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INTRODUCCION

El acido félico (acido pteroil-glutdmico), también conocido con
el nombre de vitamina M, vitamina Be, o factor de crecimiento del
lacto-bacilus casei, es uno de los factores que componen el comple-
Jo B que ha sido recientemente identificado y preparado sintética-
mente después. :

Su accién farmacoldgica estia especialmente orientada en el tra-
tamiento de las anemias macrociticas o megalobldsticas, anemia per-
niciosa de Addison, anemia macrociticas del embarazo, de la pela-
gra y en el espris tropical.

El acido foélico activo es el dcido monoglutidmico ya que se han
identificado otros 4cidos félicos que se diferencian de éste por po-
seer en su consfifucién una cadena, con 3 o-con 7 moléculas de Aci-
do glutamico, denominados por esa causa di y exa-glutamil-félicos.

HisTor1A

En el afio 1941, se demostr6 que existia en el higado, en las
hojas de espinaca (beta vulgaris), otros vegetales y en la levadu-
ra de cerveza (saccharomices cerevisine), una sustancia que era ne-
cesaria para el mejor desarrollo del lactobacilus casei, razén por la
cual se le ha designado con ese nombre.

Fué aislado en 1943, recibiendo el nombre de &cido félico y
sintetizado en 1945 por Angier, Stokstad y numerosos colaboradores.

Su formula bruta en la siguiente:
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- Como ha podido comprobarse que en la constitucién del pr1n~
“eipio antianémico del higado, existia el Acido gluta.mwo, se ereyc
ue el dcido folico no era otra cosa que el principio activo de este
_elemento; trabajos posteriores eliminaron esta hipétesis, quedando
“alin este problema sin resolver.

~ Si bien es cierto que la literatura cientifica bajo el punto de
vista' clinico es muy abundante y profusa, debe hacerse destacar
también que ella es escasa o casi nula en lo que se relaciona con el
aspecto quimico-analitico, de sumo interés para los sectores téeni-
" cos que deben controlar quimicamente los medicamentos a base de
este nuevo agente terapéutico, hasta ahora procedente umeamen‘m
“de una sola firma de EE. UU.

f Es en ese orden de ideas que hemos realizado un estudio fisico
¥ quimico funcional, teniendo como base para esto Gltimo, la fér-
“mula qmmlca desarrollada asignada por sus preparadoreq y utiii-
"xando en primer término un producto puro, llegado a nuestras ma-
108, obtenido directamente de las fuentes de origen, cuyvos resul-
tados pasamos a exponer. .

, Bajo el punto de vista quimico organico, el acido félico, debe
‘ser considerado como un polipéptido (trlpepndo), constituido por
‘una cadena, con una molécula de cada una de acido glutamico, #ei-
“do paraammobenzmeo y el ptiridilo, nticleo heterociclico biexagonal
eontemendo 4 atomos de nitrégeno, una funcién fendlica y una fun-
eidn amina primaria.

('ARACTERES PISICOS

Se presenta bajo forma de un polvo amarillo, constituido por
pequenias agujas cortas, observables al microscopio.

- Es muy poco, o casi insoluble en el agua, indiferente a los di-
solventes organicos comunes (agua, aleohol, cloroformo, acetona, ben-

zo0l, acetato de etilo, ete.). _
- No es delicuescente, ni higroscépico, es fluorescente A BEs esta-
ble a la temperatura ambiente, y en solucién diluida,

alealina. Dado su caracter pOIlpeptldlLO es capaz ae dar iones anfibios
¥ por tanto poseer un punto isoeléetrico que hemos determinado y
hallado en la zona acida entre un pH 4 y 4,5 aproximadamente.

- Asi pues, si a una solucion de acido folico en soda mormal o
transformandolo en folato de sodio, que tenga un pH 8, o algo
s, se le adiciona lentamente acido clorhidrico normal, se produ-
a nna precipitacién cuando llegue la solucién a un pIl entre 4
4,5.

