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INTRODUCCION.

La utilizacién de las vitaminas en forma creciente en los pre
parados farmacéuticos, hace que su determinacién sea de mucha im—
portancia en la Industria Farmacéutica asi mismo origina numerosos -
problemas al quimico analista ya que durante su almacenaje pierden
su potencia o interaccionan dando origen a muchos productos que in’
terfieren en su cuantificacién. a

Algunos de los factores que generalmente son responsables de
la inestabilidad de las vitaminas en las preparaciones multivitaminicas
son los siguientes:

1) El pH del medio, 2) La presencia de ciertos metales -
como el fierro, cobre, calcio y estabilizadores como anti-oxidantes,
proteinas, aminodcidos etc. 3) La cantidad de agua presente en la-
preparacién, 4) Las condiciones de almacenaje como son recipientes,
temperatura, luz etc. 5) Incompatibilidad de lasvitaminas.- Algu-
nas veces los aditivos y diluyentes pueden alterar su estabilidad de—
bido a que introducen agua, contaminantes del tipo de metales meno
res o modifican el pH.

Para la determinacién de las vitaminas se han utilizado los -
métodos biolégicos, quimicos, fisicoquimicos y microbiolégicos.

Los métodos biolégicos fueron los primeramente utilizados y -
posteriormente se desarrollan los quimicos, fisicoquimicos y microbio=
|8gicos para reemplazar a los primeros.

Para la clasificacién del écido fdlico por el método bioldgico
se utilizan los pollos como animales mas recomendables, ya que en -
ausencia del écido los pollos tiene un desarrollo muy precario en com

paracién con los animales que reciben lo diefa, son anémiges y s¢ -

mueren rapidamente .

Dell y Hogan valoraron el écido félico en pollos empledndo -
una dieta purificada.~ Campell utiliza un método profildctico basa-



do en la determinacién del crecimiento y en la prevencién de la ane
mia en pollos de un dia de nacidos sometidos a una dieta basal.

Después de una serie de investigaciones a nivel de laboratorio,
se ha podido establecer el efecto biolégico que tiene el dcido félico
sobre el crecimiento de los pollos, de su accién antianémica y actual
mente se considera que el dcido félico es idéntico a estd muy relaé_—io
nado con el factor de maduracién de los glébulos rojos.

También se ha empleado en la dosificacién del dcido félico -
como animales de experimentaciénalarata y al mono.

Los métodos biolégicos son utilizados cada vez menos debido
a que son muy caros, tardados y con un limite de error grande cuan
do son comparados con otros métodos.~ Se emplean cuando no se -
dispone de otra metodologia para la cuantificacién de las vitaminas.

Actualmente los métodos que se utilizan para la valoracién -
del dcido félico en preparados farmacéuticos se clasifican en la ca
tegoria siguiente:

a) Métodos quimicos y fisicoquimicos.

b) Método microbiolégico.

En la primera categoria se incluyen la determinacidén espec--
trofométrica. por absorcién de luz ultravioleta, el método fluorométri-
co, el método fotométricoque eseloficial d= laU.S.P,, cromatografia de
capa fina, determinacién polarogréfica en solucién amortiguadora a -
pH de 9.0 y determinacién polarogréfica en solucién de hidréxido de

tetramettlamontio . (4)

El método microbiolégico utiliza como microorganismo de -
prueba a Streptococcus faecalis.
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La presente tesis tiene como objeto realizar un estudio técni-
co-practico comparativo, entre dos metodologias de cuantificacién -
del 4cido félico en productos farmacéuticos, empleando para ello -
el método fotométrico y el método microbiolégico, para tratar de -
saber cudl de los dos es el mds recomendable para nuestro propésito.



.- GENERALIDADES.-

La historia del édcido félico es de especial interés debido a la
amplia diversidad de investigaciones en los campos de la deficiencia
humana, enfermedades, nutricién animal y microbiologia, que dieron-
como resultado la identificacién de una vitamina que es de importan
cia fundamental en el metabolismo celular.- Cronolégicamente la -
historia empieza en 1931 cuando Wills describié una anemia macroci
tica, generalmente en asociacién con el embarazo en una mujer hirz
dG en Bombay, la que respondié a la terapia con levadura autolizada
da.- Wills y sus asociados (1932) intentaron demostrar que una ane_
mia macrocitica similar podria ser producida en monos al ser alimen-
tados con la misma clase de dieta ingerida por sus pacientes.

Ademés encontraron que la anemia macrocitica respondia al -
extracto crudo de higado pero no a la fraccidn que es efectiva en -
el tratamiento de la anemia perniciosa. La substancia efectiva para
el tratamiento de la anemia macrocitica nutricional presente en leva
duras e higado vino a ser conocida como factor Wills.- ( -6~ ).-
Un poco después, en los Estados Unidos, Day y asociados (1935-1938)
descubrieron un sihdrome de deficiencia en monos caracterizado por
anemia, leucopenia, gingivitis y diarrea que podia ser corregido con
levaduras de cerveza seca pero no por alguno de los componentes del
complejo de la vitamina B.

Ellos llamaron al factor desconocido Vitamina M.

Por .ese tiempo, Stokstad y Marning (1938) y Hogan y Parrott
(1940) describieron un sindrome de deficiencia en pollos caracteriza-
dos por anemia y fallas en el crecimiento.- La deficiencia podia ser

L] ' ,
corregida por la ingestién de muchas substancias mc'uyenclose &htre -
ellas las levaduras.- Este grupo de cientificos llamé a la substancia
presente en la dieta esencial, vitamina Bc. (= 16 -).



A principios de 1940, los microbiologos se avocaron a la -
identificacién de nutrientes esenciales para los microorganismos —Snell
y Peterson (1940) descubrieron que los extractos de higado y otras -
substancias al ser adsorbidas con carbén "Norita" en el eluido se en
contraba un factor que era esencial para el crecimiento de Lactoba-
cillus-casei.- Esta substancia fué luego purificada por Stokstad -
(1943) y llamada factor L. casei.- En 1941, Mitchell y sus cola-
boradores aislaron de la espinaca un dcido de composicién quimica -
desconocida que era . necesaria para el crecimiénto de Streptococcus.
lactis R., Streptococcus FaecalisyL. casei.- Reconocieron que éste
dcido era similar en propiedades quimicas y fisiolégicas a los extrac_
tos esenciales para el crecimiento de microorganismos previamente -
obtenidos de higado y levaduras.- Debido a que obtuvieron este éci
do de las hojas de la espinaca lo llamaron écido félico (- 6 ).

