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INTRODUCCION

Shibazaki, Yamamoto y Sasaki (1), han desarrollado un mé-
todo absortiométrico para la determinacién de tiamina, el cual se
basa en la medida del color amarillo que resulta al tratar la tiamai-
ne con una solucion acuosa de Bromo-Piridina y posterior adicién
de tiosulfato de sodio e hidroxido de sodio.

El presente trabajo tiene como finalidad la verificaciéon del
método y la evaluacion y utilidad del mismo respecto a otros meé-
todos ya establecidos de tiempo atrds.

PARTE EXPERIMENTAL
I — TECNICA DE LA DETERMINACION (1)
“Pasar una solucién de tiamina que contenga por cada 9 ml.,
100 a 500 mcg. de la misma, a un halén aforado de 50 ml. y enfriar
sobre bafio de hielo; agregar a esta solucién 20 ml. de una solucién

* Instructor Asociado.
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acuosa que contenga 0.25% de bromo y 6.5% de piridina, 4 ml. de
tiosulfato de sodio 0.5N y 15 ml. de hidréxido de sodio 1.0N, agi-
tando bien después de cada adicién. Diluir a 50 ml. con agua des-
tilada. La absorbancia del color desarrollado se mide a 445 mp.,
contra el reactivo como blanco”.

Los autores, que disponen de un Autoanalizador Technicon,
elaboran curvas por variacién de cantidades de reactivos, tal como
el bromo y la piridina. Igualmente estudian el efecto del pH de la
solucién de tiamina, efecto del tiempo de oxidacién, asi como tam-
bién la interferencia de otras sustancias.

Como no disponemos de dicho instrumento, el presente traba-
jo se realiz6 manualmente y empleando un Espectofotémetro Co-
leman 139 UV-VIS, Hitachi, Perking Elmer. El espesor de las
celdas fue siempre de 1 cm.

IT — EXPERIENCIAS REALIZADAS

A) En base a la técnica anteriormente descrita, se prepara-
ron los siguientes reactivos:

Reactivo N® 1: Bromo ... .. ... ... 0.25% V/V
Piridina . ... ... ... 6.50% V/V
Reactivo N® 2: Bromo ... ... ... ... 1.00% V/V
Piridina . ... ... ... 6.50% V/V
Reactivo N 3: Bromo ... ... ... ... 1.00% V/V
Piridina . ... ... ... 26.00% V/V
Reactivo N° 4: Bromo ... ... ... ... 1.00% V/V
Piridina . ... ... ... 6.50% V/V
Na2S8203 0.5N ... ... 4.00% V/V
NaOH 1.0N .. ... ... 156.00% V/V

B) Empleando los reactivos anteriores y 10 ml. de una solu-
cion de tiamina que contenia 10 mcg/ml., se obtuvo:

Reactivo Coloracién
1 Amarillo péalido
2 Amarillo palido
3 Amarillo rojizo
4 Ninguna

De acuerdo a lo anterior y para no emplearlos més en el trans-
curso del trabajo, se rechazaron los reactivos 3 y 4.
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C) Determinacion del espectro de absorcion:

El espectro de absorcién fue elaborado mediante el empleo del
Reactivo N° 1 (figura N? 1) en cantidad de 25 ml. y tiamina en
cantidad de 500 mecg.

La longitud de onda de maxima absorcién que se observa es
de 445 mg., la que concuerda con la bibliografia (1).

D) Efecto por variacién de la cantidad de reactivos:

Para establecer el efecto sobre el grado de coloraciéon, se va-
riaron las cantidades de los Reactivos N 1 y N° 2, sobre una ali-
cuota de una solucién de tiamina que contenia 500 mcg. Los resul-
tados se detallan en las figuras numeros 2 y 3 para los Reactivos
numeros 1 y 2 respectivamente.

En base a lo anterior, en adelante se seguira usando el Reac-
tivo N? 2, en cantidad de 10 ml., a excepcién de los pasos siguien-
tes, E y F.

