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INTRODUCCION. 

La utilización de las vitaminas en forma creciente en los pre 
parados farmacéuticos, hace que su determinación sea de mucha im-= 
portancia en la Industria Farmacéutica así mismo origina numerosos -
problemas al químico analista ya que durante su almacenaje pierden 
su potencia o interaccionan dando origen a muchos productos que in '. 
terfieren en su .cuantificación. 

Algunos de los factores que generalmente son responsables de 
la inestabilidad de las vitaminas en las preparaciones multivitaminlcas 
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, aminoácidos etc . 3) La cantidad de agua presente en la­
preparación, 4) Las condiciones de almacenaje como son recipientes, 
temperatura, luz etc. 5) lncompatibil idad de la~ v.itaminas .- A lgu­
nas veces los aditivos y diluyentes pueden alterar su estabil idad de­
bido a que introducen agua, contaminantes del tipo de metales meno 
res o modifican el pH • 

Para la determinación de las vitaminas se han utilizado los -
métodos biológicos, químicos, fisicoquímicos y microbiológicos . 

Los métodos biológicos fueron los primeramente utilizados y -
posteriormente se desarrollan los químicos, fisicoquimicos y microbio­
lógicos para reemplazar a los primeros. 

Para la clasificación del ácido fólico por el método biológico 
se utilizan los pollos como animales mas recomendables, ya que en -
ausencia del ácido los pollos tiene un desarrollo muy precario en c~m 

paraci6n con los onimales que reciben la diete, ~n gn;miw~i r ~~ ~ 
mueren rápidamente. 

Del l y Hogan valoraron el ácido fólico en pollos empledndo­
una dieta purificada.- Campell utiliza un método profiláctico basa-
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do en la determinación del crecimiento y en la prevención de la ane 
mio en pollos de un día de nacidos sometidos a una dieta basal. 

Después de una serie de investigaciones a nivel de laboratorio, 
se ha podido establecer el efecto biológico que tiene el ácido fól ico 
sobre el crecimiento de los pollos, de su acción antianémica y actual 
mente se considera que el ácido fólico es idéntico a esfá muy relacio 
nado con el factor de maduración de los glóbulos rojos. 

También se ha empleado en la dosificación del ácido fólico ­
como animales de experimentación a la rata y al mono. 

Los métodos biológicos son utilizados cada vez menos debido 
a que son muy caros, tardados y con un 1 ími te de error grande cuan 
do son comparados con otros métodos.- Se emplean cuando no se :: 
dispone de otra metodología para la cuantificación de las vitaminas. 

Actualmente los métodos que se utilizan para la valoración -
del ác ido fólico en preparados farmacéuticos se clasifican en la ca 
tegoría siguiente: 

a) Métodos químicos y fisicoquímicos. 

b) Método. microbio lógico. 

En la primera categoría se incluyen la determinación espec- -
trofométrica por absorción de luz ultravioleta, el método fluorométri­
co, el métodofotométricoqueeselofiéiald~~ laU..S . P.,, cromatografía de 
capa fina, determinación polarográfica en solución amortiguadora a -
pH de 9 .O y determinación polarográfica en solución de hidróxido de 

tetramet!lamonlo . ( 4) 

El método microbiológico utiliza como microorganismo de 
prueba a Streptococcus faecali-s. 
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La presente tesis tiene como objeto realizar un estudio técni­
co-práctico comparativo, entre dos metodologías de cuantificación -
del ácido fólico en productos farmacéuticos, empleando para ello 
el método fotométrico y el método microbiológico, para tratar de 
saber cuál de los dos es el más recomendable para nuestro propósito. 
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11 . - GENERALIDADES.-

La historia del ácido fólico es de especial interés. debido a la 
ampl ia di versidad de investigaciones en los campos de la deficiencia 
humana, enfermedades, nutrición animal y microbiología, que dieron­
como resultado la identificación de una vitamrna que es de importan 
cía fundamenta l en el metabolismo celular.- C ronológicamente la -: 
historia empieza en 1931 cuando Wills desc ribió una a nem ia macrocí 
tica, general mente en asociación con e l e mbarazo en una mujer hin 
dú en Bombay, la que respondió a la terapia con levadu ra a utol izada 
da .- Wills y sus asoc iados (1932) intentaron demostrar que una a ne 
mio macrocitica simil ar podría ser producida en monos al ser al imen-: 
todos con la misma clase de d ieta ingerida por sus pacientes. 

Además encontraron que la anemia macrocilica respondía al -
extracto crudo de hígado pero no a la fracci ón que es efectiva en -
el tratamiento de la anem ia pern iciosa . La substancia . efectiva para 
el tratamiento de la a nemia macrocítica nu tri cional presente en leva 
duras e hígado vino a ser conocida como facto r Wills . - ( -6- ) .:­
Un poco después, en los Estados Uni dos, Doy y asociados ( 1935-1938) 
descubrieron un síndrome de defi c ienc ia en monos caracterizado por 
anemia, leucopenia, gingiv itis y diarrea que podía ser corregido con 
levaduras de cerveza seca pero no por alguno de los componentes del 
complejo de la vita mi na B. 

Ellos llamaron al factor desconocido V ita mina M. 

Por .ese tiempo , Stokstad y Man:1ing (1938) y Hagan y Parrott 
(1940) descrfbieron un síndrome de deficiencia en pollos caracteriza­
dos por anemia y fal las en el c recimiento .- La deficiencia podía ser 

corregida por la in gestión de muchas subsfanc 1as 11"lc /uyél'l cl6 
el las las levaduras . - Este grupo de cient ífi cos llamó a la substancia 
presente en la d ieta es'encia l, vitami na Be . ( - 16 -) • 
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A princ1p1os de 1940, Jos microbiologos se avocaron a la -
identificación de nutrientes esenciales para los microorganismos .-Snell 
y Peterson (1940) descubrieron que los extractos de hígado y otras -
substancias al ser adsorbidas con carbón 11 Norita 11 en el eluído se en 
centraba 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 ácido de compos ició n química -
desconocida que era . necesaric:i pa ra e l c reci mien to de S tr~ptococc us~ 
lact is R ., Streptococ cus ~aeccilis y L . ca sei .- Reconocieron .gue éste 
á c ido era similar en propredades químicas y fisiol ógicas a los extrae 
tos esenciales para el crecimiento de microorganismos previamente -
ob tenidos de hígado y levaduras.- Debido a que obtuv'ie.r.om este áci 
do de las hojas de la espinaca lo llamaron ácido fólico (- 6 - ) . -

Las investigaciones de los nutricionistas y los microbiólogos -
se interfirieron cuando ltutchings y asociados (1941) observaron que 
la vitamina Be y el factor L . casei .• - eran in tercambiables en sapo.!:_ 
tar el crecimiento bacteriano y aviariO. 

En 1943, Pfiffner y colaboradores logra ron c ristalizar la vitqmi 
na Be del hígado y demostra ron la gran actividad del compuesto paro 
estimular el crecimien to de L.- casei y Streptococcus faecal is y en 
la corrección ··de la a nemia y deficiencia s nutr icionales asociadas en­
el pollo . - Posteriormente, Doy y asociados en 1945 administraron 
la vitamina Be crista lina a monos con deficiénc ia. en vitaminas M y -
corrigieron el desorden nu tric ional . 