Las investigaciones de los nutricionistas y los microbiélogos -
se interfirieron cuando ltutchings y asociados (1941) observaron que
la vitamina Bc y el factor L. casei.- eran intercambiablesen sopor
tar el crecimiento bacteriano y aviario.

En 1943, Pfiffner y colaboradores lograron cristalizar la vitgmi
na Bc del higado y demostraron la gran actividad del compuesto para
estimular el crecimiento de L.- casei y Streptococcus faecalis y en
la correcciénde la anemia y deficiencias nutricionales asociadas en-
el pollo.- Posteriormente, Day y asociados en 1945 administraron
la vitamina Bc cristalina a monos con deficiéncia en vitaminas M y -
corrigieron el desorden nutricional .

Al darse cuenta de que el factor L. casei, la vitamina M y
la vitamina Bc eran probablemente indénticas, se acrecenté el inte—

N ' I
rés en la identificacién quimica de ésta vitamina.- l progreso fué
interferido por la pequefia cantidad de material que podia ser obteni
do de fuentes naturales tales como levaduras y el higado.- Ademés



la investigacién se complico por inconsistencias en las reacciones -
metabélicas de microorganismos y pollos, un problema que finalmente
fué resuelto al demostrarse la naturaleza méltiple de la vitamina.- -
Afortunadamente los investigadores de los laboratorios Lederle descu—
brieron un microorganismo, perteneciente al género Corynebacterium-
el cuén al crecer en medio de cultivo sinterizaba un factor necesa—
rio para el desarrollo de Lactobacillus casei.-  Este factor fué lla-
mado factor de fermentacién para L. casei.- (Hutchings, 1944).- El
factor fué identificado quimicamente como un conjugado del écido 6
lico (Angier, 1946).- (- 16 -). B

Poco después, la vitamina Bc obtenida del higado fué identi_
ficada como écido félico.- Posteriormente otro conjugado fué obteni
do de la levadura.- La sintesis del dcido félico fué llevada a cabo
por (Angier, 1946) y la vitamina y sus conjugados estuvieron disponi
bles para someterse a estudios clinicos y biolégicos.-~ De interés par
ticular fué el hecho de que pudieron ser aliviados por tratamiento con
la vitamina, las lesiones hematolégicas aunque no las lesiones nurdl-
gicas de la anemia perniciosa adissoniana.

Poco despiés del aislamiento y de la identificacién quimica -
del édcido félico, el factor de la anemia perniciosa del higado fué -
tambieh cristalizado .-~ Las variaciones de las funciones independien
tes e interdependientes de estas dos vitaminas en el metabolismo ce—
lular y la hematopoyésis ha probado ser una de las historias mas fas-
cinantes en la Biologia.

El Gecido félico, N=- Gcido glutdmico 4- (2 - a -
minimo 4- hidroxi -6- pteridil) -metil amino benzoil -
-L (+), tiene la siguiente férmula estructural :

NOTA : ver pdgina siguiente.
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Se encuentra ¢n la naturaleza, solo y en forna de conjuga-

o5 en la que mfs de una molécula de &cido ~luténmico esté-

o

incorporada en la estructurae.- =l material obtsnido de los
cultivos 4. Corynebacterium sp. contiene tres variedacdes -
ce &cico glutbrico ern la molécula y pucden ser designados-
cuizicanente como pteroil -¥- clutamil -¥- slutanil Acido-
slutdmico.- =1 producto obtenido de la levadura contiene -
un total de siete moléculas de &cido zlutdmico y vpuede ser
desicnzdo como: pteroil - hexa -¥- glutamil - Scicdo zluté-
nmico.- Zn las membranas de los mamifercs se encuentran ore
sentes enzimas llamadas "conjuzasas" que libefan icido fb-
lico de los conjusados.- Debido a que la mayoria del A&cico
f8iico inzerido en la dieta es en forma conjusada, la im -
portancia biolézica de éstas enzimas =s obvia.- Ctra carac
teristica que es de interés biolbgico en la quizica del &=
cido f8lico, es la vresencia del &cido para-zminotenzéico
y &cido glutdmico en su molécula.- E1 alido félico es de -

gran izvortancia en el crecimiento y divisida de las célu-

las, incluyendo micrcorzanismos.

1
a COOH :
s ]
My NH — —~ €+NH—CH—CH,—CH,_COOH!
: ! -
. ! .
- o . . l ® (4 & '
ac. ? AWM DCOT Mo wCs glutantco -
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La estructura compleja del écido félico ha dado a los quimi-
cos la oportunidad de sintetizar una gran variedad de andlogos, va—
rios de ellos actuando como antivitaminas.- La alta toxicidad de -
varios andlogos atestiguan la importancia biolégica de la vitamina «~
Antagonistas del Gcido félico han encontrado una aplicacién terapéuti
ca limitada en el tratamiento de la anemia aguda. B

A través de las numerosas investigaciones para llegar al co-
nocimiento quimico del &cido félico Gltimamente convertido en un -
ple compuesto, se ha llegado a la conclusién de que no es necesario
una terminolégia confusa  El término écido félico se introdujo por -
Mitchell (1941) para designar la substoncia aislada de la espinaca.

Cuando la relacién entre el écido félico y la vitamina esen=
cial en la nutricién animal fué establecida, el término écido félico
fué retenido para designar a la vitamina y adn persiste a despecho -
de la identificacién quimica de la vitamina como dcido pteroilglutd
mico.- Sin embargo, el dcido félico es el nombre oficial para el =
Gecido pteroilglutdmico. (- 5 -).

El écido félico no presenta acciones farmacodindmicas, inclu_
so en dosis muy por encima de la necesaria para prevenir la deficien
cia nutricional.

Los sintomas de la deficiencia de dcido félico son aparente--
mente el resultado de un defecto en el metabolismo celular relaciona
do muy estrechamente con la sintesis de ios dcidos necléicos.- Sin-
embargo, no es sorprendente encontrar que una deficiencia de &cido
félico se manifiesta primeramente por una falla en la maduracién y-

divisién celular; la primera evidencia que es observada consiste en
una hematopoyésis anormal.- En animales experimentales y en el -
hombre se observa leucopenia y anemia macrocitica con hipemplacia
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megalobléstica de los ligamentos éseos.- Otros sintomas estén rela—
cionados al tracto gastrointestinal tales como diarrea y gingivitis.—- -
En animales j6venes la falta de crecimiento es un signo prominente -
de deficiencia de écido félico.

El requerimiento humano de dcido félico para la dieta es des
conocido; la sintesis de la vitamina por la microflora intestinal y el
bajo nivel de excrecién urinaria complican el problema.- En base -
a los requerimientos de otros animales se ha surgido ser de 0.1 a 0.2
mgm. diarios.