La precipitacion puede ser inmediata cuando las cantidades son
o apreciables, pero en el caso de encontrarse en pequefias can-
dns puede demorar hasta 24 horas, para lo cual es eonveuwnte
tilizar tubos de ensayo cdmicos. Py




108 ANALES DE LA ASOCIACION DE

Este precipitado cristalino recogido con una pipeta pasteur v
observado al mieroscopio, se presenta en forma de pequefias agu-
jas, tal como se presenta el producto puro o sino en forma de cris-
tales chatos, oblongos, solos o agrupados en maclas, que semejan
flores de crisantemo amarillo, vistos por la parte superior :

Cunando se calienta progreswamente un tubo de vidrio capllar
de paredes finas que lo contenga, no funde, sino que a una tem-
peratura entre 200° y 210° <e carboniza, ddndo lngar asi a una
constante fisica de caracterizaeion.

PROPIEDADES QUIMICAS

Su caracter de anfélito, le permite dar dos tlpoq de sales, con
los Alealis: folatos v con los acidos (elorhldrwo, por ejemp.), clo-
rhidratos, propiedad ésta que le permite ser absorbido por el or-
ganismo con suma facilidad, tal como ocurre con las sulfamidas.

Posse un débil poder reductor frente a reactivos oxidantes (ni-
trato de plata al 5%, licor de Fehling, ferricianuro férrico, reciente-
mente preparado, ete.), en base a lo eual hemos instituido algunas
reacciones. HEste poder reductor puede ser atribuido al hecho de
presentarse en el nucleo heterociclico, en un mismo hexagono, las
funciones amina primaria y fenol, caso muy similar al paraamido-
fenol, euyo poder reductor es elevado como es bien notorio.

CARACTERIZACION
a) Métodos fisicos

Como métodos de caracterizacion deben citarse la insolubilidad
va Indicada, su aspeeto fisico macro v mierosedpico, su punto iso-
eléetrico y su punto de carbonizaciom, (200/2109 C).

Cuando se encuentre en algunas formas farmacéuticas (inyec-
iables, comprimidos, elixir, ete.), puede ser puesto en evidencia,
mediante la separacién por precipitacion (rapida o lenta) en su
punto isoeléetrico en la forma ya citada y su observacion consiguien-
~te al mieroscopio.

En determinados casos es factible separarlo por centrifugacion,
tratar el precipitado por unas gotas de soda normal y llevado al
punto isoeléctrico por medio de algunas gotas de dleO clorhidri-
0 N/1 v seguidas de la ohse} vacion mierosedpica.

b) Mea‘od()s qzmm('oa
Lios metodos quimicos estan basados en la caracterizacion de los

grupos moleculares: #dcido glutdmico, Acido paraaminobenzoico v
ptiridilo.
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1.?) (GRUPO MOLECULAR - ACIDO GLUTAMICO

- La presencia de este 4dcido en la molécula del &eido félico, pue-

» revelarse por su transformacion en acido succinico, mediante
lidrolisis y accién del hipoclorito de soda. Ademas, la presencia
de grupos carboxilos, se puede comprobar por su accién frente a
la mezcla de yodato y yoduro de potasio en solueién, la cual es ca-
paz de poner en presencia de débiles concentraciones de iones hi-
drogenos yodo en libertad, segiin pasamos mas adelante a exponer.

- BEsta transformacién estd fundada a nuestro juicio, en las reac-
ciones quimicas que describimos (partiendo del acido glutdmico,
proveniente de la hidrélisis).

| coon ,
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~ Las ecuaciones correspondientes a la transformacién subsiguien-
¢ en pirrol, la omitimos por ser suficientemente conocida.

He aqui la técnica seguida, para esta reaccion:

- En un vidrio de reloj, se ponen unos cristales de acido félico ¥
¢ adicionan unas gotas de acido clorhidrico de D — 1,19, se eva-
pora al B.M., el residuo toma un color verde. Luego se agregan
mas gotas de una solucién de hipoclorito de sodio y se evapora nue-
yamente al B.M. a sequedad, se agregan unas gotas de acido clorhi-
”_'_eo y agua y se evapora a sequedad otra vez.