A 1 darse cuenta de que el fac tor L. casei , la vitamina M y 

la vitamina Be eran probablemente indénticas, se acrecentó el inte-

' · 1 'd t'f' 11 
" ' d ' t 't ' ' r¡ r 1 

res -en a 1 en 1 scac ion qu1m1ca e es a v1 amina .- t progreso tue 
interferido por la pequeña cantidad de material que podio ser obtel')i 
do de fü entes na tura les tales como levaduras y el hígado .- Ademó;-
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la investigaci ón se complico por inconsistencias en las reacciones 
me tabólicas de mic roorganismos y pollos, un problema que finalmente 
fué resuelto al demostrarse la naturaleza múltiple de la vitamina.- -
Afortunadamente los investigadores de los laboratorios Lederle descu­
bri e ron un microorganismo, perteneciente al género Corynebacterium­
el cuán a l crecer en medio de cultivo sinterizaba un factor necesa­
rio para el desarrollo de Lactobacillüs casei . - Este factor fué lla­
mado factor de fermentación para L . case í .- (Hutc hings, 1944) . - El 
factor fué ident ificado quimicamente co mo un con jugado de l ácido fó 
lico (Angier, 1946) .- (- 16 - ) • -

Poco después, la vitamina Be obtenida del higado fué identi 
f icoda como ácido fól ico .- Posteriormente otro conjugado fué obteni 
do de la levadura. - La síntesis del ácido fól ico fué ll evada a cab-; 
por (Angier, 1946) y la vitamina y sus con jugados estuv ieron disponi 
bles pa ra someterse a estud ios c linicos y b iológicos . - De interés p~r 
ticu lar fué el hecho de que pudieron ser al iv iados por tratamiento ~n 
la vitamina, las lesiones hematológicas au nque no las les iones nurál­
gicas de la anem ia perniciosa adi sson iana. 

Poco despiés del ais lamien to y de la identificación qu1m1ca -
del ácido fólico, el fac to r de la dnemia pern iciosa del higado fué -
también cristal izado . - Las va riacion es de las funciones independien 
tes e interdependientes de estos dos vitam inas en el metabolismo ce= 
lular y la hematopoyésis ha probado ser una de las historias más fas­
cinantes en la Bio logía . 

El ácido fólico, N - ácido glutá mico 4-

minimo 
-L (+), 

4- hidroxi -6 - pteri di l) -metil 

tiene la sigu ien te fórmu lo es tructural : 

NOTA : ver página sigu iente . 

(2 a 
amino benzoil 
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,- -. 
1 1 
1 1 

O 1 COOH 1 
ti 1 1 1 

- C-rNH-CH-CH2-CHz-CO OH 1 
1 
1 

o . ' . ,_ 
e.e . f. 'é'lm 1t\Q cx:!<Y?:C'\C.O 

,. " 
~·C.· ~l..U'tCIMCco 

3e encue nt r a <:; n l a na tt.:.ra l ez a , s o:i. o -;/ en f or ;:w. ie conj uga-

G. 03 en l a que ;:iás de una moléc ula G. e tc i G.o c; lutánico está-

incorpo=~da en l a es tructura .- ~l ~at erial obt~ nido de los 

c:lltivos d .. Cor ynebac t erium sp . cont i ene tres variedade s -

ce áciG.o Blut~ico en l a molécula y puede n se= des i gnados-

quí =icaoer.t e cowo pteroil -~ - •;l uta;;iil -~- ; lut2.::lil ácido-

;lut5~ ico.- ~l produc t o ob tenido de l a l e7ad~=a contiene -

un tot a l de siete ooléculas de ác i do glutác ico y puede ser 

dcsi c:;n:;.do cowo: pt eroil - hexa -~- gluta;;iil - 2.cié.o ¡;lutá-

c ico.- : n las ;;i e~branas de lo s mamíf e=os se encuentran pr~ 

s .:: ntes enz i mas ll ;:;_madas "conju¡;asas" que lic -~= 2.11 ácido f6-

lico de lo s conjugados .- Debido a que la mayo=ía de l ácic o 

fÓli co in~erido en la dieta es en for8a conj~;ada, la im -

portancia biol6: i ca ie ésta s enzim3s es obvia.- Ct ra carac 

terís tica que es de . i nterés biol6Eico en la qul::;ic a del á-

cido f6l i co, es la presencia del ácido para-a;:iinobenz6ico 

y ácido glutá::iico en su molécula.- ~l aéi¿o f6lico es d e -

gran i cportancia en e l crecimiento y división de las célu-

las, incl uyendo r.i icrcorganismos. 
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La estructura compleja del ácido fólico ha dado a los quími­
cos la oportunidad de sintetizar una gran variedad de análogos, va­
rios de ellos actuando como antivitaminas .- La alta toxicidad de -
varios análogos atestiguan la importancia biolpgica de la vitamina ...... 
Antagonis tas del ácido fólico han encontrado una aplicación terapéuti 
ca limitada en el tratamiento de la anemia aguda. -

A través de las numerosas investigaciones para llegar al co­
nocimiento químico del ácido fól ico últimamente convertido en un .:. 
ple compuesto, se ha llegado a la conclusión de que no es necesario 
una terminológia confusa El término ácido fólico se introdujo por -
Mitchell (1941) para designar la substancia aislada de la 'espinaca . 

Cuando la relación entre el ácido fólico y la vitamina esen­
cial en la nutrición animal fué· establecida, el término ácido fólico 
fué retenido para designar a la vitamina y aún pers iste a despecho -
de la identificación química de la vitamina como ácido pteroilglutá 
mico .- Sin embargo, el ácido fólico es el nombre oficial para el-: 
ácido pteroi lglutámico. (- 5 -) . 

El ácido fólico no presenta acciones farmacodinámicas, inclu 
so en dosis muy por endma de la necesaria para prevenir la defici~ 
cia nutricional. 

Los s~'"ntomas de la deficiencia de ácido fólico son aparente-­
mente el resultado de un defecto en el metabolismo celular relaciona 
do muy estrechamente con la síntesis de ios ácidos necléicos.- Sin-: 
embargo, no es sorprendente encontrar que una deficiencia de ácido 

fólico se manifiesto primeramente por una folla en la maduración y-

división celular; la primera evidencia que es observada consiste en 
una hematopoyésis anormal.- En animales experimentales y en el 
hombre lie . observa leucopenia y anemia macroc itica con hiperplacia 
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megaloblástica de los ligamentos óseos.- Otros síntomas están rela­
cionados al tracto gastrointestinal tales como diarrea y gingivitis.- -
En animales jóvenes la falta de crecimiento es un signo prominente -
de deficiencia de ácido fólico. -

El requerimiento humano de ácido fólico para la dieta es des 
conocido; la síntesis de la vitamina por la microflora intestina l y ;1 
bajo nivel de excreción urinaria complican el problema .- En base -
a los requerimientos de o tros an ima les se ha surgido ser de O . 1 a O .2 
mgm . diarios. 

