оба метаболита частич-
но экскретируются с мочой. Кроме того, 
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изоникотиновая кислота конъюгируется с 
глицином, а ацетилгидразин биорансфор-
мируется до диацетилгидразина и может 
далее гидролизоваться под действием 
микросомальных ферментов до гидразина, 
обладающего гепатотоксичностью [3]. 

Следует отметить, что активность 
NAT у разных людей генетически отлича-
ется, поэтому метаболизм может быть или 
быстрым или медленным. Знание относи-
тельной индивидуальной активности NAT 
может позволить оптимизировать режимы 
дозирования противотуберкулезных ле-
карственных средств и оценить пользу и 
риск их воздействия на организм. Актив-
ность фермента NAT можно определить 
косвенным методом по исследованию 
фармакокинетики тест-препарата ацети-
лирования – изониазида. 

Таким образом, актуальной является 
разработка экспрессной высокочувстви-
тельной методики количественного опре-
деления изониазида в субстанции. Данная 
методика позволит провести количест-
венное определение изониазида не только 
в лекарственных формах, но и в биологи-
ческих жидкостях организма человека 
(моче), что необходимо при фармакокине-
тических исследованиях с целью опреде-
ления активности фермента NAT. 

Целью нашего исследования являет-
ся разработка простой в использовании, 
экспрессной и валидизированной методи-
ки количественного определения изониа-
зида не только в фармацевтических суб-
станциях и лекарственных формах, но и в 
биологических жидкостях. 

В основе спектрофотометрического 
метода количественного определения изо-
ниазида в видимой области спектра, была 
использована реакция образования полиме-
тинового красителя с 4-оксоурацилом.  

Для достижения поставленных целей 
необходимо решить следующие задачи:  

1. Осуществить выбор рабочей дли-
ны волны. 

2. Определить линейную зависи-
мость между концентрацией фармацевти-
ческой субстанции к оптической плотно-
сти продукта реакции с 4-оксоурацилом. 

3. Установить время устойчивости 
окраски. 

4. Определить чувствительность ре-
акции с целью возможности использова-
ния её при химико-токсикологических ис-
следованиях. 

5. Определить диапазон подчинения 
продукта реакции основному закону све-
топоглощения. 

6. Провести количественное опреде-
ление изониазида в фармацевтической 
субстанции, лекарственной форме и био-
логической жидкости (моче). 

Материалы и методы 
Все исследования проводили на фо-

тометре КФК-3 в кюветах с толщиной оп-
тического слоя 10 мм при комнатной тем-
пературе. В анализе использовали рабо-
чий стандартный образец (РСО) изониа-
зида (ФС 42-0236-07). Приготовление 
стандартного рабочего раствора: 0,12 г 
изониазида (точная навеска) помещали в 
мерную колбу емкостью 100 мл, раство-
ряли в воде, доводили водой до метки, 
тщательно перемешивали. 25 мл получен-
ного раствора переносили в мерную колбу 
емкостью 100 мл, доводили водой до мет-
ки, тщательно перемешивали. 

Статистическую обработку экспери-
ментальных данных исследований (р=95%) 
проводили с помощью программ Stat Soft, 
Statistica 6,0, Microsoft Excel с вычислением 
граничных значений доверительного ин-
тервала среднего результата и определени-
ем ошибки единичного определения [4]. 

Результаты и их обсуждение 
Для количественного определения 

изониазида в субстанции Государственная 
Фармакопея рекомендует объемный метод 
кислотно-основного титрования в неводных 
средах, используя его основные свойства. 
Навеску лекарственного средства титруют 
хлорной кислотой в среде ледяной уксус-
ной кислоты и уксусного ангидрида [5]. 
Метод связан с достаточно большими вре-
менными затратами, с необходимостью ис-
пользования летучих агрессивных реакти-
вов и ограничен для применения в токсико-
кинетических исследованиях. 

