Identificacion y Determinacion Cuantitativa
de las Vitaminas K Sintélicas por una

Reaccion de Color

2 MARIA ISABEL ARDAO °

Introduccion— .

En 1939, Karrer y col. (1) y Fieser (2, 3), aislaron en forma
pura el factor antihemorrdgico de la alfalfa, descubierto y llamado
por Dam (4) ""Koagulation vitamin’’, o vitamina K.

Al mismo tiempo Doisy y col. (5, 6) aislaron la vitamina K
de la alfalfa y la de la carne de pescado, difiriendo ambas en la cons-
titucion quimica y en el grado de actividad fisiolégica. Llamaron a
la primera vitamina K' y a la segunda vitamina K2, Sus férmulas son:

(*) Trabajo de Agregacién a la catedra de Analisis Quimico Aplicado, de la
Facultad de Quimica y Farmacia de Montevideo, presentado en Octubre
de 1942. La bibliografia se cita hasta esa fecha.
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Aunque la vitamina K! fué sintetizada por Doisy y Binklzsy
(7, 8), Fieser (9, 0, 11) y Almquist y Klose (12, 13), se estudiaron
otros compuestos sintéticos mds simples, relacionados quimicaman-
te a los anteriores y dotados, en mayor o menor grado, de la misma
accion fisiolégica. La mdas importante de estas sustancias es la 2-
metil-1, 4 naftoquinona, llamada también menadiona (14, 15), de
lc: cual, numezrosos derivados lipo e hidrosolubles tienen empleo er
clinica.

La mencdiona se adopté como sustancia tipo en los ensayos
de vitamina K, siendo la unidad biolégica de vitamina K |g accién
especifica de un microgramo de, 2-metil-1, 4-naftoquinona (16).

Reacciones de laz Vituminas K. naturales.

Estos derivados 2-3 substituidos de p-naftoquinona dan las
siguientzs reacciones quimicas.

a) Reaccidon de Dam-Karrer (17). El etilato de sodio da con
la vitamina K! un color azul inestable que pasa al rojo y al pardo.
Karrer (18 y Fieser (19), estudiaron el mecanismo de esta reaccion.

b) Reaccién de Butler modificada por Fieser. Solucién de vi-
tamina K! en acido acético, tratada con igual volimen de tricloru-
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ro de antimonio al 80 9% en dacido acético, origina color amarillo
que, en caliente, pasa al rojo clavel.

c) Reaccion de Irreverre y Sullivan (20). En presencia de
ditiocarbamato dz etilo en medio alcalino, la vitamina K! da color
azul cobalto inestable, que pasa al rojo.

Reacciones de las Vitaminas K sintéticas.

Estos derivados 2-substituidos de la p-naftoquinona, en ge-
neral 2-metil derivados, dan las reacciones siguientes:

a) Reaccion de Berlin (21), propuesta para el diacetato de
2-metil-1, 4-naftoquinona. La soluciéon de esta sustancia en meti-
lacetanilide acuosa adicionada rdpidamente de un volimen igual
de soda 2 N, estando ambas soluciones a 18° C, origina color rojo.

b) Reacciéon de Craven (22). A la solucion alcohdlica del
compuesto naftoquindnico se agrega solucion alcohdlico amoniacal
y unas gotas de cianoacztato de etilo. Aparece color azul intenso
el cual por adicidén de potasa 6 N, pasa al verde y al amarillo. Dan
esta reaccién solo las p-naftoquinonas sustituidas en posicién 2, por
lo tanto no la dan las vitaminas K! y K2 (23, 24).

c) Reaccién de Novelli (25), propuesta para la 2-metil-1,
4-naftoquinona y compuestos relacionados. A una o dos gotas de su
soluciéon en metanol sz agregan tres gotas de soluciéon al 1 % de
2-4-dinitrofenilhidrazina_en dcido clorhidrico 2 N. Se calienta sua-
vemente, se enfria, se agregan dos gotas de amoniaco y un c.c. de
alcohol amilico. Ahadiendo agua al alcohol amilico se separa co-
loreado en verdes tanto mds intenso cudnto mayor es la cantidad de
quinona presente.

d) Reaccién de Fieser (26). Si a una solucién alcohdlica de
2-metil-1, 4-naftoquinona se agrega una solucidén de cisteina y soda,
se produce un intenso color amarillo estable, muy sensible.