- Se pasa el residuo de la evaporaciéon a un tubo de ensayo y se
agrega zine puro en polvo (0.10) y amoniaco (2 ce.), se calienta
hasta desaparicion de vapores alecalinos y se introduce entonces en
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el borde del tubo una astilla de madera de pino, impregnada en aci-
do clorhidrico, la cual se tifie en rojo naranja.

En esta reaccién se produece una coloraciéon verde al ser eva-
porado el acido félico al B.M. con el &cido clorhidrico, que consti-
tuye a su vez una reaccidén eromatica cuyo meeanismo no conoece-
mos.

La presencia de los grupos carboxilos libres puede ponerse de
manifiesto agitando una solucién de yoduro y yodato de potasio eon
una pequefia cantidad de 4eido f6lico puro, aparecerd un color par-
do. Agitando el contenido del tubo con cloroformo, tomari éste, co-
Jor violeta debido a la presencia de yodo.

2.2) GRUPO MOLECULAR - PARAAMINOBENZOICO

Esta agrupacién molecular, no presenta reacciones especificas;
como existe ya en el grupo ptiridilo, una funcién amina 1)1imdria.
ciclica, puede ocurrir que al hidrolisarse por la adicion de un aci-
do mineral, al producirse la diazotacién, se ponga ésta tamb1én de
reanifiesto apareciendo ambas funemnes superpuestas.

El grupo bencénico sustituido, también presenta dificultades
porque la coloracién amarilla que ya tiene el producto, impide las
clasicas reacciones de nitracion tan 1til en otros casos; nosotros he-
mos practicado empero una reaccién con agua de bromo, empleando
soluciones de acido félieco en &cido clorhidrico con: un pH 6ptimo
de solubilizacién, algo por debajo del punto isoeléctrico, obtenien-
do una precipitacién neta, con ecierta gehflcacmn de color amarilla.

Dicho precipitado es atribmble a nuestro juicio a la acciéon del
kalégeno sobre el nicleo bencénico del expresado écido.

3.2) (GGRUPO MOLECULAR - PTIRIDILO

En esta agrupaeién molecular heterociclica se encuentran, una
funeién amina primaria, una funcién fenélica y cuatro Atomos de
nitrogeno en forma de funciones aminas terciarias.

Las funciones amina primaria, terciaria y fendlica han sido in-
vestigadas por los procedimientos siguientes:

Ami}m Primaria:

a) Agregando a una solueién de acido folico salificado, unas
gotas de hipoclorito de sodio, aparecera un color pardo.

b) Agregando al dcido fohco salificado por medio de un acido,
unas gotas de nitrito de sodio, y luego naftol alfa o resorcina e
medio alealino, aparecera un color rojo (reaccién de copulacion).

¢) Agregando al acido félico, salificado por medio de un &ci
do, unas gotas de nitrito de sodio y luego dimetilanilina disuelta e
acldo ‘clorhidrico, aparecerd una coloracién rojiza (redcemn de ‘eo

pulacién) .



Quimica 'Y Farmacia peL Urucuay 111

Aminas terciarias

Para poder efectuar las clasicas reacciones de aminas tercia-

as, es necesario llevar las soluciones en acido eclorhidrico del aci-
do folico, a un ph. 3, aproximadamente, pues de lo contrario las
reacciones son negativas. Efectuada esta correccién, se puede in-
_estlgar por medio de los reactivos de esta funclon (Bouchardat,
Dragendorff, Mayer ete.).
- En las mismas condiciones se obtiene con una solucién reacti-
vo de bicloruro de mercurio al 5%, un precipitado gelatinoso ama-
1illo muy abundante, que también atribuimos a la funcién amina
terciaria.

Funcion fendlica

- Como hemos visto en las ecitadas reacciones anteriores de copu-
lacién, el acido félico salificado actiia como primer miembro, de
ta diazo reaccion; ahora bien, debido a la presencia de un grupo
fendlico, en su molécula, es capaz de actuar como segundo elemento.
- Para esta reacciéon debe utilizarse el acido sulfanilico diazotado
¢on el cual da una coloracién roja, el acido folico en medio alealino.
- Ademéas la funcién fendlica aparece con los reactivos de Millon
v de Marquis en forma apreciable, sicuiendo la téenica utilizada co-
rrientemente .