En la orina apa rece muy poco ácido fó lico en indi viduos con 
una dieta normal balanceada, siendo el total diarios menor a diez -
microgramos . - Se presume que el ácido fó lico ingerido en la dieta­
es casi completamente ut ilizado o metabo l izado .- E 1 ácido fólico -
extradietario ingerido tal como es, ó en fo rma de algún derivado se 
absorbe rápidamente de l trac to in testi nal y de los sitios parentales -
de administración.- Después de la absorción, el ácido fólico es 
liberado de sus derivados por t'as enzimas presentes en los te jidos . - -
La cantidad del ácido que se excreta por la orina aumen ta con la -
dósis, y solamente una pequeña fracción aparece en la orina después 
de la ingestión oral de o .1 microgramos, pero puede exretarse un -
9C1'/o por el riñón cuando se ingiere una dósis de qu ince mic rogramos 
La mayor parte del ácido fólico aparece en la orina después ele seis 
horas y su excreción se completa hasta las veinticuatro horas .(-12-) 

Una porc1 on pequeña del ácido fólico ingerido aparece en la 
orina como ácido folínico . - La cantidad convertida a ácido folínico 
depende del contenido de ácido ascórbico en los tejidos y es muy -

reducida en individuos escorbúticos.· 
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El ácido fólico U.S.P. se presenta como polvo amarillo 
naranja . - E 1 ácido libre es 1 igeramente soluble en el agua, aunque 
forma sales con ácidos y bases lo que tienen una solubilidad en el -
agua limitada. la sal sódica es muy soluble en el agua.- Es inso- -
luble en la mayoría de los solventes orgánicos como la acetona, 
éter, cloroformo y benceno, sin embargo . es 1 igeramente soluble en -
et.ano! y butano!.-

Su fórmula empírica corresponde a C 19 H19 N 7 06 con un -
peso molecular de 441 .41 

La Tiamina., Riboflavina, Acido. Ascórbico3 Colina; H ipofosfito 
de calcio y el Sulfito de manganeso son responsables de su inestabi-
1 idad en preparaciones farmacéuticas. También es afectado considera 
b lemente por el oxigeno atmosférico, la luz, el ·pH y la temperatur~. 

Las preparaciones óficiales son las cápsulas de ácido fólico -
U . S .P ., ácido fólico U.S.P . inyectable y tabletas de ácido fólico 
U . S .P. Las cápsulas y las tabletas usualmente contienen cinco mili­
gramos de la vitamina. (- 5 -) 

Existen numerosas preparac iones en donde el ácido fólico se -
encuentra como un componente de mezclas multivitamínicas o está -
combinado con hierro y otras substancias y es utilizado para estimula r 

la hematopoyésis . 

La aplicación terapéutica primaria del ácicb fólico se enfoca 

al tratamiento de Jas anemias megoloblóstiCOS que ~Oíl QI rw~ wltg~9 -
de una deficiencia dietario o por la absorción intestinal de ácido 
fólico. 
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Desafortunadamente, el ácido fól ico se ha incorporado en 
las mezclas de drogas hematinicas .- Lo que se haya dicho acerca -
de las mezclas anti-anemia de acción rápida debe aplicarse particu­
larmente al ácido fólko . - Si las preparaciones que contienen ácido 
fól ico se usan indiscriminadamente para los tratamientos de anemias -
sin llevar diagnóstico diferenciales, los pacientes con anemias por -
deficiencia de hierro se fendrfon que sujeta r a inyecciones, en tanto 
que los pacientes con anemias perniciosas, que desprecién los exáme 
nes hematológicos, pueden_ desarrollar lesiones neuro lógicas irrepara.= 
bles, antes de que la verdadera naturaleza de la enfermedad sea re­
conocida . 

Es dudoso que el ácido fólico extradietario contri buya signi-­
ficativamente en el tra tamiento de los es tados nutricionales en la ma 
yor parte de los individuos .- Si se sospecha deficiencia de ácido -: 
fólico, se podrá preesc rib ir la vitamina como tal.- E 1 uso general i­
zado de las mezclas mult ivitam inicas que contienen ácido fólico ha ­
sido circunscri to a síndromes raros.- Los pacientes que desarrollaron 
una anem ia perniciosa mientras toman esas preparaciones vitamínicas"' 
pueden exhibir lesiones neurológicas sin la característica anemia 
macrocitica y as í presenta ran un problema de diagnósis diferencial -
más difici 1. 
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111 .- MATERIAL Y METODOS .-

PARTE EXPERIMENTAL.-

En México desde hace tiempo se lleva a cabo la determina-­
c1on de ácido fólico en productos farmacéuticos, siendo de especial 
interés para los laboratorios el método microbiológico en virtud de -
considerarse rriás preciso que e 1 método t¡uímico, lo cuál nos ha su-­
gerido hacer una comparación real e imparcial entre los dos métodos 
para así poder demostrar la superioridad y eficacia de una técnica o 
de la otra. 

Para poder llevar a cabo la comparac 1on entre el método 
químico y microbiológico, fué necesario usar diferentes concentracio­
nes de ácido fól ico químicamente puro y cuantificarlo empleando el -
método químico y microbiológico, con el propós ito de obtener una -
curvo de referencia .. curva que, nos permitirá observar las limítacio­
nes de ambos métodos al mismo tiempo que sus ventajas y desventa ­
jas. 

Las concentraciones de ácido fólico utilizadas varia ron desde 
O .O mg/g, 0.25 mg/g, 0 . 50 mg/g, 0.75 mg/g1 l .O mg/g, l .5 
mg/g, 2 .0 mg/g, 2.5 mg/g 3 .0 mg/g, 3.5 mglg1 4.0 mg/g, 4.5 -
mg/g

1
• 5 .0 mglg, 5.5 mglg, 6.0 mglg, 6 .5 mglg1 y 7 .0 mg/g. 

Esta determinación se repitió tres veces con el fin de poder -

obtener una curva promedio que nos propordonara.datos ·confiables · 

Después de obtenida dicha curva promedio, se procedió a la 
cuantificación del ácido fólico por el método químico y microbioló-
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gico en dos mezclas complejas de vitaminas preparadas en el labora 
torio farmacéutico.- Estas mezclas contenían una ccn tidad conocid; 
de ácido fólico a tres niveles de concentración que correspondían 
a el limite superior, el limite medio y el limite inferior de ácido -
fólico para cada una de las mezclas vitamínicas. 

La mezcla número uno se preparó como sigue 
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MATERIAS .PRIMAS CANTIDAD REQUERIDA 

UNIDAD CANTIDAD 

Acido fó~ico U.S.P ............. (**} g. l .1873 

Acido ascórbico U.S.P. (libre de-
calcio) ............................ g. 37.5000 

Fumarato ferroso U.S.P . granular ... . . g. 135.6000 

c encentrado hepato gástrico o •••••••• g. 80 ·ºººº 
V ita minas B 12 con concentrado de -
factor intrínseco .•••••.•.• • ••.••••. • g. 4 .0000 

Lactes hidratada U.S.P ••••••••• (***}g~ 49.1130 

Triturado de vitamina B 12 ...... (*) g. 4 .6000 

(*) • • .•••.••.••••..• • ••.•• La cantidad deberá ajustarse para tener -
4 .600 g. de O . 1 % de concentración 

(**) •••.••.•. .•. ••••. _ ••• A justarse la cantidad para tener 1 .100 -
g. de 100 % de concentración. 

(***) ••.•• .• .••.•.•..•. .• Cantidad suficiente para 312.000 g. 

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

MATERIAS PRIMAS : CANTIDAD REQUERIDA 

UNIDAD CANTIDAD 

Mononitrato de ti amina U . S . P ••..•••••.••. mg. 0.660 

Riboflavina U.S.P ••.••.•..• ct••••••• • •• • ••• mgº 0.440 

Clorhid rato de pixidoxina (libre de calcio) 
u . s . p . . • •. a • • • • • o • • • • • • • • o • o • • o • • •• o • o • o • mg • 0.660 

A c ido f ó 1 i co U • S. P •••• •• • • ••• ••• ••• (*) mg. 62.068 

Carbonato de ca le io U .S . P. denso.......... 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 11 A 11 cristales. (** ) ••• mg . 240.000 

Sulfato ferroso U .S . P •••••••••••••••••••..• g . 21 .000 

Aceite mineral ligero N .F. viscosidad 70 cp. 
eq u i va 1 en te ••••• •••. •• º • ••• º • •• •••• fl • • • • • • mg , 0.400 

Estearato de magnesio U . S .P ................ g. 3.770 

Vitamina A acetato + vitamina D
2 

500, 000 -
A/ 50, 000 . ..... ,. . ...... ... ..... . .. ..... . . . g. 2 .160 

Triturddo de vitamina B12 ··· · ······· ·(*** ) g . l . 300 

Azúcar en polvo con 3% de almid6n(****) •••• g . 28.2657 
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(* ) ... . ... •. . ..•. .A justar la cantidad pdra tener 57, 500 mg. de 
l 00°/o de concentración. 