На сегодняшний день существуют 
другие способы детектирования содержа-
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ния тест-препарата ацетилирования – изо-
ниазида – методами масс-спектрометрии, 
высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии, флуориметрии [6]. Однако эти 
методы имеют ряд существенных недос-
татков, таких как высокая стоимость, ме-
тодическая сложность и длительность 
проведения исследования [7, 8]. 

Разработанная нами ранее методика 
спектрофотометрического определения фар-
мацевтических субстанций [9], в том чис-
ле изониазида, в основе которой была ис-
пользована реакция с метаванадатом ам-
мония [10], может быть использована для 
количественного определения только на-
тивного препарата. Данная реакция осно-
вана на способности соединений ванидия 
(V) образовывать окрашенные комплексы 
с органическими лигандами, имеющими в 
своей структуре незамещенную гидразид-
ную группу. N-ацетильный конъюгатизо-
ниазида в эту реакцию не вступает, так 
как является дериватом изониазида по 
гидразидной группе. В то же время, изо-
ниазид и его ацетильный конъюгат в сво-
ей структуре содержат пиридиновый цикл 
со свободными α, α1 – положениями. Для 
подобных циклов характерно расщепле-
ние под действием различных реактивов, 
например, хлорциана или бромциана. Од-
нако, наиболее доступным является тио-
цианохлорид, который образуется при 
взаимодействии хлорамина и тиоционата 
аммония. При расщеплении пиридинового 
цикла образуется глутаконовый альдегид, 

который при взаимодействии с сочетаю-
щими реагентами, например 4-оксоура-
цилом, образует полиметиновый краси-
тель. Следовательно, использование реак-
ции образования полиметинового красите-
ля позволяет определить суммарно изониа-
зид и его дериват – ацетилизониазид.  

Для выбора рабочей длины волны 
готовили раствор изониазида с концен-
трацией 0,0003 г/мл. По истечении 5 ми-
нут измеряли оптическую плотность ок-
рашенного продукта реакции при разных 
длинах волн, относящихся к видимой об-
ласти спектра (380нм -780нм).  

Спектр поглощения раствора изо-
ниазидав видимой области имеет макси-
мум при длине волны 608 нм. При той же 
длине волны проводили измерения опти-
ческой плотности испытуемых растворов 
и растворов сравнения. Результаты опре-
деления устойчивости окраски во времени 
представлены в таблице 1. Из данных таб-
лицы видно, что в течение 30 минут окра-
ска оставалась устойчивой. 

Для выявления линейной зависимо-
сти между концентрацией фармацевтиче-
ской субстанции изониазида и оптической 
плотностью продукта его реакции с 4-
оксоурацилом готовили ряд разведений в 
широком диапазоне концентраций – от 
0,012 г/мл до 0,048 г/мл. Проведенные ис-
следования позволяют сделать заключе-
ние, что в выбранном интервале концен-
траций изониазида наблюдается подчине-
ние закону Бугера-Ламберта-Бера.  

 
Таблица 1 

Зависимость оптической плотности окрашенного комплекса от времени 
 

Объем раствора изониазида 
и его концентрация, г/мл 

Длина 
волны, 
нм 

Оптическая плотность 

5 мин 10 мин 15 мин 20 мин 25 мин 30 мин 

1 мл; 
0,0003 г/мл 608 0,436 0,436 0,437 0,438 0,438 0,437 

 
Относительная погрешность опреде-

ления находилась в пределах точности 
спектрофотометрического анализа. 

Минимальная концентрация изониа-
зида, определяемая по этой методике, со-
ставляет 0,006 г/мл, что свидетельствует о 
возможности ее применения не только для 

анализа фармацевтических препаратов, но 
и для определения изониазида в биологи-
ческих объектах. 

Следующим этапом исследования 
явилось определение содержания изониа-
зида в фармацевтической субстанции и ле-
карственной форме. Определение прово-
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дили в сравнительном аспекте с раствором 
стандартного образца, поскольку данный 
метод определения является более точным, 

надежным и отвечает требованиям Госу-
дарственной Фармакопеи. Полученные ре-
зультаты представлены в таблице 2. 