Métodos quimicos de determinacién de las Vitaminas K.

a) El método de Trenner y Bacher (27), modificado por Scudi
y Buhs (28), aplicable a la determinacién de las vitaminas K natu-
tura'es y compuestos sintéticos relacionados. Se basa en la oxida-
cion de la hidroquinona correspondiente a la vitamina por dicloro-
fenolindofzenol, en presencia de fenosafranina como indicador. Tren-
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ner y Bacher proponen el método hidrovolumétrico, mientras Scudi
y Buhs lo hacen colorimétrico. Es aplicable a soluciones contznien-
do de 5 a 15 microgramos de vitamina K! y de 2 a 10 microgramos
dz 2-metil-1, 4- ncf’roqumona por ml. El metodo exige ¢l aislamien-

to de la vitamina en los productos complejos y la reduccnon catali-
tica de la misma.

b) Método coloriméirico basado en la reacciéon Dam-Karrer,
y propuesto por Almquist (29). Tiene el inconveniente de la inas-
tabilidad de la reaccién.

Métodos quimicos de determinacion de los derivados de la 2-metil-

1, 4-naftoquinona.

a) Método colorimétrico basado en la reaccién de Novelli,
segun lo anuncia en su libro “Quimica y Bioquimica de las Vitami-
nas’ (30), pero no hemos podido encontrar la descripcion del mé-
todo.

b) Método colorimétrico de Scudi y Buhs (31), basado en
la reaccion de Fieser, (cisteina en medio alcalino). Es muy sensible,
permite determinar de 10 a 100 microgramos y tiene la ventaja de
ser aplicable en liquidos complejos.

REACCION DE LAS p-NAFTOQUINONAS CON ACIDO SULFURICO
EN MEDIO ALCOHOLICO.

Es sabido que las quinonas y muchos compuestos orgdnicos
dan coloracicnes diversas con el 4cido sulfarico concentrado (32).

Estudiando esta reaccién en diferentes condicionss, hemos
hallacdo que la 1, 4-ncftoquinona y algunos derivados 2-metil-1, 4-
naftoquindnicos con accién de vitamina K, originan al ser calenta-
dos en solucién alcohélica con dcido sulflrico concentrado un color
rosc rojizo, que pasa al violdceo intenso y caracteristico por dilu-
cién con agua.

Se procede asi:

A 1 volimen de colucién del compuesto quindnico en alco-
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hol al 70 u 80 %, adicionar 1 volimen de dacido sulfurico concen-
trado mezclando de inmediato. Llevar a bafo maria hirviente por
5-10 minutos. Enfriar y diluir a 8 volimenes con agua destilada. Se
desarrolla un color violaceo permanente con zona de maxima absor-
cion alrededor de 550 milimicras. La sustancia coloreada precipita
en sus soluciones acuosas, mas o menos rapidamente, segun la con-
centracidn.

Sensibilidad.

La reaccion es positiva con concentraciones mayores de 10
microgramos por ml. del compuesto naftoquinénico. Por debajo de
35 microgramos, sin embargo, no se desarrolla el color violdceo al
diluir con aguca sino ques la solucién permanece rosa.

Comportamiento ante la ley de Beer.

La curva, fig. 1, represaentativa de la variacion de la extin-
cion en funcidn de las concentraciones, demuestra que por encima
de 35 microgramos la sustancia sigue la ley de Beer.

Para concentraciones inferiores a 35 microgramos, la des-
viacién a dicha ley se explica porque en esa zona de concentracio-
nes no se obtiene el color violdceo caracteristico.

Especificidad.

Dan la reaccidon los siguientes compuestos:

1) 1-4-naftoquinona e hidroquinona correspondiente.

2) 2-metil-1, 4-naftoquinona e hidroquinona correspon-
diente.
3) Diacetcio de 2-metil-1, 4-naftohidroquinona.

4) Sal sédica de los esteres disulfato, disulfito y difosfato
de 2-metil-1, 4-naftohidroquinona.