En la orina aparece muy poco 4cido félico en individuos con
una dieta normal balanceada, siendo el total diarios menor a diez -
microgramos .- Se presume que el dcido félico ingerido en la dieta-
es casi completamente utilizado o metabolizado .- El 4cido félico -
extradietario ingerido tal como es, 6 en forma de algin derivado se
absorbe rdpidamente del tracto intestinal y de los sitios parentales -
de administracién.- Después de la absorcién, el Gecido félico es -
liberado de sus derivados por las enzimas presentes en los tejidos.- -
La cantidad del écido que se excreta por la orina aumenta con la -
désis, y solamente una pequefia fraccién aparece en la orina después
de la ingestién oral de o.l microgramos, pero puede exretarse un -
90% por el rifién cuando se ingiere una désis de quince microgramos
La mayor parte del écido félico aparece en la orina después de seis
horas y su excrecién se completa hasta las veinticuatro horas .(-12-)

Una porcidn pequefia del dcido félico ingerido aparece en la
orina como dcido folinico.- La cantidad convertida a écido folinico
depende del contenido de dcido ascérbico en los tejidos y es muy -

reducida en individuos escorbGticos.=
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El 4cido félico U.S.P. se presenta como polvo amarillo -
naranja.- El 4cido libre es ligeramente soluble en el agua, aunque
forma sales con dcidos y bases lo que tienen una solubilidad en el -
agua limitada. la sal sédica es muy soluble en el agua.- Es inso--
luble en la mayoria de los solventes orgdnicos como la acetona, -
éter, cloroformo y benceno, sin embargo. es ligeramente soluble en -
etanol y butanol .-

Su férmula empirica corresponde a Cjg Hio N~ Og con un -
peso molecular de 441 .41

La Tiamina, Riboflavina, Acido: Ascérbico, Colina Hipofosfito
de calcio y el Sulfito de manganeso son responsables de su inestabi-
lidad en preparaciones farmacéuticas. También es afectado considera
blemente por el oxigeno atmosférico, la luz, el pH y la temperatura.

Las preparaciones oficiales son las cépsulas de dcido félico -
U.S.P ., é4cido félico U.S.P . inyectable y tabletas de écido félico
U.S.P. Las cdpsulas y las tabletas usualmente contienen cinco mili-
gramos de la vitamina. (- 5 -)

Existen numerosas preparaciones en donde el écido félico se -
encuentra como un componente de mezclas multivitaminicas o estd -
combinado con hierro y otras substancias y es utilizado para estimular
la hematopoyésis .

La aplicacién terapéutica primaria del Gcido félico se enfoca

al tratamiento de las anemias megaloblsticas que son o revitade -

de una deficiencia dietaria o por la absorcién intestinal de Gcido -
félico.
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Desafortunadamente, el écido félico se ha incorporado en -
las mezclas de drogas hematinicas.~ Lo que se haya dicho acerca -
de las mezclas anti-anemia de accién répida debe aplicarse particu—
larmente al écido félico.- Si las preparaciones que contienen dcido
félico se usan indiscriminadamente para los tratamientos de anemias -
sin llevar diagnéstico diferenciales, los pacientes con anemias por -
deficiencia de hierro se tendrian que sujetar a inyecciones, en tanto
que los pacientes con anemias perniciosas, que desprecién los exdme
nes hematolégicos, pueden desarrollar lesiones neurolégicas irrepara—
bles, antes de que la verdadera naturaleza de la enfermedad sea re-
conocida.

Es dudoso que el dcido félico extradietario contribuya signi--
ficativamente en el tratamiento de los estados nutricionales en la ma
yor parte de los individuos.- Si se sospecha deficiencia de écido -
félico, se podrd preescribir la vitamina como tal.- El uso generali-
zado de las mezclas multivitaminicas que contienen écido félico ha-
sido circunscrito a sindromes raros.~ Los pacientes que desarrollaron
una anemia perniciosa mientras toman esas preparaciones vitaminicas,
pueden exhibir lesiones neurolégicas sin la caracteristica anemia -
macrocitica y asi presentaran un problema de diagnésis diferencial -
més dificil.
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.- MATERIAL Y METODOS.-

PARTE  EXPERIMENTAL.-

En México desde hace tiempo se lleva a cabo la determina--
cién de dcido félico en productos farmacéuticos, siendo de especial
interés para los laboratorios el método microbiolégico en virtud de -
considerarse mds preciso que el método quimico, lo cudl nos ha su--
gerido hacer una comparacién real e imparcial entre los dos métodos
para asi poder demostrar la superioridad y eficacia de una técnica o
de la otra.

Para poder llevar a cabo la comparacién entre el método -
quimico y microbiolégico, fué necesario usar diferentes concentracio-
nes de dcido félico quimicamente puro y cuantificarlo empleando el -
método quimico y microbiolégico, con el propésito de obtener una -
curva de referencia, curva que, nos permitird observar las limitacio=
nes de ambos métodos al mismo tiempo que sus ventajas y desventa—
jas.

Las concentraciones de édcido félico utilizadas variaron desde
0.0 mg/g, 0.25 mg/g, 0.50 mg/g, 0.75 mg/g, 1.0 mg/g, 1.5 -
mg/g, 2.0 mg/g, 2.5 mg/g 3.0 mg/g, 3.5 mg/g, 4.0 mg/g, 4.5 -
mg/g, . 5.0 mg/g, 5.5 mg/g, 6.0 mg/g, 6.5 mg/g, y 7.0 mg/g.

Esta determinacién se repitid tres veces con el fin de poder -
obtener una curva promedio que nos proporcionara datos confiables.

Después de obtenida dicha curva promedio, se procedié a la
cuantificacién del écido félico por el método quimico y microbiolé—
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gico en dos mezclas complejas de vitaminas preparadas en el labora
torio farmacéutico.- Estas mezclas contenian una cen tidad conocida
de dcido félico a tres niveles de concentracién que correspondian -
a el limite superior, el limite medio y el limite inferior de &cido -
félico para cada una de las mezclas vitaminicas.

La mezcla ndmero uno se prepard como sigue :
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MATERIAS .PRIMAS CANTIDAD REQUERIDA :

UNIDAD CANTIDAD

Agido f6lieo U.B.Pssesssssusesd™) ga 1.1873

Acido ascérbico U.S.P. (libre de-
Cleit) sassei sinesins s o085 .. g. 37.5000

Fumarato ferroso U.S.P. granular....g. 135.6000
Concentrado hepato gdstricoec.eecs.0. g. 80,0000

Vitaminas By, con concentrado de -
factor INITINSECO s ssesssusssonsaasnis g. 4.,0000

Lactos hidratada U.S.Poeeosscoo(**¥)g. 49.1130

Triturado de vitamina B]Z I o T 9 4.,6000

(*)eveevococncosoescecosssla cantidad deberd ajustarse para tener -
4.600 g. de 0.1 % de concentracidn

e TR .. Ajustarse la cantidad para tener 1.100 -
g. de 100 % de concentracién.

o TOPRRPRRR Cantidad suficiente para 312.000 g.