(**) •...•....•..• A justar la cantidad para tener 240 mg. de 500 .000 
unidades de concentración. 

(* ** ) •.••••.••..• La cantidad deberá ajustarse para tener 1 .300 rg • · 
de O. l de concentración • 

(****) • •. ••.••••• Poner la cantidad suficiente para 190 .000 g. 

Peso total de la mezcla 190 g. 

Una· vez preparadas las mezclas se procedió a efectuar las 
determ inaciones siguientes : 

A) 

B) 

A) 

Determinación de ácido fólico en la mezclas vi-­
tamínicas por el método químico. 

Determinación de ácido fólico en la mezclas vita 
mínicas por el método microbiológico. 

Determinación de ácido fólico en las mezclas vita 
mínicas por el método químico : 

E 1 método sigui"ente (-20-) se emplea para la cuantificación de 
ác ido fól ico cuando es un ingred iente en preparaciones farmaéeúticas cont~ 
niendo otros constituyentes activos. 
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Preparación del estandar : 

Solución Stock : 

Disolver lentamente alrededor de 50 mg. de ácido fólico 
U .S .P. del estandar de referencia pesado exactamente, con 50 mili­
litros de agua y 2 mililitros de amoníaco T .S. en una matráz volu­
métrico de 100 mililitros, cuando el ácido fólico está disuelto se -
afora al volúmen y se mezcla. Agregando previamente unas cuantas 
gotas de tolueno y colocando luego en un sitio frío y protegido de -
la luz.- El día del ensayo, diluir una cantidad medida de la solu­
ción Stock, con solución de fosfato de potasio dibásico ( 1:33) para -
obtener una concentración de 10 mic rogramos de ácido fólico por 
mililitro.- Calc ular sobre base anhidra y obtener la preparación del 
estandar . 

Preparación de la muestra problema: 

Proceder de la misma manera, como en la preparación del 
estandar y obtener una solución de ácido fólico a una concentración 
de 10 microgramos por mililitro. 

Procedimiento : 

Prepara 4 recipientes adecuados, preferentemente vasos de 
50 mililitros de capacidad con tapón esmerilado, o tubos de centriTu 
ga y marcarlos respectivamente l, 2, 3, y 4. 

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

blema .- A los tubos número 2 y 4., ad:cfona~ U/1 Mili/if1'8 dQ Un(] f 
solución de permanganato de potasio ( 1:250) y a los tubos número -
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 Íos tubos de manera semejante: 

Añadir un mililitro de la solución de nitrito de sodio (1:50), 
más l mililitro de ácido clorhídrico 5 N y mezclar, dejar en reposo 
por 2 minutos; enseguida agregar l miliJitro de la solución de sulfa­
mato de amonio (1:20} y mezclar con movimiento giratorio hasta que 
todo el bióxido de nitrógeno este dispersado. 

Añadir un mili litr solución N- ( l naftil) etilendiamina -
clorhídrica (1:1000) cia r y dejar en reposo por 10 minutos. -
Agregar 4 gramos de c oruro de sodio Q .P. y 10 mililitros de aleo 
ho 1 isobutil ico .- Agitar vigorosamente por 2 minutos y centrifugar.-: 
Decantar la capa clara . sobrenadante y determi na r la absorbé:mcia en­
e! espectrofotómetro (Beckman Modelo) a una longitud de 550 mili­
mic ras, usando como b lanco una solución de alcohol insobutilico. 

B) Determinación de ácido fólico en la mezcla vitamínica -
por el método microbiológico. 

El método microbiológiFo para el c uanteo de ác ido fólico se 
basa en lo inhibic ión ó desarrollo de d terminados microorganismos -
en cuyo crecimiento es esencial el ácido fól ico como son Lactobac i~ 
llus casei y Streptococcus faecalis. 

El microorganismo debe ser es¡:ecifico para la vitamina y sus 
propiedades bioquímicas deben permanecer constantes después de los­
subcultivos prolongados, además de poseer un crecimiento rápido. 
E 1 cree imiento de éstos microorganismos es proporcional a la concen-

tración de ácido Fálico en la muestra problema y se puede me~ir ~v 
crec imiento por turbidimetría o valorando la cantidad de ácido produ 
ciclo . (Acidimetría). (-1-) (-7- ). -



20 

En todos los experimentos se preparó una curva estandar como 
señalan las técnicas de la AOAC, para ello se utilizaron dos micro­
orga nismos que se caracterizan po r su especial desarrollo en presencia · 
de ácido fól ico, y éstos son : 

a): Streptococcus faecalis ATCC 8043 

b) Loctobacillus casei ATCC 7469 

l.- Para el caso de Streptococcus faecalis se utilizó-un -
medio de cultivo conocido como medio de acido fólico AOAC !facto, 
" D ifco", que es un medio complemente 'é:Jesh idratado para el ensayo 
microbiol6gico del ácido fólico, es preparado de acuerdo a las espe 
cificaciones de los métodos oficiales de anál isis de la Asociación -
Oficial de Químicos Agrícolas (AOAC) . - Está libre de ácido fólico 
pero contiene todos los otros factores necesarios para el crecimiento 
del Streptococcus faecalis ATCC 8043. La adic ión del ácido fó!.i 
co en concentraciones especificas nos da un crecimiento de Streptoco 
ccus faecalis, que puede ser medido turbidimétricamente, o por ad­
dimetría. 

a) Preparación del inóculo .-

La cepa de Streptococcus faecal is se conserva por la inoc~ 
ladón en picadura en el medio de aga r lactobaci lo AOAC Bacto, 
"D ifco", seguida de una incubación a 37° (+ O .5 ºC) durante diez 
y ocho a veinticuatro horas., posterio rme11te los tubos se almacenaron 
en e 1 refrigerador.- Los cu 1 ti vos ~J.ºQ.S se prepararon cada semana 
y no son usados para la preparación del inóculo, si tienen más de una 
semana de antiguedad .- E 1 inócu lo para la prueba se preparj por -
subcultivos de la cepa de Streptococcus fa ecalis sembrada en un -
tubo contenido diez mililitros del medio de cu tivo Caldo Lactobacilo 



21 

AOAC Saeto, 11 Difco 11 
.- Después de diez y ocho a veinticuatro 

horas de incubación a 37'C. se centrifugaron las células bajo condicio­
nes asépticas y el liquido sobrenadante se decantó.- Las células se resus 
pendieron endiezmililitrosdeclorurodesodio estérilal0 .85% . -

b) Preparación de la curva estandar . 

Fué &lsencial que se hiciera una curva estandar para cada ensayo 
por separado, pues las ' condiciones de autoclave, tempa ratu ra de in­
cubación, etc., pueden infl uenc iar y alterar las lecturas de dicha­
curva .- La curva estandar se obtiéne usando ácido fólico a concen 
traciones de : 0, 2, 3, 4,6,8, 10, mi1im icrogramos /mililitro. 