E) Efecto del tiempo de oxidacion:

Este efecto se estudié para el Reactivo N? 1 (figura N° 4-A)
y para el Reactivo N? 2 (figura N? 4-B), observandose en ambos
casos la disminucién de la intensidad de color con el tiempo. Igual-
mente se elaboré una curva para el Reactivo N? 1 con todos los
demas reactivos a excepcién de la tiamina, resultando una curva
horizontal (figura N° 4-C).

F) Efecto del tiempo de preparacion del reactivo:

En la figura N? 5 se traduce el efecto que se presenta sobre
la intensidad de la coloracién al emplear un reactivo (Reactivo
N9 1) después de varias horas de preparado. Se aclara en este caso,
que el reactivo una vez preparado, fue sometido a filtracién, porque
de lo contrario, en poco tiempo adquiere un color amarillo rojizo
mas intenso que cuando es filtrado.

G) Efecto de la variacién del tiosulfato de sodio y del hidro-
xido de sodio:

Las figuras N% 6 y N° 7 muestran el resultado por variacién
del volumen del tiosulfato de sodio 0.5N y del hidréxido de sodio
1.0N, respectivamente.
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Se anota el minimo de absorcién que se presenta para 4 ml.
de tiosulfato y el maximo para 15 ml. de hodréxido, que son las
cantidades que emplean Shibazaki, Yamamoto y Sasaki.

H) Curva de calibracion:

En la curva de calibracién obtenida (figura N¢ 8), no se ob-
serva desviacion de la Ley de Beer, mientras no se alcance una
concentracién superior a 900 mcg. de tiamina en la alicuota tomada
para desarrollar el color, en contraste con la cantidad méaxima que
menciona la técnica original (1).

IIT — VALORACIONES EFECTUADAS

Para la confrontaciéon y evaluaciéon del método se emplearon
tres muestras diferentes, cuya procedencia se indica a continuacién:

Tiamina clorhidrato (materia prima) : Laboratorios Eaton de
Colombia.

Tabletas de tiamina clorhidrato por 100 mg.: Laboratorio de
Farmacia Industrial, Departamento de Farmacia, Universidad Na-
cional de Colombia.

Tabletas de tiamina clorhidrato y piridoxina clorhidrato por
250 mg. cada una: Laboratorios Roche de Colombia.

Como técnicas de confrontacion se efectuaron sobre cada mues-
tra y por triplicado las siguientes:

a) Método gravimétrico por precipitacion con Aacido silico-
tungstico (2). '

b) Método colorimétrico por diazotacién o método de Auerbach
(3).

¢) Método fluorométrico por formacién del tiocromo (4).

Nota: Los anteriores métodos se ensayaron por triplicado a
excepcion del método del tiocromo.
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1. Resultados para lo tiamina clorhidrato (materia prima).

A continuacién se dan los diferentes resultados para cada uno
de los métodos empleados y para un promedio de tres determina-
ciones.

Método Resultado promedio Desviacién promedio
%o
Precipitaciéon con &cido silico-
tingstico ... ... ... ... 98.33 0.153
Diazotaciéon . ... ... ... ... 99.05 0.090
Tiocromo .. ... ... ... ... 99.15 0.000
Bromo-piridina . ... ... ... 98.63 0.147

2. Resultados para las tabletas de tiamina clorhidrato por 100
mg.

Los resultados para un total de tres determinaciones por mé-
todo:

Método ' Resultado promedio Desviacién promedio
mg./tab.
Precipitacién con acido silico-
tungstico ... ... ... ... 96.43 0.317
Diazotaciéon . ... ... ... ... 97.81 0.187
Tiocromo .. ... ... ... ... 98.09 0.000
Bromo-piridina .. ... ... ... 102.58 0.090

3. Resultados para las tabletas de tiamina clorhidrato por 250
mg.
En un total de tres determinaciones por método se encontré:

Método Resultado promedio Desviacién promedio
mg./tab.
Precipitacién con acido silico-
tangstico ... ... ... ... 263.60 1.000
Diazotacion . ... ... ... ... 248.60 0.383
Tiocromo .. ... ... ... ... 249.00 0.000
Bromo-piridina .. ... ... ... 261.90 0.600

IV — TECNICA DE LA DETERMINACION SEGUIDA

El procedimiento para la valoracién de las tres muestras ante-
riormente mencionados, con el reactivo de bromo-piridina, fue el
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que se estableci6 a lo largo del presente estudio y para nuestras
condiciones de trabajo. La modificacion de la técnica seguida se
transcribe a continuacion:

A) Reactivos mecesarios:

1. Tiamina clorhidrato U.S.P., patrén de referencia.

2. Solucién acuosa de bromo-piridina al 1.0 y 6.5%, respecti-
vamente, recientemente preparada y luego filtrada.

3. Tiosulfato de sodio 0.5 normal.

4. Hidréxido de sodio 1.0 normal.

B) Procedimiento para la tiamine clorhidrato (materia pri-
ma) :

Pesar exactamente unos 100 mg. de muestra, disolver y diluir
a 100 ml. con agua destilada. Tomar 10 ml. de esta diluciéon y lle-
var a 100 ml. Para efectuar la valoracion, pasar 5 ml. de la dltima
dilucién a un balén aforado de 50 ml. y enfriar sobre bafio de hielo.
Agregar sucesivamente 10 ml. de la solucién de bromo-piridina, 4
ml. de tiosulfato de sodio y 15 ml. de hidréxido de sodio, mezclando
bien después de cada adicién. Diluir y llevar a la marca con agua
destilada.

Antes de 10 minutos leer la absorbancia a una longitud de
onda de 445 mp. contra un blanco preparado en iguales condiciones.
Deducir la cantidad de tiamina en el problema de una curva de
calibracién de tiamina clorhidrato, patrén de referencia, previa-
mente secado a 105°C por tres horas, tratado de una manera simi-
lar y dentro de un limite de concentraciones de 200 a 800 mcg.

C) Procedimiento para tabletas e itnyectables de tiamina:

Se sigue el mismo procedimiento indicado para la materia pri-
ma, tomando una alicuota del producto que contenga aproximada-
mente 500 mcg. por 5 ml. Para las tabletas es necesario extraer la
tiamina previamente con acido clorhidrico al 4% o con alcohol al
50%, antes de efectuar las diluciones necesarias.
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V — COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

1. Elmétodo se basa en la oxidacion que sobre la tiamina ejer-
ce el bromo y el producto de dicha oxidacién presenta un maximo
de absorcion a 445 mp.

2. El hidréxido de sodio y el tiosulfato de sodio tienen como
fin el de eliminar el exceso de agente oxidante por decoloracién del
mismo, de acuerdo a las siguientes reacciones:

a) Br, + 2NaOH ——— NaBr 4+ NaBrO 4+ H,0
b) Brg —+— 2N328203 e = 2NaBr + Na28406

3. Observando las figuras numeros 6 y 7, vemos que la dis-
minucién de la intensidad del color que produce la cantidad em-
pleada de tiosulfato de sodio 0.5N (4 ml.) se ve compensada por
el aumento que produce en la misma el hidréxido de sodio 1.0N
(15 ml.).

4. El orden de mezcla de los diferentes reactivos empleados
en la técnica debe ser el que se anota, pues de lo contrario, como se
comprobd, la intensidad del color disminuye notablemente.

5. La figura nuimero 2 corresponde al efecto del volumen de
Reactivo niimero 1, observandose que entre 0 y 10 ml. hay un au-
mento de absorcién normal; entre 10 y 25 ml. el aumento es menor.