Peso total de la mezcla 312.000 g.
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La mezcla nimero dos se hizo de la siguiente manera :

MATERIAS PRIMAS : CANTIDAD REQUERIDA :

UNIDAD CANTIDAD

Mononitrato de tiamina U.S.P ..... S ..mg. 0,660

Ribotlavinia U.S.Pssisesssssvooncesnss sanssMbe 0.440

Clorhidrato de pixidoxina (libre de calcio)
L1 I i 6 3 i s e i R ) R 0 i e s TR 0.660

Acido félico U.S.Peverenns. P mg . 62.068
Carbonato de calcio U.S.P, denso..c..ccase g. 120.000
Acido ascorbico U.S.P. (libre de calcio)... g.  11.000

Niacinamida U.S.P. (libre de calcio)..... g. 2.200
Acetato de vitamina "A" cristales. (**)... mg. 240.000
Sulfato ferrose U .8 :Prssssssivessnussswnss . G 21.000

Aceite mineral ligero N.F. viscosidad 70 cp.
equivalente..sescescssssscssscassssassonse MYe 0.400

Estearato de magnesio U.S.Peeerviceieniias go 3.770

Vitamina A acetato *+ vitamina D2 50u, 000 -
AS 0,000 unnnatmbns N B ssnnassew sy o 2.160

Triturado de vitamina B1o...vvconn.nn [per) o, 1.300

AzGcar en polvo con 3% de almidén(****).... g.  28.2657
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(*)eeeeeiiaeano  Ajustar la cantidad para tener 57,500 mg. de -
100% de concentracién.

(**)eeeeeiieeas.s Ajustar la cantidad para tener 240 mg. de 500.000
unidades de concentracién.

(***) e.eeivvev.. La cantidad deberd ajustarse para tener 1.300 igs-.
de 0.1 de concentracién.

(****).e.vvieee.. Poner la cantidad suficiente para 190,000 g.

Peso total de la mezcla 190 g.

Una vez preparadas las mezclas se procedié a efectuar las =
determinaciones siguientes :

A) Determinacién de dcido félico en la mezclas vi--
taminicas por el método quimico.

B) Determinacién de dcido félico en la mezclas vita

minicas por el método microbiolégico.

A) Determinacién de dcido félico en las mezclas vita
minicas por el método quimico :

El método siguiente (~20-) se emplea para la cuantificacién de
dcido félice cuando esun ingrediente en preparaciones farmaceGticas conte
niendo otros constituyentes activos. '
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Preparacién del estandar :

Solucién Stock :

Disolver lentamente alrededor de 50 mg. de écido félico -
U.S.P. del estandar de referencia pesado exactamente, con 50 mili-
litros de agua y 2 mililitros de amoniaco T.S. en una matréz volu—
métrico de 100 mililitros, cuando el dcido félico estd disuelto se -
afora al volimen y se mezcla. Agregando previamente unas cuantas
gotas de tolueno y colocando luego en un sitio frio y protegido de -
la luz.- El dia del ensayo, diluir una cantidad medida de la solu=
cién Stock, con solucién de fosfatc de potasio dibédsico (1:33) para -
obtener una concentracién de 10 microgramos de écido félico por -
mililitro.= Calcular sobre base anhidra y obtener la preparacién del
estandar.

Preparacién de la muestra problema:

Proceder de la misma manera, como en la preparacién del -
estandar y obtener una solucién de dcido félico a una concentracién
de 10 microgramos por mililitro.

Procedimiento :

Prepara 4 recipientes adecuados, preferentemente vasos de -
50 mililitros de capacidad con tapén esmerilado, o tubos de centrifu
ga y marcarlos respectivamente 1,2,3, y 4.

A cada uno de los tubos afiadir 5 mililitros de la muestra pro

blema.- A los tubos ndmero 2 y 4, adiclonar ut wililite de UnG;

solucién de permanganato de potasio (1:250) y a los tubos ndmero -
3 y 4 agregar un mililitro de agua.~ Dejar reposar de 2 a 3 minutos.
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A partir de este punto tratar todos los tubos de manera semejante:

Afiadir un mililitro de la solucién de nitrito de sodio (1:50),
més 1 mililitro de 4cido clorhidrico 5 N y mezclar, dejar en reposo
por 2 minutos; enseguida agregar 1 mililitro de la solucién de sulfa—
mato de amonio (1:20) y mezclar con movimiento giratorio hasta que
todo el biéxido de nitrégeno este dispersado.

Afradir un mililitrogde solucién N= (1 naftil) etilendiamina -
clorhidrica (1:1000) clar y dejar en reposo por 10 minutos.- -
Agregar 4 gramos de cloruro de sodioc Q.P. y 10 mililitros de alco
hol isobutilico.~ Agitar vigorosamente por 2 minutos y centrifugar.-
Decantar la capaclara sobrenadante y determinar la absorbancia en-
el espectrofotémetro (Beckman Modelo) a una longitud de 550 mili=
micras, usando como blanco una solucién de alcohol insobutilico.

B) Determinacién de dcido félico en la mezcla vitaminica -
por el método microbiolégico.

El método microbiolégico para el cuanteo de dcido félico se
basa en la inhibicién o desarrollo de d terminados microorganismos =
en cuyo crecimiento es esencial el dcido félico como son Lactobaci=
llus casei y Streptococcus faecalis.