Para esto se sigue la sigu iente metodología : 

Se disuelven cincuenta miligramos de ácidofó licodesecado' en 
treinta mili litros hidróxido. de sodio O .01 N . y trescientos de agua des- -
tilada .- Se ajusta la reacción hasta un pH de 7 .5 (+ O .5) con 
ácido clorohidrico diluido y se agrega más agüa destilada hasta da r un 
volumen final de quinientos m-ili litros, la solución resultante conten­
drá 100 microgramos de ácido fó1ico por mi lilitro .- Se co lOca una -
alicúota de diez miliíi tros de la solución en uri matráz aforado de 1000 -
mililitros y se agregan 500 mililitros de agua desti lado a fustando la ­
reacción hasta un pH de 7 . 5 (+O .5) con una solución de ácido clorhí 

drico y se afora a un 1 i tro . 

La solución resultante contiene un mic rogramo de acido fólico 
por mililitro~ .- Esta solución se diluye agregando 100 mililitros de 
la misma a 500 mililitros de agua _destilada ajustando la reacción a 

un pH de 7.5 {+ 0.5) y diluyendo Uíl litro 1;on 09ua destilada ~ 
ra da r una solución base conteniéndo l 00 mi licrogramos / md:f ltro 
de ácido fól<ico .- La solución estandar para la prueba se hace dilu 
yendo 10 mll ilitros de ésta solución base a 500 mililitros con agua-: 
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destilada para dar una solución conteniéndo 2 milimicrogramos / mi­
li 1 itro de ácido fól ico .- Se colocan O .O, l .O, 2 .O, 3 .O, 4 .O, 5 .p,mi­
li lit ros por tubo de cultivo. 

c) Cuantificación del ácido fólico. 

Para reh idratar el medio de ácido fólico AOAC Bacto 11 Difco 11 

se disuelven 11 gramos en l 00 mili litros de agua destilada y se cal i 
enta hasta ebul lición durante dos o tres minutos.- El ligero preci= 
pitado que se fo rma debe distribuirse perfectamente por agitac ión .- -
Se esteriliza en el autoc lave po.r quince minutos a q1Jince libras de p_!:..e 
s ión ( 121 o e .) . 

La inocu loción de 1 medio se rea 1 iza con la suspens ion de 
Streptocuccus faecalis en NaCL al O .85 %, colocando O .75 mi l il i­
tros de la suspensión pa cada 250 mililitros de médio . - A los tubos 
conteniendo cantidades de ácido fól ico de la muestra estandar y pro 
blem::i, se les añade 5 mililitros del medio anteriormente inoculado-: 
y, se afora a diez mililitros con agua destilada . 

Después, todos los tubos se someten a incubación a una tem­
peratura de 37ºC . du rante diez y ocho horas al fi na l de este tiempo 
se refrigeran los tubos por espacio de una hora con el objeto de de­
tener el desarrollo microb iano y así proceder a las lecturas. 

Las lecturas se hicieron en un fc. ~ocolorimetro Spectronic 20, 
utilizando una longi tud de onda de 620 milimicras. 

Es muy importante correr una muestra en blanco, que se pre­
para colocando en un tubo cinco mili litros de agua destilada y cinco 
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mililitros de medio de ácido fólico AOAC Bacto "Difco" sin inocu,.­
larr sometido a las mismas condiciones que los tubos con la muestra 
estandar y problema para con él, ajustar nuestro aparato a 100'% de 
trasmitan e ia a 1 momento de ef ec tu ar nuestras 1 ec turas. 

2.- En el caso de Lactobacillus casei se utilizó la misma 
técnica que para Streptococcus faecalis a diferencia de los medios -
de cultivo empreados que fueron : el agar lactobaci lo AOAC Bacto 
11 Difco11

, para la conservación de la cepa, el caldo Lactobacilo AO 
AC llacto 11 Difco 11 para preparar el iftóculo veinticuatro horas ante;­
de la prueba y el medio de Acido Fólico-Casei Bacto 11 Difco 11

, como 
medio de ·cultivo para llevar a cabo la prueba. 
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C. - CALCULOS.-

a) En el método químico las operaciones que se llevan a -
" cabo so11 las siguientes : 

Se calcul a la cantidad de ácido fól ice en mic rogramos en ca 
da mililitro de solución empleando la sigu ien te fó rmula : 

en donde C es la concentrac ión de ácido fól ico en mic rogramos por­
mi lilitro de soluc ión esta nda r y A1 .v A2, A3, y A4 desiganan la ab­
sorbancia de las soluc iones en los respectivos tubos in diCados . 

a) Cálc ulos para el Método Q uimico . 

l . - Part iendo de la base de que la mezcla vitamín ica núme 
ro uno contiene en cada gramo de problema 3, 620 mic rogramos de -
ác ido fólico1 se l leva r- m a cabo los siguientes cálculos : 

3, 620 mcg. de ácido fólico 

100 mcg . 

1000 mg . de -

Muestra 

X 

X = 27 .62 mg_. de mezc la con 100 mcg . de ác ido fól ico . 



l: 
r 
r 

' 

Si hacemos una dilución a 200 mi. con 55 .2 mg. 
de mezcla, tendremos que en 55 .2 mg. hay (200-
mcg. de ácido fólico), por lo tanto: 

55 .2 mg. de muestra 200 mi. ----
X 1 mi . 

SOLUCION A. 

X = mcg. de ácido fólico / mililitro. 
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Si de la solución A tomamos 5 mililitro y diluimos a 100, será: 

(5 mcg . de ácido fólico .•.•.. • . 5ml . 100 mi. 

X l mi. 

SOLUCION B. 

X = lO mcg. de ácido fólico/mililitro de solución . 

Esto es en cada mili litro de la solución B tendremos lO micro­

grarrios ·de áddo fól ico. 

11 .- La mezcla vitamínica número dos contiene en cada gramo 

de problema 0.30 mg. de ácido fólico, por lo tonto tendremos : 
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0.30 mg. de ácido fólico l 000 mg. de mezcla. -----
100 mg. X 

X = 33 .333 mg. de mezcla con 100 mg. de ácido fól ico. 

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

100 mg. 1000 mi. 

X l mi. 

SOLUCION A 1 

X = 100 microgramos / mililitro de ácido fólico. 

Si de la solución A' tomamos 10 mililitros (1000 mcg. de áci 
do fólico y lo llevo a 100 mililitros obtengo : 

10 mi. 100 mi. 

X l mi. 

X = 10 microgramos de ácido fólico /mililitro de soluci6n. 

111.- En lo que se refiere a la solución agt~nd~r SB toman "' 
50 mi 1 igramos de ácido fól ico U .S. P. y se di luyen a l 00 -
mililitros quedando de la siguiente fo rma: 
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50 ltlg. 100 mi. 

X 1 mi. 

SOLUCION 11 a 11
• 

X = 500 mcg . de ácido fólico / mililitro de solución . 

Si de ésta solución tomamos 10 mililitros (5000 mcg. de áci­
do fól ico) y aforamos a 100 mililitros, tendremos : 

10 mi . 100 mi. 

X 1 mi. 

SOLUCION 11 b11
• 

X = 50. mcg . de ácido fólico / milil itro de solución . 

Si tomamos de ésta 2 mililitros y diluímos a 10 mi lilitros, 
tendremos que en 2 mililitros hay (100 mcg . de ácido fólico) , 
por lo tanto : 

2 mi. 100 mi. 

X 1 mi. 
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X = 10 mcg. de ácido fálico/ mililitro de solución. 