 
Таблица 2 

Результаты определения изониазида  
в фармацевтической субстанции и лекарственной форме 

 
№  

опыта Объект исследования Найдено Нормы допустимых 
отклонений 

Метрологическая  
характеристика 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 

Фармацевтическая субстанция 
изониазида 

99,98 
99,98 
99,96 
99,98 
100,2 

Не менее 99,9%, не бо-
лее 101,0% 

Хср= 100,02 
S= 0,1009 
Sӧ= 0,4512 
ε= 0, 0125 
εa= 100,02 ± 1,25  

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 

Таблетки изониазида по 0,3г 0,285 
0,286 
0,285 
0,286 
0,285 

[0,285÷ 0,315] Хср= 0,286 
 S= 0,001527 
Sӧ= 0,0006819 
ε= 0,0066 
εa= 0,286± 0,006 

 
Как следует из приведенных в табли-

це данных, полученные результаты уклады-
ваются в нормы допустимых отклонений. 

Валидация методики показала, что 
данная методика не отягощена грубой и 
системной ошибкой, является правильной 
и позволяет получить воспроизводимые 
результаты. 

Разработанная методика была при-
менена в химико-токсикологическом ис-
следовании изониазидав моче в качестве 
биологической жидкости. 

Для приготовления модельной смеси 
использовали образец мочи, полученный от 
здорового добровольца. При этом в течении 
месяца до отбора проб человек не принимал 
лекарств. Модельные смеси мочи готовили 
путем добавления к ней определенного 
объема стандартного раствора изониазида с 
концентрацией 0,0003 г/мл. Приготовлен-
ные смеси выдерживали в течении 24 часов 
при комнатной температуре.  

Для осаждения белковых веществ до-
бавляли 10%-ный раствор трихлоруксусной 
кислоты. После центрифугирования прово-
дили количественное определение по мето-
дике, разработанной для фармацевтической 
субстанции исследуемого лекарственного 
средства. Определение изониазида в моче 
оценивалось методом «введено – найдено». 
Предел обнаружения изониазида при ука-
занных условиях спектрофотометрического 
определения 0,006 г/мл. Результаты иссле-
дования представлены в таблице 3. 

Таким образом, разработанная мето-
дика отличается от известных методов 
определения изониазида [6] простотой 
выполнения, высокой чувствительностью, 
воспроизводимостью и не требует слож-
ного оборудования и дорогих реактивов. 

Экспресс-методика дает возмож-
ность определить содержание изониазида 
в фармацевтической субстанции и лекар-
ственной форме. 

 
Таблица 3 

Результаты количественного определения изониазида  
в модельной смеси образца мочи спектрофотометрическим методом  

по реакции с 4-оксоурацилом 
 

Внесено изониазида, мг/ 5 мл мочи Найдено Метрологическая характеристика мг % 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 

0,240 
0,228 
0,243 
0,231 
0,240 

80,0 
76,0 
81,0 
77,0 
80,0 

Хср= 769,2 
S= 2,21 
Sӧ= 0,988 
ε= 3,5 
εa= 79,2±3,5 
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Чувствительность метода позволя-

ет определять изониазид и его основной 
метаболитацетилизониазид в биологиче-
ских жидкостях, так как определяемая 
концентрация находится в диапазоне 
концентраций экскретируемых с мочой 
[3], что позволяет косвенно судить об 
активности N-ацетилтрансферазы.  

 
 

Выводы 
1. Разработана методика количест-

венного определения изониазида в фар-
мацевтической субстанции, лекарствен-
ной форме и биологической жидкости 
спектрофотометрическим методом в ви-
димой области спектра. 

2. Показана возможность использо-
вания данной методики в дальнейших хи-
мико-токсикологических исследованиях.
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