El microorganismo debe ser especifico para la vitamina y sus
propiedades bioquimicas deben permanecer constantes después de los-
subcultivos prolongados, ademés de poseer un crecimiento rdpido. =
El crecimiento de éstos microorganismos es proporcional a la concen-

tracién de deido félico en la muestra problema y se puede medir sv

crecimiento por turbldlmefrm o valorando la cantidad de Gcido produ
cido. (Acidimetria). 1-) (=7-).
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En todos los experimentos se preparé una curva estandar como
sefialan las técnicas de la AOAC, para ello se utilizaron dos micro-
organismos que se caracterizan por su éspecial desarrollo en presencia’
de éGcido félico, y éstos son :

a) Streptococcus faecalis ATCC 8043

b) Lactobacillus casei ATCC 7469

1.-  Para el caso de Streptococcus faecalis se utilizé un-
medio de cultivo conocido como medio de acido félico AOAC Bacto,
"Difco", que es un medio complemente deshidratado para el ensayo
microbiolégico del dcido félico, es preparade de acuerdo a las espe
cificaciones de los métodos oficiales de andlisis de la Asociacién -
Oficial de Quimicos Agricolas (AOAC) .- Esta libre de dcido félico
pero contiene todos los ofros factores necesarios para el crecimiento
del Streptococcus faecalis ATCC 8043. La adicién del dcido féli
co en concentraciones especificas nos da un crecimiento de Streptoco
ccus faecalis, que puede ser medido turbidimétricamente, o por act

dimetria.

a) Preparacién del indculo .-

La cepa de Streptococcus faecalis  se conserva por la inocy
lacién en picadura en el medio de agar lactobacilo AOAC Bacto, -
"Difco", seguida de una incubacién a 37° (+ 0.5 °C) durante diez
y ocho a veinticuatro horas, posteriormente los tubos se almacenaron
en el refrigerador.~ Los cultivos frescos se prepararon cada semana
y no son usados para la preparacién del inéculo, si tienen més de una

semana de antiguedad.~ El indculo para la pruel:o se preparc{ por =
subcultivos de la cepa de Streptococcus faecalis  sembrada en un -
tubo contenido diez mililitros dd medio de cultivo Caldo Lactobacilo
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AOAC Bacto, "Difco" .- Después de diez y ocho a veinticuatro
horas de incubacién a 37T . se centrifugaron las células bajo condicio—
nes asépticas y el liquido sobrenadante se decanté.- Las células se resus
pendieron en diez mililitros de cloruro de sodio estéril al 0.85% .

b) Preporacién de la curva estandar .

Fué esencial que se hiciera una curva estandar para cada ensayo
por separado, pues las condiciones de autoclave, temparatura de in—
cubacién, etc., pueden influenciar y alterar las lecturas de dicha-
curva.- La curva estandar se obtiéne usando dcido félico a concen.
traciones de : 0,2,3,4,6,8,10, milimicrogramos / mililitro.

Para esto se sigue la siguiente metodologia :

Se disuelven cincuenta miligramos de écido félico de secado en
treinta mililitros hidréxide desodio 0.QIN . y trescientos de agua des- -
tilada.- Se ajusta la reaccién hasta un pH de 7.5 (+ 0.5 con -
4cido clorohidrico diluido y se agrega més agua destilada hasta dar un
volumen final de quinientos mililitros, la solucién resultante conten—
dré 100 microgramos de écido félico por mililitro.~ Se coloca una -
alictota de diez mililitros de la solucién en un matrdz aforado de 1000 -
mililitros y se agregan 500 mililitros de agua destilada ajustando la-
reaccién hasta un pH de 7.5 (+0.5) con una solucién de dcido clorhi

drico y se afora a un litro.

La salucién resultante contiene un microgramo de acido félico
por mililitros .- Esta solucién se diluye agregando 100 mililitros de
la misma a 500 mililitros de agua destilada ajustando la reaccién a

un pH de 7.5 (+ 0.5) y diluyendo ~ un litro con agua destilada pa

ra dar una solucién base conteniéndo 100 milicrogramos / mililttro
de dcido félico.~ La solucién estandar para la prueba se hace dilu
yendo 10 mililitros de ésta solucién base a 500 mililitros con agua -
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destilada para dar una solucién conteniéndo 2 milimicrogramos / mi-
lilitro de &cido félico.- Se colocan 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, mi-
lilitros por tubo de cultivo.

c) Cuantificacién del écido félico.

Para rehidratar el medio de d4cido félico AOAC Bacto "Difco"
se disuelven 11 gramos en 100 mililitros de agua destilada y se cali
enta hasta ebullicién durante dos o tres minutes.- El ligero preci~
pitado que se forma debe distribuirse perfectamente por agitacién.- -
Se esteriliza en el autoclave por quince minutos a quince libras de pre

sién (121°C.).

La inoculacién del medio se realiza con la suspensién de -
Streptocuccus faecalis en NaCL al 0.85 %, colocando 0.75 milili-
tros de la suspensién pa cada 250 mililitros de medio.- A los tubos
conteniendo cantidades de écido félico de la muestra estandar y pro
blema, se les afiade 5 mililitros del medio anteriormente inoculado -
y, se afora a diez mililitros con agua destilada.

Después, todos los tubos se someten a incubacién a una tem—
peratura de 37°C . durante diez y ocho horas al final de este tiempo
se refrigeran los tubos por espacio de una hora con el objeto de de-
tener el desarrollo microbiano y asi proceder a las lecturas.

Las lecturas se hicieron en un fctocolorimetro Spectronic 20,
utilizando una longitud de onda de 620 milimicras.

Es muy importante correr una muestra en blanco, que se pre—
para colocando en un tubo cinco mililitros de agua destilada y cinco
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mililitros de medio de écido félico AOAC Bacto "Difco" sin inocu~—
lar, sometido a las mismas condiciones que los tubos con la muestra
estandar y problema para con él, ajustar nuestro aparato a 100% de
trasmitancia al momento de efectuar nuestras lecturas.

2.- En el caso de Lactobacillus casei se utilizé la misma
técnica que para Streptococcus faecalis a diferencia de los medios -
de cultivo empleados que fueron : el agar lactobacilo AOAC Bacto

"Difco", para la conservacién de la cepa, el caldo Lactobacilo AO
AC Bacto "Difco" para preparar el indculo veinticuatro horas antes
de la prueba y el medio de Acido Félico-Casei Bacto "Difco", como
medio de cultivo para llevar a cabo la prueba.
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C.- CALCULOS.-

a) En el método quimico las operaciones que se llevan a -
cabo son las siguientes :

Se calcula la cantidad de écido félico en microgramos en ca
da mililitro de solucién empleando la siguiente férmula :

0.4 C(A, - Ay
(Ay+ A, -Ay-Ay)

3

en donde C es la concentracién de écido félico en microgramos por-
mililitro de solucién estandar y A1, Ay, A3, y A, desiganan la ab-
sorbancia de las soluciones en los respectivos tubos indicados.

a) Calculos para el Método Quimico.

1.- Partiendo de la base de que la mezcla vitaminica ndme

ro uno contiene en cada gramo de problema 3,620 microgramos de -
Gcido félico, se llevaron a cabo los siguientes célculos :

3,620 mcg. de dcido félico 1000 mg. de -

Muestra

100 mcg. X

X = 27.62 mg. de mezcla con 100 mcg. de Gcido félico.
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Si hacemos una dilucién a 200 ml. con 55.2 mg.
de mezcla, tendremos que en 55.2 mg. hay (200-
mcg. de écido félico), por lo tanto :

55.2 mg. de muestra 200 ml.