O sea en cada mililitro de la solución 11 c 11 taidremos 10 mcg. 
de ácido fálico. 

b) Cálculos para el método Microbiológico : 

En e l método microbiológico los cálculos que se llevan a cabo 
son 'de la siguiente manera : 

Lecturas de tubo en 
· el espectrofotámetro . 

e oncentración estandar estandar 

N~ l N2 2 

2 ng/ml. 2 ng / mi. 

o A 

B 

1.5 e 

2 D 

3 E 

4 F 

5 G 

Lecturas de tubo en 
el espec trofotómetro . 

Problemas Problemas 

N2 l 

2 ng / mi. 

A' a ª' 
B' b b' 

e· c c' 

D' d d' 

E' e e' 

F' f f' 

G' g g' 



Estandar : 

2Q.O - ( A + A 1 
) = Y l · 

200 - : ( B .+ B ' ) = Y 2 

200 - ( e + e · ) = v 3 

200 - ( D + D') = Y 4 

200 - ( E + E') = :Y 
5 

200 - ( F + F ' ) = Y 
6 

200 - ( G + G 1
) = y 

7 

Problema : 

200 - (e + e' ) = X1 

200 - (d + d' ) = X2 

200 - (e + e' ) =X 3 

200 - (f + .f' ) -x - 4 

Logaritmo natura 1 : Mi 1i1 i tros estandar ~ 

o = 

::: 

1.5 = 

2 = 

29 
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3 = Ks 

4 = K6 

5 = K7 

A continuación se hace una curva estandar1 como se mues­
tra en la gráfica número uno, en la cuál 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 gráfica número dos. 

A hora se resta e 1 logaritmo prob 1 ema menos e 1 logaritmo 
teórico 

K3 .;. K3_. = X3,. 

K4 K41 = X4.-

Ks Ky = X5,. 

K6 K61 = X6, 

X 
x3 

= 

x6 
4 

R = anti Jogartímo (X = Xf) mg / 9 • 

Los resultados obtenidos tendrán que ser lo más parecidos -
a tas e ifras permitidas, que marcan las especificaciones, siendo en la 



mezclo vitamínico número uno 

Limite inferior 

Limite medio 

Limite superior 

3 .18 mg / g. 

3 .62 mg / g. 

4.06 mg / g . 
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E 1 1 imite teórico en gramos corresponde a 00362, siendo -
su longarítino 3 .5587. 

Paro la mez:cla vitamínico número dos, los límites son 

Limite inferior 

Limite medio 

Lim ite superior 

O .27 mg / g. 

O .30 mg / g. 

O .33 mg / g . 

El lím ite teórico en gramos corresponde a0.00030y su log~ 
ritmo es 4,.4771 • 

Cálculos para el método Mic robiológ ico .-

Mezclo vitamínica número uno.-

La mezcla vitamínica número uno, contiene en cada gramo de 
esta mezcla, 3 .620 mcg . de ácido folico, por lo tanto tendremos los 

siguientes cálculos : 
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3,620 mcg. de ácido fólico 1000 mg. de -

Mezcla 

· 200 mcg. de ácido fólico X mg. de mezcla. 

X = 55 .24 mg. de mezcla (200 mcg. de ácido fólico), y si hacemos 
una dilución a 100 mi. nos dará el siguiente resultado : 

55.24 100 mi. 

X l mi. 

SOLUCION 11
0

11 

X =2mcg.de ácido fólico/ mililitro de solución. 

Si de ésta solución tomamos l mililitro y lo aforamos a 100 
mililitros, tendremos que en cada mililitro hay (2 mcg. de­
ácido fólico). 

1 mi. 100 mi. 

X l mi. 

SOLUCION "b'' 

X= 0.02 mcg. de ácido fálico/ mililitro de solución. 

Si de la solución 11 b11 tomamos 10 mi . y diluimos a 100 
mililitros, tendremos que en 10 milil itros (0.2 mcg / mi). 
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10 mi. l 00 mi. 

X l mi. 

SOLUCION 11 c 11 

X = 2 ng. de ácido fólico / mililitro de solución. 

Por lo tanto en cada mililitro de la solución 
mos : 2 ng. de ácido fól ico. 

11 11 

c ' tendre- -

Mezcla vitpminica número dos.-

La mezcla v.ftamínlca número dos, contiene en cada gramo de 
problema o.30 mg. de ácido fólico, por tanto se siguen los siguientes 
cálculos : 

0.30 mg. de ácido fólico / l g. de mezcla . 

300 mcg. de áddo fól ico l g. de mezcla . 

50 mcg. de ácido fólico X g • de mezcla • 

X = O • 16 g. por lo tanto en O • 16 g • de mezclo tendremos 

50 mcg. de ácido fólico, esto es, si hacemos una dilución 
tendremos : 

O .16 g. de muestra 250 mi . 

X 1 mi. 
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SOLUCION, a' 

X= 0 .200 mcg. de ácido fólico /mi. de solución. 

Si de aquí tomamos 5 mi. ( l .O mcg / mi) y los llevamos 
a 500 m 1 • tendremos : 

5 mi. 500 mi. 

X 1 mi. 

SOLUCION b' 

X= 2 mcg. de ácido fólico /mililitro de solución. 

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

10 mi. 200 mi. 

X l mi. 

SOLUCION e' 

X = 100 ·ng .. de ácido fólico / mililitro de solución. 

Y por último si tomamos 10 mi . (lOOOng) y los llevamos a -
500 mi • para tener : 
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10 mi. 500 mi. 

X l mi. 

SOLUCION d' 

Por lo tanto en l mi. de la solución d' tendremos 2 ng. -
de ácido fólico. 

Solución estandar : 

Si tomamos 50 mg. de ácido fólico USP y hacemos una 
dilución a 250 mi, tendremos : 

50 mg. 250 mi. 

X l mi. 

SOLUCIONA 

X= 200 mcg. de ácido fólico/ mililitro de solución. 

Si de la solución A, tomamos 5 mi. y los diluímos a 500 -
mililitros tendremos: Que en cada 5 mililitros hay (10000 
mcg) entonces •. 

5 mi. 500 mi. 

X · l mi. 
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SOLUCION B 

X = 2 mcg. de qcido fólico / mililitro de sodución. 

Si de la solución B tomamos 10 mi. (20 mcg .) y los dilui­
mos a 200 m 1 , tendremos : 

10 mi. 200 mi . 

X mi. 

SOLUC ION C 

X = 100 ng. de ácido fólico /mililitro de solución. 

Si.de lasoluciónC tomamoslO mi, y aforamos a 500 mi, teni . 
endo en cuenta que en 1 O mi ( 1000 ng) tendremos : 

10 mi 500 mi. 

X 1 mi. 

SOLUCION D 

X = 2 ng. de ácido fólico / mililitro de solución. 

De acuerdo con lo anteriormente expuesto se trabajaron ambas 
técnicas si~ultáneamen te du ran te 6 meses proporcionados IOs -
sigui en tes res u 1 tados : 
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CUADRO NUMERO UNO. 
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO. 