La figura nimero 3 demuestra que utilizando el Reactivo nu-
mero 2 con un volumen de 10 ml. se obtiene el maximo de absor-
bancia y entre 10 y 25 ml. la absorcion decrece ligeramente. En
conclusién se recomienda el empleo del Reactivo niimero 2 usando
un volumen de 10 ml.

6. La intensidad de la coloracién, como demuestran las figuras
numeros 4-A y 4-B se mantiene constante hasta unos 10 minutos
después de agregado el reactivo, tiempo a partir del cual, descien-
de progresivamente y al cabo de una hora ha disminuido aproxi-
madamente en un 48.5%.

La degradacién, como lo comprueba la figura nimero 4-C, se
debe exclusivamente al producto de la oxidacion.

7. El reactivo debe ser recientemente preparado antes de su
empleo (figura nimero 5) por su poca estabilidad.

8. Es necesario, para efectuar la determinacién de la tiamina,
utilizar el mismo reactivo para elaborar la curva de calibracién y
para la determinacién del problema.
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9. Sobre la confiabilidad del método y como resultado de lag
confrontaciones hechas en comparacién con los métodos corrien-
tes, puede decirse que en general presenta resultados reproducibles
y al mismo tiempo acordes con los mismos, cuando se trata de
tiamina pura y aun para el caso de tabletas, ya que los excipientes
comunes de esta forma farmacéutica no interfieren en la determi-
nacién, como fue comprobado por los autores del método (1). Lo
anteriormente dicho puede hacerse extensivo a otra clase o forma
de productos que lleven en su composicién tiamina como tnico
principio activo. En caso contrario debe consultarse la tabla que
se elabor6 en el desarrollo de la técnica (1), la cual presenta un
total de 44 sustancias que producen o no interferencia en la deter-
minacién.

10. El método permite la determinacién de tabletas que con-
tienen tiamina y piridoxina con una desviacién del 5%.

11. En comparacién con el método de precipitacién con acido
silico-tingstico en tabletas de tiamina-piridoxina se encontr6 una
desviacion igual a la del caso anterior.

12. Se comprueba de esta manera, una vez mas la gran utili-
dad de los métodos por diazotacién y por formacién del tiocromo,
ya que presentan los resultados mas satisfactorios para la valora-
cién de tiamina en los diferentes preparados o productos en que
se encuentre.

13. El método estudiado en comparacién con los descritos an-
teriormente demuestra que puede ser utilizado en la determinacion
de tiamina en productos farmacéuticos con una desviacién prome-
dio de = 0.419.

RESUMEN

Se estudi6 un método para la determinacién de tiamina por
colorimetria, utilizando como reactivo una solucién acuosa bromo-
piridina en concentracién del 1% de bromo, empledndose un volu-
men de 10 ml., en lugar de la solucién indicada en la bibliografia
por obtenerse una mayor absorcién y ser ésta mas estable.

Se comparé este método con los métodos corrientes para la
determinaciéon de tiamina en productos farmacéuticos encontran-
dose una desviacién de == 0.419, por lo cual el método puede ser
utilizado en trabajos de rutina.
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SUMMARY

A method for the colorimetric determination of thiamine was
studied. Ten ml. of a water solution of bromide-pyridine reagent
with 1% bromide was used instead cf the reagent indicated in the
literature. This new reagent showed a higher absorption and pro-
bed to be more stable than the reagent generally used.

Evaluation of this new methed in relation to other analytic
methods used for thiamine determination in pharmaceutical pro-
ducts was made. The standard deviation found was = 0.419. The-
refore this method for thiamine determination may be used in
routine work.

RESUME

Une variante de la méthode de détermination colorimétrique
de la Thiamine par Br. en solution dans la pyridine a été mise au
point. En utilisant 10 ml. du réactif & 1% en Br,, on obtient une
plus grande absorption et on augmente la stabilité. Les résultats
ne différent en moyenne que de = 0.41 de ceux obtenus par les
procédés courants et par conséquent la méthode est applicable aux
analyses de routine.
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