5) 2-metil-4-amino- 1-naftol.

on exczpcién del nimero 1, estos compuestos circulan en
e! comercio como vitaminas K.

30 C - pR - Vol. Il - Mayo-Agosto 1952



(3 | OiH
o 1 -Chy '.Y/?\%@Hs

|

l

. o P
NH,

ey =

0‘COCH3 (l)-PO3Na3
/l \ —CH3 "C H3

N

|
0—COCH; 0-PO-Na,

No dan la reaccion:

a) Derivados de 1-4-naftoquinona substituidos en las posi-
ciones 2y 3 (*).

Siendo las vitaminas K naturales naftoquinonas substituidas
en las posiciones 2 y 3, es de presumir que no dan la reaccion.

b) Otros derivados del naftalano substituidos en posicidon
1-4.

El dcido 1- naftol-4-sulfénico, da una reaccidon semejante,
pero el color es amarillo pardo que pasa al amarillo oro al diluir.

El dcido 1-amino-4-naftalensulfénico da una reaccién color
ambar muy poco sensible.

c) Derivados 1-2-naftoquindnicos.

La 1-2-naftoquinona y la hidroquinona correspondiente dan
al ser tratados con dcido sulfarico concentrado un color verde esme-
ralda que al diluir pasa al rosa claro. La reaccion es menos sensi-
ble quz la que en iguales condiciones da la 1-4-naftoquinona. El

{*) Agradecemos al Dr. L. S, Fosdick de Northwestern University, Dental
School, Chicago, el envio de 7 derivados 2-3 substituidos de 1-4-naftoqui-

nona, y a la Dra. H. Rothschild, de la Universidad de Sao Paulo, el envio
de lapachol
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color verde aparece por encima de 20 microgramos, mientras que
el color rosa se hace visible por encima de 100 microgramos por ml.
El dacido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico da la reaccion de 1-2-
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naftoquinona.

d) Otros derivados del naftaleno no substituidos en posicion
1-4 no dan la reaccién. Se ensayaron los siguientes:

Naftaleno; alfa y beta naftol; 1-3 dinaftol; alfa y beta naf-

OH NH,

=4

v
I I
SQ,H SOH
tilamina; dimetil-naftilamina; 4cido 2-naftalensulfénico; é&cido 1-5-

naftalensulfénico; dcido 2-7-naftalensulfénico; dcido 1-amino-3-
naftalensulfénico; dcido 1-amino-8-naftol-3-6-disulfénico.

0 NH,

!
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e) Otras quinonas. Con dcido sulfurico dan:

Benzoquinona verde, desaparece al diluir.
Dioxiantraquinona rojo, 1" o
Tocoferilquinona pardo, z TR
Benzohidroguinona amarillo, 4 R
Antraquinonsulfonato de sodio No da color.
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f) Otras vitaminas liposolubles:

Vitamina A rojo, desaparece al diluir.
Vitamina D pardo, " P
Vitamina E amarillo, p e
Caroteno azul fugaz.
DETERMINACION DE LAS VITAMINAS K SINTETICAS POR LA

REACCION DEL ACIDO SULFURICO.

Con el fin de aplicar la reaccién antes descripta a la esti-
macién de las vitaminas K sintéticas que circulan en el comercio,
<= estudian los distintos factores que la afectan.

Disolvente.

Se obtizne la mayor intensidad de coloracién en el alcohol
etilico o metilico al 70 u 80 9% . La reaccidon se produce también en
clcohol al 50 0 96 %, en alcohol butilico, cloroformo, piriding, etc.

Temperatura.

De acuerdo al cuadro siguiente, el 4cido sulfdrico puzde
agregarse a la temperatura ambiente, pero es preciso calesntar para
obtener rapidamente el maximo ds intensidad.

Menadiona
2.5x10-3M. Adicion de H2504 Color obtenido
T ml. 1 ml. enfriando en banho amarillo intenso. Desapa-
de hielo. rece al diluir.
1 ml. I ml. o tempzratura am- rosa rojizo que s2 desa-
biente. rrolla durante dias.
1 ml. 1 ml. a temperatura am- rosa rojizo que alcanza
biente y luego 10 minutos rdpidamente el maximo.
a bafo maria hirviente.
T ml. 1 ml. g temperatura de rosa rojizo que alcanza

bano maria hirviente,
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Es suficiente calentar 5 o 10 minutos, pero un tiempo mayor
no es perjudicial.