X 1 ml.

SOLUCION A,

X =1 mcg. de écido félico / mililitro.
Si de la solucién A tomamos 5 mililitro y diluimos a 100, seré:

(5 mcg. de écido félico........ 5ml. 100 ml.

X 1 ml.

SOLUCION B.

X =10 mcg. de &cido félico/mililitro de solucién.

Esto es en cada mililitro de la solucién B tendremos 10 micro-

gramos de acido félico.

[1.- La mezcla vitaminica ndmero dos contiene en cada gramo

de problema 0.30 mg. de dcido fdlico, por lo tanto tendremos :
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0.30 mg. de écido félico 1000 mg. de mezcla.

100 mg. X

X = 33.333 mg. de mezcla con 100 mg. de dcido félico.

Si hacemos una dilucién a 1000 mililitros con 100 miligramos
de muestra tendremos :

100 mg. 1000 ml.

X 1 ml.

SOLUCION A"

X = 100 microgramos / mililitro de dcido félico.

Si de la solucién A’ tomamos 10 mililitros (1000 mcg. de é&ci
do félico y lo llevo a 100 mililitros obtengo :

10 ml. 100 ml.

X 1 ml.

X = 10 microgramos de dcido félico / mililitro de solucién.

.- En lo que se refiere a la solucion estandar 5e foman-

50 miligramos de écido félico U.S. P. y se diluyen a 100 -
mililitros quedando de la siguiente forma:
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50 mg. 100 ml.

SOLUCION "q".

X = 500 mcg. de dcido félico / mililitro de solucién.

Si de ésta solucién tomamos 10 mililitros (5000 mcg. de &ci—
do félico) y aforamos a 100 mililitros, tendremos :

10 ml. 100 ml.

X 1 ml.

SOLUCION "b".

X = 50 mcg. de écido félico / mililitro de solucién.
Si tomamos de ésta 2 mililitros y diluimos a 10 mililitros, -

tendremos que en 2 mililitros hay (100 mcg. de dcido félico),
por lo tanto :

2 ml. 100 ml.

X 1 ml.
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X =10 mcg. de écido félico / mililitro de solucidn.

O sea en cada mililitro de la solucién "c¢" texdremos 10 mcg.
de 4cido félico.

b) Cadlculos para el método Microbiolégico :

En el método microbiolégico los cdlculos que se llevan a cabo
son de la siguiente manera :

Lecturas de tubo en Lecturas de tubo en
el espectrofotémetro . el espectrofotémetro.
Concentracién estandar estandar Problemas Problemas
N2 1 Ne 2 Ne 1 N2 2
2 ng/ml. 2 ng/ ml. 2 ng/ ml.
0 A A a o
] B B! b b
1.5 & c' g ¢!
2 D D! d d'
3 E ' . o
4 F F! f i




Estandar :

Problema :

200
200
200
200
200
200

200

200
200
200

200

Logaritmo natural :

0
)

]

5

—(A+A) =Y,
(B+B') =Y,
(C+C) =Y,
(D+DY) =Y,
(E+E) =Y,
(F+F') =Y,
(G+ey=Y,
(c + ¢) =X

I

29
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3 = K5
4 = K6
5 = K7

A continuacién se hace una curva estandar, como se mues—
tra en la gréfica nimero uno, en la cudl se grafica el logaritmo na
tural contra el resultado obtenido del estandar, después se localizan
los puntos problema para encontrar su logaritmo correspondiente.= =
Ver la grdfica ndmero dos.

Ahora se resta el logaritmo problema menos el logaritmo -
tedrico :

K3 = K3 = X3
K4 = K4/ = X4
K6 = K6, = Xé
- X
X = 3
X
2

R = antilogartimo (X = Xf) mg/ g

Los resultados obtenidos tendrén que ser lo més parecidos =
a fas cifras permitidas, que marcan las especificaciones, siendo en la
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mezcla vitaminica ndmero uno :

Limite inferior 3.18 mg / g.
Limite medio 3.62mg/ g.
Limite superior 4,06 mg/ g.

El limite tedrico en gramos corresponde @ 00362, siendo -
su longaritmo 3.5587.

Para la mezcla vitaminica ndmero dos, los Iimites son :

Limite inferior 0.27 mg/ g.
Limite medio 0.30 mg / g.
Limite superior 0.33mg/ g.

El limite tedrico en gramos corresponde a 0.00030 y su Iogg_;
ritmo es 4.4771.

Calculos para el método Microbiolégico .-

Mezcla vitaminica nGmero uno .-

La mezcla vitaminica ndmero uno, contiene en cada gramo de
esta mezcla, 3.620 mcg. de dcido f8lico, por lo tanto tendremos los

siguientes calculos ¢
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3,620 mcg. de dacido félico 1000 mg. de -
Mezcla
200 mcg. de écido félico X mg. de mezcla.

X = 55.24 mg. de mezcla (200 mcg. de écido félico), y si hacemos
una dilucién a 100 ml. nos dard el siguiente resultado :

55.24 100 ml.

X 1 ml.

SOLUCION "a"

X =2mcg.de dcido félico / mililitro de solucién.

Si de ésta solucién tomamos 1 mililitro y lo aforamos a 100
mililitros, tendremos que en cada mililitro hay (2 mcg. de-
dcido félico).

1 ml. 100 ml.

SOLUCION "b"

X = 0.02 meg. de dcido félico / mililitro de solucién.

Si de la solucién "b" tomamos 10 ml. y diluimos a 100 -
mililitros, tendremos que en 10 mililitros (0.2 meg / ml).



33

10 ml. 100 ml.
X 1 ml.
SOLUCION "¢"

X = 2 ng. de 4cido félico / mililitro de solucién.

Por lo tanto en cada mililitro de la solucién "c", tendre- -

mos : 2 ng. de 4cido félico.

Mezcla vitaminica ndmero dos .-

La mezcla vitaminica ndmero dos, contiene en cada gramo de
problema 0.30 mg. de 4cido félico, por tanto se siguen los siguientes
calculos :

0.30 mg. de écido félico / 1 g. de mezcla.

300 mcg. deécido félico 1 g. de mezcla.

50 mcg. de écido félico X g. de mezcla.

X =0.16 g. por lo tanto en 0.16 g. de mezcla tendremos -
50 mcg. de Gcido félico, esto es, si hacemos una dilucién

tendremos :

0.16 g. de muestra 250 ml.