Reacciones de reduccion

Como ya lo expresamos, el acido félico, presenta cierto carac-
reductor, asi por ejemplo es capaz de redueir la solucion reac-
o de nitrato de plata al 5 %, en solucién sédica amoniacal, el N-
de Fehling, el ferricianuro férrico recientemente preparado.
Decolora el permanganato de potasio en frio.

Tratando el dcido félico con nitroprusiato de potasio y unas go-
de soda N/1, luego agregando acido acético hasta acidez, da un
olor verde. Esta reaccién se favorece si se calienta hgerament(, al
pafio maria, el tubo de ensayo que lo contiene.

- Tratado el acido félico con &cido sulfarico al 1/5, conteniendo
odato de potasio, toma lentamente una coloracion violeta que no
-al cloroformo, posiblemente, debido a la accidon del acido yodico
esto en libertad, sobre el acido félico.

Métodos de dosificacion

- El método de dosificacion difundido en la escasa bibliografia.
por determinacién cuantitativa del nitrégeno, siguiendo el mé-
o de Kjeldahl (22,21 de mtrogeno %)

Existe también una constante quimica frente a la solucién va-
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lorada de soda N/10 que se mide por el ntimero de centimetros cli-
bicos gastados para determinada cantidad del produeto (1 gr.: 67,98
Na OH N/10.

Hemoe instituido dos métodos que nos han dado resultados con-
cordantes: uno basado en su caracter &acido, procedimiento por el
método directo; cuando se encuentra al estado de folato se proce-
de por retorno, empleando un exceso de SO*H?® N/10 y determinan-
do el exceso con NaOH N /10, en ambes casos utilizamos la fenolf-
taleina como indicador. Dividiendo el P M entre 25 da el equiva-
lente quimico o sea el peso normal.

El primer método citado nos ha permitido dosificar el acido
folico, cuando se encuentra al estado de tal en las especialidades
(eomprimidos, capsulag, ete.), v utilizamos el método por retorno
cuando se encuentra al estado de folato de sodio (inyectable).

El segundo método esta fundado en la aceion gue tiene el bro-
mo naeiente sobre los niicleos aromaticos que posee el dcide folico
v utilizando por consiguiente el método de Kovpeschaar. En este
caso el P.N. equivale a la novena parte del P.M. = 441/9,

C'ONSIDERACIONES

De todo lo que hemos expuesto precedentemente se deducen a
nuestro juicio dos hechos fundamentales:

1915 III]IJOITdHCia que tiene la concentracion de hidrogenio-
nes (pH) en la quimica cualitativa del acido foh(,o. que hemos
instituido, sin cuya determinaciéon previa o correceién subsiguiente
los resultados son negativos.

2.9) El hecho de que los factores que hemos encontrado para
determinar los equivalentes quimicos, por acidimetria y por bro-
mometria, sean 2,0 y 9 respectivamente, niimero fraccionario el pri-
mero e impar el segundo, nos induce a emitir la hipdtesis de que
€l verdadero peso molecular y la férmmla, desde luego; posean un
valor doble del asignado por sus autores.

COOH o

HOOC-(H,C )= HC ~NH-C~ C (Hg-NH-~- H,_c C¢s & ;N Hp O
sy
c;”/a\/'}_\c-wuz

LW
HOOC-[HZC)Z-HC-NH-C CHg=NH-H,C-C & N4 /;N
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- Si se toma come foérmula la que venimos de presentar, con
. molécula de agona de cristalizacién, daria lugar a un factor 5
ara la acidez y 18 para la dosificacién. bromometrlea factores més
ectos v de acuerdo con la teoria, pues corresponderia asi a ecin-
€0 agrupaciones acidas (4 cmbou]m v un fenol), v a nueve hi-
lrogenos sustituibles por el halégeno, 8 correspondientes a los gru-
08 bencénicos del Acido paraaminobenzoico y uno del grupo ptiri-
o, resultando ademéds 9 moléculas de 4cido bromhidrico que se
onen en libertad, con un total de 18 atomos de bromo consumidos,

aeuerdo con las reglas de los niimeros pares en la halogenacién.

i i
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