* POR LOS METODOS QUIMICO Y MICROBIOLOGICOS. 
MICROBIOLOGICOS. QUIMICO . • 

Acido fólico mg/g. Acido f' ólico mg/g. Acido fólico mg/g Acido fólico mg/g 

de muestra de muestra de muestra de muestra 
Concentración Cono Utilizando: Utilizando: 
cicla. Loctobacil lus casei. Streptococcus faecal is 

o.o o.o o.o o.o 

0 . 25 0.2503 0. 2500 o.o 

0 . 50 0.4997 0 . 5014 0 . 0 

0 . 75 0 .7560 0 . 7491 o.o 

1.00 0. 9994 1.0321 o.o 

1.5 1.4980 1.5002 0 . 2010 

2 . 0 2.0369 . 2 . 0034 O. fi006 

2 . 5 2 . ·4900 2. 5009 1.7%8 

3 . 0 2.9950 3 . 1250 2 . 5990 

3.5 3 . 51+1 2 3.5064 3.2103 

4 . 0 4.0003 4.0558 3. 91'~2 

4.5 4.5792 4.5019 4. 501 9 

5.0 5.0454 5.0129 5.1003 

5.5 5.4910 5.5002 5.6008 

6.0 6.0893 5-9758 6.101 9 

6.5 6.4879 6.4986 6.6032 

7.0 -· - --- ·--
6. 9974 6. 9896 7.2042 



o.o 

0. 25 

0 . 50 

0 . 75 

1.0 

1. 5 

2. 0 

2. 5 

3 . 0 

3. 5 

4.0 

4. 5 

5.0 

5.5 

6.0 

6.5 
, , 
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CUADRO NUMERO DOS, 
. ·CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENTE PURO. 

POR LOS METODOS QUIMICO: Y MICROBIOLOGICOS. 

M!CROBIOLOG!COS. QUIMICO 
Acido fólico mg/g. Acic!.-·

1 
fólico mg/g Acido fólico mg/g Acido fólico mg/g 

de muestra de muestra de muestra de muestra 

Concentración Cono Utilizando: l:Jtil izando: 
cido . Loctobocillus casei Streptococcus foecalis. 

o.o o.o 

0.24% 0.2501 

0. 5015 0.4997 

0.7509 0 . 7497 

1.0253 0. 9970 

1. 5047 1.5028 

2. 001 0 1. 9998 

2.5320 2. 5160 

3.0172 2 . 9843 

3.4%3 3.4995 

3.9816 4.0596 

4.5043 4.4891 

5.0293 4.9873 

5.4898 5.4827 

6.1235 6.21 00 

6.4993 6.5100 

7.1032 7.0054 

o.o 

o.o 

o.o 

o.o 
o.o 

0. 2004 

1.8005 

2.6066 

3. 2090 

3.9019 

4.4903 

5.6036 

6.0987 

6.5997 

7.0 -· -- -------'----· - - - . _____ ___: ____ - - -----



o.o 

0 . 25 

0. 50 

0. 75 

1 . 0 

1 . 5 

2 . 0 

2 . 5 

3 . 0 

3 . 5 

4 . 0 

4 . 5 

5.0 

5. 5 
... 
' 

6 . 0 

6 . 5 

7 . 0 
- .. - - . ~. 
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CUADRO NUMERO TRES. 
CUA NTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENlE PURO 

POR LOS METODOS QUIMICO MICROBIOLOGICOS. 

"AICROBIOLOGICOS. QUIMICO ... 
Acido fóli co m9"g A e ido fól ico m9" g Acido fól ico m9" g Acido fól ico m9" g 

de muestra de muestra de muestra de muestra 
Concentración Cono Ut ilizando: Utilizando: 
cicla . Lactobac ill us casei Streptococcus Faecalis. 

o.o o.o o.o 

0 . 2501 0 . 2496 o.o 
0 . 5002 0 . 5012 o.o 

0 . 7485 0 . 7570 o.o 

1 . 0056 1 . 00Lf3 o.o 

1 . 5032 1. 5037 0 . 21()3 

2 . 1579 2 . 0'.)64 0 . 8100. 

2 . 5180 2 . Ll875 1.81 43 

3. 1504 3 . 0025 2 . 605': 

3 . 4895 3 . 5016 3.2042 

4.0065 4 .05:;7 3 . 8<)96 

4 . 5490 . 4. 5198 4 . 5C08 

5.0297 5.1 832 5 . 1056 

5. 5212 5 . 4993 5 . 5992 

5 . 9997 6 . 0109 6 . 1124 

6 . 5001 6 . 5009 6 . 6008 

7 . 0010 7 . 0132 7 . 2009 
. l. 
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GRAF!CA N~ 3 

Cuantificación de acído folico qu1"micamente puro 

por el método 9u1°mico y microbjolÓgjcp 

método químico _ • • •• _ • • _Q 

método microbiolÓgico .. M 

2 3 4 5 6 7 8 
conc. teórica de ácido 

fól ico mg/g _ 
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Gf'AFtCA N~ 4 

o 
CuantifjcaciÓn de ácido tólico gu;micamente puro 

por el método químico y microbiolÓgico 
~ 
·;:;1 11 ... 
~I a'il 1 

~ 
El 9 

~I . " 8 .. 
·o 

¡; -.1 7 
e 
~, 6 

5 

4 

3 

2 metodo qui'mico.. •• _ ____ Q 

1 método microbiolÓgico •. M 

0 .75 

o.so 
0.25 .--.--

2 3 5 6 
conc. teórica de ácido 

4 7 8 .,, o .,, , 
..... ~"": 
oºº 

fÓljco mQ/g. 
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CUADRO NUMERO CUATRO . 
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO QUIMICAMENT E PURO. 

POR METODOS QUIMICO Y MICROBIOLOGICOS . 
MICROBIOLOGICOS. QUIMICO. 

Acich f6lico mglg Acido f61ico mglg Acido fólico ms:(g Acich fól ico mglg 
de muestra de muestro de muestro de muestra 

Concentroci6n Cono Utilizanch: Utilizando: 
~ ido . - Lactobacillus casei Streptococcus faecal is. 

o . o o . o 0 . 0 o . o 

0 . 25 0 . 2500 0 . 2503 o . o 

0 . 50 o . ~004 0 . 5008 o . o 

0 . 75 0 . 7518 0 . 7519 o . o 

1.0 1.0101 1.0111 o.o 

1 . 5 1. 501 9 1 . 5022 0 . 2038 

2 . 0 2.0655 2 . 0198 0 . 8033 

2 . 5 2 .51 33 2 • 501 Lf 1.8038 

3.0 3.0542 3.0370 2.6003 

3. 5 3 . 5090 3. 50?.5 3 . 2078 

4 . 0 3. 9961 4- .0563 3.9052 

4 . 5 4 .5441 4.5036 4.1>975 

5. 0 5.0348 5.0611 5.1019 

5 . 5 5.5000 5.4940 5.601 2 

6 . 0 6 .0708 6.0655 6.1043 

6 . 5 6 .4957 6.5031 6 .6009 

7.0 7.0338 7.0027 7t133) 
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GRAFICA PROMEDIO 

ltl o ltl 1 
N 1t1 ,... 

oºº 

No 6 

Cyant i ficaciÓn de ácido fÓlico gur'micamente puro 

por los métodos qu1'mico y microbiolÓgico. 

método qu;mico _______ Q 

método microbiolÓgico _ _ M 

2 3 4 5 6 7 . 8 

conc teórica de ácido 

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

MICROBIOLOGICO QUIMICO LIMITES. 
Acido fólico mglg Acido fólico mglg Acido fólico mglg Acido fólico mg/g 