X I ml.
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SOLUCION. o'

X = 0.200 mcg. de écido félico / ml. de solucién.

Si de aqui tomamos 5 ml. ( 1.0 mcg / ml) y los llevamos
a 500 ml. tendremos :

5 ml. 500 ml.

X 1 ml.

SOLUCION b'

X = 2 mcg. de 4cido félico / mililitro de solucién.

Haciendo una nueva dilucién, tomando 10 ml. (20 mcg) y -
aforamos a 200 ml, tendremos :

10 ml. 200 ml.

X 1 ml.

SOLUCION ¢!

X =100 ng. de Gcido félico / mililitro de solucién.

Y por Gltimo si tomamos 10 ml. (1000ng) y los llevamos a -
500 ml. para tener :
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10 ml. 500 ml,

SOLUCION d'

Por lo tanto en 1 ml. de la solucién d' tendremos 2 ng. -
de dcido félico.

Solucién estandar :

Si tomamos 50 mg. de 4cido félico USP y hacemos una -
dilucién a 250 ml, tendremos :

50 mg. 250 ml.

X 1 ml.

SOLUCION A

X =200 mcg. de dcido félico / mililitro de solucién.
Si de la solucién A, tomamos 5 ml. y los diluimos a 500 -

mililitros tendremos: Qué en cada 5 mililitros hay (10000 -
mcg) entonces..

5 ml. 500 ml.

X 1 ml.
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SOLUCION B

X = 2 mcg. de Gcido félico / mililitro de solucién.

Si de la solucién B tomamos 10 ml. (20 mcg.) y los dilui—
mos a 200 ml, tendremos :

10 ml. 200 ml.

X 1 ml.

SOLUCION C

X = 100 ng. de é4cido félico / mililitro de solucién.

Si de la soluciénC tomames10 ml, y aforamos a 500 ml, teni.
endo en cuenta que en 10 ml (1000 ng) tendremos :

10 ml 500 ml.

X 1 ml.

SOLUCION D

X =2 ng. de dcido félico / mililitro de solucién.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto se trabajaron ambas
técnicas simulténeamente durante é meses proporcionados los -
siguientes resultados :
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565
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CUADRO NUMERO UNO.
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO.
* POR_LOS METODOS QUIMICO Y MICROBIOLOGICOS.

MICROBIOLOGICOS. QUIMICG. .
Acido félico mg/g. Acido Félico mg/g. Acido félico mg/g Acido félico mg/g
de muestra de muestra de muestra de muestra
Concentracién Cono Utilizando: Utilizando:
cida. Lactobacillus casei. Streptococcus faecalis

0.0
0.2503%

0.4997
047560

0.9994

144980

2.0%369 .

244900
2.9950
3.5412
4,0003
44,5792
50454
544910
6.0893
644879
649974

%+ 5064
4.0558
4,5019
5.0129
55002
5.9758
6.4986

6.28%

0.2010
0.8006

1.7968
2.5990
342102
3.9142
4,5019
541003

5.6008
6.1019

6.603%2
7.2042



0.25
0.50

0.75
1.0

4,0

4.5
5.0
5e5
6.0
6.5
7.0
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CUADRO NUMERO DOS.
- CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO.

POR LOS METODOS QUIMICO. Y MICROBIOLOGICOS.

MICROBIOLOGICOS, QUIMICO
Acido félico mg/g. Acice félico mg/g Acido félico mg/g Acido fSlico mg/g
de muestra de muestra de muestra de muestra
Concentracién Cono  Utilizando: Utilizando:
cida. Lactobacillus casei Streptococcus faecalis.
0.0 0.0 0.0
024956 0.2501 0.0
0.5015 0.4997 0.0
0.7509 0.7497 0.0
1.025% 0.9970 0.0
145047 1.5028 0.2004
2,0018 1.9998 0e7994
245%20 265160 18005
%,0172 2.9843 2.6066
| 3,493 3.4995 3,2090
3%.9816 4,0596 3%.9019
4,5043% 4,4891 4,4903%
5.0293 4.,9873 5.0998%
54898 5.4827 56026
6.12%5 62100 60937
644993 605100 645997
7 7.103%2 7.0054 7-"955_
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CUADRO NUMERO TRES.
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO
POR LOS METODOS QUIMICO MICROBIOLOGICOS.

MICROBIOLOGICOS. QUIMICO... .
Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g
de muestra de muestra de muestra de muesira

Concentracién Cono  Utilizando: Utilizando:

cida. Lactobacillus casei Streptococcus Faecalis.
0.0 0.0 0.0 0.0
0.25 0.2501 0.2496 0.0
0.50 0.5002 0.5012 ) 0.0
0.75 0a 7485 0.7570 0.0
1.0 1.0056 1.004% 0.0
15 1.5032 145037 0.210%
2.0 241579 240564 0.8100
25 2.5180 2.4875 18143
3.0 341504 %3.0025 2.6054
3.5 3.4895 2.5016 2.2042
4,0 4,0065 4,0577 %8996
4.5 4.5490 4,5198 4.5008
5.0 5.0297 51832 5.1056
55 545212 5.4993 55992
6.0 5.9997 6.0109 ' 61124
6.5 645001 6.5009 6.6008

70010 . 240132 7 +2009

740
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MICROBIOLOGICOS. QUIMICO.
Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g
de muestra de muestra de muestra de muestra

Concentracién Cono Utilizando: Utilizando:

cida. Lactobacillus casei Streptococcus faecalis.
0.0 0.0 0.0 0.0
0.25 - 042500 0.2503% 0.0
0.50 0.2004 0.5008 0.0
0.75 0.7518 0.7519 0.0
1.0 1.0101 1.0111 0.0
1¢5 1.5019 15022 0.20%8
2.0 2.0655 2.0198 0.803%
245 245133 245014 1.8038
%40 3.,0542 %.0370 246003
5e5 35090 345025 3.2078
4.0 549961 44,0563 3.9052
4.5 45441 4.5036 44975
540 5.03%48 50611 5.1019
5e5 545000 54940 ' 5‘.6(.)'1;2 h
6.0 6.0708 6.0655 | 6.1043
65 644957 645031 646009
7.0 7.0538 740027 1199

= 43 =

CUADRO NUMERO CUATRO.
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO,

POR METODOS QUIMICO Y MICROBIOLOGICOS.




de acido

’

conc. practica

mg/

114

104

44

Cuantificacion de acido folico quimicamente puro

por los metgdos guimico y microbiologico..

metodo quimico- — . ___ | Q

metodo microbiologico . _M

. - . ' s ; : i
1 2 3 a 5 6 | 7 , 8
conc teorica de acido

'.
lico m



= 45 =

CUADRO NUMERO CINCO.,
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO EN LA MEZCLA VITAMINICA.
NUMERO UNO, POR EL METODO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO.