Menadiona Tiempo a Extincién, Fotom,
2.5x10-3M, H2504 bafo maria H20 Pulfrich. F. S. 53.
1 ml. 1: il 2.5 min. 9 ml i il
1 ik 1 mi B b il 0.40
1 'mil 1 ml. 15 S o mk 0.40
T ml. T ml i SN 5 mil. 0.40
1 ml. T ml. 30 2 il 0.40

Dilucion final.

LL.a coloracién violeta aparece para cierto valor de la diluciéon
final. Si se diluye a 5 ml., por ejemplo, la solucién permanece rosa
sea cualquiera la concentracién de la naftoquinona. Esto indica que
la concentracion del dcido  sulfirico debe disminuir para
que aparezca el color violaceo. A diluciones por encima de 6 ml. se
obtiens el color rosa violdceo caracteristico, tanto mds intenso cuan-
to mayor es la concentracion de naftoquinona.

Concentracion de la p-naftoquinona.
Con concentraciones inferiores a 35 microgramos el color

violdceo no aparece. Sea cualquiera el volumen final a que s= lleve
el producto de la reaccidon, la solucién permanece color rosa.

Menadiona
microgr, por ml, Volumen final Color
.2 8 ml. Rosa
25:8 8 ml. i
34 .4 8 ml. Violdaceo
43.0 8 ml. Y
51.6 8 ml. e

Con concentraciones por encima de 150-200 microgramos
por mi., segun el compuesto de que se trate, tiene lugar la precipi-
tacion de la sustancia coloreada.
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Teécnica.

Medir en un tubo graduado 1 ml. de solucién, conteniendo
entre 35 y 150 microgramos del derivado metilnaftoquindnico en
alcohol etilico al 70-80 por ciento. Agregar, mezclando 1 ml. de
acido sulfdrico concentrado. Mantener en bafo maria hirviendo 5-10
minutos. Enfriar y diluir a 8 ml. con solucién de goma al 0.2 por
ciento. Comparar en colorimetro corriente con solucion tipo del mis-
mo compuesto naftoquindnico que se determina; o medir la extin-
cidén en fotocolorimetros a 550 milimicras, trazando previamente la
curva de extincidon con el mismo derivado naftoquindnico,

Aplicaciones.

La reaccion requiere que la naftoquinona se encuentre pura
en solucién alcohdlica, ya que numerosas sustancias orgdnicas inter-
fieren en la coloracion.

Cuando el producto farmacéutico es una forma diferente de
solucion, por ejemplo, comprimido, hay que efectuar previamente
la extraccién de la vitamina. Se desintegra el producto con agua y
se extrae por cloroformo o éter de petrdleo. Se lava el extracto con
agua y se evapora a sequedad. Se hace una dilucidén conveniente del
residuo en alcohol al 70 por ciento y se efecta la reaccién.

Sumacrio

Se propone una reaccion de color especifica de la 1-4-nafto-
quinona y derivados 2 metil substituidos. La reaccién es simple, sen-
sible (10 microgramos por ml.) y estable.

No dan esta reaccién derivados de 1-4-naftoquinona con
ambas posiciones substituidas, 2 y 3. La posicidén 3 debe estar libre.

La 1-2-naftoquinona y ciertos derivados con substituciones
en las posiciones 1 y 4, pero con la posicién 3 libre, dan una reac-
cion de color diferente. Esto permite diferenciar ambas, para y orio
naftoquinonas.

No dan la reaccidén otros derivados del naftaleno, otras qui-
nonas u otras vitaminas liposolubles.

Basado en esta reaccidn sz describe un método colorimétrico
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para la determinacién de las vitaminas K sintéticas, entre limites de
concentracién de 35 y 150 microgramos por ml.
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Fig. 1 — Ordenada, Extincion. Abscisa, microgramos de menadiona,
Fotometro de Pulrich. Filtro S53.
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