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

Lactobac illus casei Estreptococcus faecal is 

utilize ndo: utiliz<.:.ndo: 
r,a c to ba c il 1 us c :i.sc i .istr e 12 t ococcus 

iae c ·.ü is 
3 . 175 3 . 180 

3. 203 3. 196 

3. 186 3. 201 

3. 195 3. 187 

3 . 187 3. 177 

Promed io: 3. 189 Promedio: ) . 188 

3. 616 3. 582 

3. 617 3.620 

3. 623 3 . 623 

3. 639 3. 632 

3. 644 3.647 

Promedio: 3 . 627 Prornedio: 3. 620 

4.052 4.058 

4.058 4.058 

4.061 4.058 

4.065 4. 064 

4.070 4.067 
Promedio: LL . 061 Pro mc c: i o : 4 . 061 

2 . ~964 

- - ·- . . 
2 . 5510 

2 . 6599 

3. 1110 

2 . 9999 

Froms clio: 2 . 8036 

2 . 8000 

3. ) 768 

3. 5700 

3. 3700 

3. 2816 

Promed io: 3. 2796 

3.9026 

3.9493 

3.8541 

3.9576 

3.8541 
Pro::ieá. io: 3 . 9035 

··- ·-·- ·· 

3 .1 8 
Inferior 

3.62 
Medio 

4.06 
Superior 

" '-
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método qu;mico •...•• . M.Q, 

m.;todo , 
S taecalis 

m'1 c rob ÍolÓgico ..... 
1 casej 

z.s L-------f-3.1-a----+:3~.62::----~,.0:;0~ 

1: mi tes teóricos de ácido fÓlico 



0 . 2705 

o. 2699 

0 . 2700 

0 . 2699 

0 . 2703 
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CUADRO NUMERO SEIS. 
CUANTIFICACION DE ACIDO FOLICO EN LA MEZCLA VITAMINICA. 

NUMERO DOª POR EL METODO QUIMICO Y MICROBIOLÓGICO. 
MICROBIOLOGIC S QUIMICÓS LIMITES. 

Acido fólico mglg Acido fólico mglg Acido fólico mglg Acido fólico mglg 
de muestro de muestra. de muestra de muestra 

Utilizando: Utilizando: 
Lactobac ill us casei Estreptococcus faecal is. 

0 . 2714 

0. 2699 

0 . 2703 

0.2694 

0 . 2712 

X 

X 

X 

X 

X 

0.27 
Inferior 

Fror.i cd. io : 0 . 2701 Pror.?edio 0 . 2704 

0 . 2994 

0 . 3000 

0. 3002 

o . 2996 

0 . 3001 

Promedio: 0 . 2998 

0 . 3300 

0. 3300 

0.3300 

0. 3294 

0 . 3306 
-

Promedio: 0, 5500 

0. 3016 

0 . 3018 

0. 3006 

0. 3002 

0.3001 

Promedio: 0 . 3010 

0.3311 

0. 3293 

0. 3286 

0. 3308 

0 . 3301 

Promedio: 0 . 5299 
1 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

' ... , • ,1, . , ' 

0.30 
Medio 

0.33 
Superior 
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MíZCLA N~ 2 

PROBLEMA 

48 

Cuantificación de ácido fÓlico por los métodos 

qu;mico y microb iológico 

.25 .26 .27 .28 

casei 

método microbiolÓgi o_l\ll 

m .étodo quÍmicQ. _ _ _ _ _ JV\,Q. 

M .Q . 

,2~ 
!1m1tes 

• 30 ,31 .32 
teÓricos de ácido 

fÓlico mg/g. 

.3 3 
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IV.- RESULTADOS Y CONCLUSIONES. 

Los resultados obtenidos por triplicado al cuantificar el ácido 
fólico químicamente puro, por los métodos químicos y microbiológicos, 
se pueden observar en los cuadros número uno, dos y tres, (gráficas 
tres, cuatro y cinco). En el cuadro número cuatro (gráfica seis), se 
reporta el valor promedio obtenido de éstas tres repeticiones, y pue­
de observarse que el ácido fólico no puede determinarse por el méto . 
do quimico; a concentraciones de O a l .O miligramos/ gramo, en -: 
concentraciones comprendidas'. entre 1 .5 mg/ g a 3 .5 mg / g, los va­
lores obtenidos son más bajos que los reales y en el rango de 4 .5 a 
7 .O mg / g. son 1 igeramente mayores que los va lores rea 1 es. 

En cuanto al método microbiológico es bastante exacto y -
funciona bien en el intervalo de cont:entración de ácido fólico de -
O a 7 .O mg / g • de muestra. 

Respecto a la determinación del ácido fólico en la mezcla­
vitamínica número dos (cuadro número seis, gráfica número ocho), al 
emplear el método químico no se pudo cuantificar esta pequeña can­
tidad de ácido fólico por no ser sensible el método, en can bio cua~ 
do se utiliza el método microbiológico con los dos microorganismos,­
la prueba responde muy bien. 

En la mezcla vitamínica número uno, en cuya composición­
existe una concentración mayor de ácido fólico, los resultados obte­
n idos de la cuantificación por el método químico,, indican que son -
menores que los valores conocidos y de nuevo se demuestra que el -

método microbiológico funciona muy bien a estas concentraciones de 
ácido fólico. (Observar el cuadro número cinco y la gráfica número 
siete) . 
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A 1 analizar los resultados obtenidos se observa que los dos -
métodos utilizados presentan ventajas y desventajas .• 

Entre las ventajas del método qu1m1co se encuentran: 12 su 
rapidez, ya que puede llevarse a cabo en un periodo de tiempo de-
3 a 4 horas, 22 su utilización en el control analítico de materia pri 
ma en donde se emplean altas concentraciones de ácido; pero a c;-m 
bio de esto tiene varias desventajas como son: 12 la falta de sen= 
sibil idad a pequeñas concentraciones de ácido fólico, 22 los errores­
en su determinación son más grandes que en l!i>s métodos microbioló­
gicos, 32 no son específicos ya que las reacciones coloridas que son 
las bases de los métodos espectrofotométricos, fluo rométricos y foto­
métricos cuantitivos unicamente indican ciertos. grupos funcionales o -
parte relevante de la molécula del ácido fólico, 42 presentan pro 
b ~emas de interferencia con diversos componentes de la preparación:: 
multivitamínica. 

Los métodos microbiológicos tienen como ventajas su gran -
s ens i b i 1 idad, son a 1 tomen te espec ifi cos y algunas veces no presentan 
problemas de interferencia con otras substancias de la preparación -
vitamin ica, su desventaja principal es el tiempo, ya que son más tdr· · 
dados que los métodos químicos. 

En cuanto a nuestro trabajo encontramos que en:. la dosifica­
ción del ácido fólico en mezclas multivitamínicas, se puede utilizar 
indistintamente o Streptococcus faecal is o a Lactabacil lus casei. 
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V.- R E S U M E N 

En el presente trabajo, se comparan dos metodologías de 
cuantificación del ácido fólico en preparaciónes multivitamfnicas em 
pleando para ello un método químico de tipo fotométrico ( método -: 
del U .S .P.) y el método microbiológico. 

Los resultados encontrados indican que en las preparaciones 
farmaceúticas utilizadas, el método químico no es sensible. a bajas -
concentraciones de ácido fólico comprendidas entre O .27 - O .33 mi­
ligramos por gramo de muestra, en la concentración de 3 . 18 a 4 .06 
los valores obtenidos son más bajos que los valores reales, pudiendo 
deberse esto posiblemente a alguna in terferencia de los componentes­
de la preparación. 

E 1 método microbiológico es muy exacto y trabaja perfecta­
mente en el rango de concentración de las prepgraciones farmaceúti­
cas ano 1 izadas de O .2 7 a O .33 mi 1 igramos por gramo de muest¡ra, 
además se puede utilizar indistintamente como microorganismo pruebe 
en la determinación a Streptrococcus faecalis o a Lactobadllus casei. 
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