MICROBIOLOGICO QUIMICO LIMITES.
Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g
de muestra de muestra de muestra de muestra

Utilizando: Utilizando:

Lactobacillus casei Estreptococcus faecalis

utilizendo: utilizzndo:
Lactobacillus casei sstreptococcus
faecalis

2175 34180 2.€964
%,20% %419 2.5510
36186 34,201 2.6599 Fe18
= ; — ) - Inferior
34195 3,187 %.1110
3.187 3177 2.9999
Promedio: 3.189 Promedio: %5.188 Promedio: 2.803%6
3.616 3,582 2.8000
) 3,617 3,620 ' 2,5768
3,623 3,623 3.5700 362
) Medio
34639 34632 343700
2 o544 3,647 3,2816
Promedio: 3.627 Promedio: 3.620 Promedio: 3.279
4,052 4,058 249026
4,058 4,058 3,9493
440671 4,058 348541 - 4406
) ) ) ] ) o Superior
4,065 4,064 3.9576
4,070 ; 4,067 348541

Promedio: 4,061 Promecio: 4,061 Promedio: 3,9035

n
€
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CUADRO NUMERO SEIS.
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO EN LA MEZCLA VITAMINICA,
NUMERO DOS, POR EL METODO QUIMICO Y MICROBIOLOGICO.

MICROBIOLOGICOS QUIMICOS LIMITES.

Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g Acido félico mg/g

de muestra de muestra de muestra de muestra
Utilizando: Utilizando:

Lactobacill us casei Estreptococcus faecalis.

0.2705 042714 X
0.2699 0.2699 X
0.2700 0.2703% X 0.27
I nferior
0.2699 0.2694 X
0.2703 0.2712 X
Promcaio: 0.2701 Promedio 0,2704
0.2994 0.3016 - X
0.3000 0.3018 X
0.3002 0.3006 X 0430
Medio
0.2996 0.%002 X
03001 0.3001 X
Promedio: 0.2998 Promedio: 0.3010
0.3300 0.3311 X
0.3%00 0.3%293 X
0.33%00 0.3286 X 0.33
o4 Superior
063294 0.3308 X
0.3%06 0.3301 _ o X

pdio: 0,35300  Promedio: 0.3299
Promedio: Oe72
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IV.- RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos por triplicado al cuantificar el acido
félico quimicamente puro, por los métodos quimicos y microbiolégicos,
se pueden observar en los cuadros ndmero uno, dos y tres, (grdficas
tres, cuatro y cinco). En el cuadro ndmero cuatro (gréfica seis), se
reporta el valor promedio obtenido de éstas tres repeticiones, y pue-
de observarse que el écido félico no puede determinarse por el méto
do quimico; a concentraciones de 0 a 1.0 miligramos / gramo, en -
concentraciones comprendidas entre 1.5 mg/g a 3.5 mg / g, los va-
lores obtenidos son més bajos que los reales y en el rango de 4.5 a
7.0 mg / g. son ligeramente mayores que los valores reales.

En cuanto al método microbiolégico es bastante exacto y =
funciona bien en el intervalo de congentracién de écido félico de -

Oa 7.0 mg/ g. de muestra.

Respecto a la determinacién del édcido félico en la mezcla-
vitaminica ndmero dos (cuadro nGmero seis, gréfica ndmero ocho), al
emplear el método quimico no se pudo cuantificar esta pequefia can=
tidad de 4cido félico por no ser sensible el método, en combio cuan
do se utiliza el método microbiolégico con los dos microorganismos, -
la prueba responde muy bien.

En la mezcla vitaminica ndmero uno, en cuya composicién =
existe una concentracién mayor de dcido félico, los resultados obte—
nidos de la cuantificacién por el método quimico,, indican que son -
menores que los valores conocidos y de nuevo se demuestra que el -
método microbiolégico funciona muy bien o estas concentraciones de

deido félico. (Observar el cuadro nimero cinco y la gréfica nimero
siete) .
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Al analizar los resultados obtenidos se observa que los dos -
”, L Bl . .
métodos utilizados presentan ventajas y desventajas.

Entre las ventajas del método quimico se encuentran: 12 su
rapidez, ya que puede llevarse a cabo en un periodo de tiempo de-
3 a 4 horas, 22 su utilizacién en el control analitico de materia pri
ma en donde se emplean altas concentraciones de Gcido; pero a cam
bio de esto tiene varias desventajas como son: 12 la falta de sen—
sibilidad a pequefias concentraciones de dcido félico, 22 los errores-
en su determinacién son mds grandes que en les métodos microbiolé—
gicos, 32 no son especificos ya que las reacciones coloridas que son
las bases de los métodos espectrofotométricos, fluorométricos y foto-
métriccs cuantitivos unicamente indican ciertos grupos funcionales o -
parte relevante de la molécula del dcido félico, 42 presentan pro_
blemas de interferencia con diversos componentes de la preparacién -

multivitaminica.

Los métodos microbiolégicos tienen como ventajas su gran =
sensibilidad, son altamente especificos y algunas veces no presentan
problemas de interferencia con otras substancias de la preparacién =
vitaminica, su desventaja principal es el tiempo, ya queson més tdr
dados que los métodos quimicos.

En cuanto a nuestro trabajo encontramos que en .la dosifica-

cién del écido félico en mezclas multivitaminicas, se puede utilizar
indistintamente a Streptococcus faecalis o a Lactabacillus casei.
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V.- RESUMEN

En el presente trabajo, se comparan dos metodologias de -
cuantificacién del 4cido félico en preparaciones multivitaminicas em
pleando para ello un método quimico de tipo fotométrico ( método -
del U.S.P.) y el método microbiolégico.

Los resultados encontrados indican que en las preparaciones
farmacedticas utilizadas, el método quimico no es sensible. a bajas -
concentraciones de dcido félico comprendidas entre 0.27 - 0.33 mi-
ligramos por gramo de muestra, en la concentracién de 3.18 a 4.06
los valores obtenidos son mds bajos que los valores reales, pudiendo
deberse esto posiblemente a alguna interferencia de los componentes-
de la preparacion.

El método microbiolégico es muy exacto y trabaja perfecta—
mente en el rango de concentracién de las preparaciones farmacedti-
cas analizadas de 0.27 a 0.33 miligramos por gramo de muestra, -
ademés se puede utilizar indistintamente como microorganismo pruebe
en la determinacién a Streptrococcus faecalis o a Lactobacillus casei .
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