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INTRODUCCTION

Este trabajo tiene el propdsito de contribuir al con
trol de calidad de las Especialidades Farmacedticas, en lo -
que se refiere =zl contenido de Vitaminas B12 utilizando el =~
método microbiolégico, como sistema de determinacibén y valo-
racién de la cianocobalamina, Los métodos de valoracién pue
den ser ffsicos, guimicos y microbiolégicos. Pero, los pri-
meros anflisis de Vitaminas se hicieron empleando método Bio
18gicos, Los efectos especificos producidos por las vitami-
nas en animales de experimentacién sirvieron de basc para la
valoracién cuantitativa de los mismos, Los m&todos Quimicos,
Ffsico-qufmicos y microbiolbgicos se han ido desarrollando =~
gradualmente, Todavia hoy, los métodos bioldgicos son a vew
ces indispensables para la determinacién de viteminas, A pe
sar de la indiscutible ventaja que les proporciona su mayor=
selectividad, el empleo de los métodos biol8gicos se han ve=
nido limitando sucesivamente, ya que requicren mayor tiempo-
para su ejecucidn; son normalmente caros y sus lfnites de —=
error son con frecuencia muy amplios. También se recurre a-
los m&todos biolégicos cuando se requiere determinar la faci
lidad de observacidn o liberacidn dc las vitaminas presentes

en preparaciones farmacelticas.

Los métodos micrcbiolSgicos han sido ampliamente uti

Timadns en 1Ta Adaterminacién de l1aa vitaminas del gruvc "BMY.



Debido principalmente a su gran sensibilidad y alta cspecifi
cidad, estos métodos son preferidos en muchos laboratorics,-
especialmente para la investigacifn de vitamines en natcria-
les de origen natural, Ta especificidad y exactitud de los-
nétodos microbiolégicos pueden incrementarse, por medio de -
aplicaciba de métodos modernos de separacién (crematografia-

de intercambio idnico, cromatograffa de capafina),

El método microbiolbgico ideal serfa aquel que dispu
siera de un micrcorganismo gque se dessrrollara ~sspecificamen
te en presercia de uvna determinada substancia y el desarro--
1los o su metabolismo depencdiers dircctamente de la concone--
tracibén de dicha substancia, Debido a la dificultad de cn--
contrar tales capas, se hy inducido, scleccionando y cstum--

Ciando mutantes guo precisen determinadas subgstancias.

Microorganismos usados con egste objeto son:

lo, Lactobacillus leichmannii 7830

-

20, hgscherichia coli 113-3%
30, Euglena gracilis y
40, Ochromonas malhamensis.

-12

Utilizando una sensibilidad de un picogramo 10 -

if

gramo.,.



Los métodos microbiolégicos de valoracién pueden sers

turbidimétricos, volumétricos y auxanogrificos.

El trabajo sc concretd a la valoracibn microbioclégice
de distintos preparados farmacedticos nacionales (Jarabes, in
yoctables y grageas) que contienen vitamina By, (sumando 14 =
los investigados. Siguiendo el método Turbidimétrico de Valo

racién Microbiolbgica por medio del Lactobacillus leichmannii,

(9).

Se siguieron todas lags medidas meticulosas que deben-
tomarse para que todo el material de vidrio esté estéril y 1i
bre de Vitamina B, ..
12

Los emnsayos microbioldégicos requieren en general aten
cién constante al detalle porque ls reproduccidn exitosa de =
los resultados depende de que se satisfaga todos los requeri-
nientos nutricionales bajo la presién de un factor dnico limi
tante, esencialmente se estd trabajando con un sistema mdlti-
ple de enzimas que en este caso se¢ pone en accidn con centida
des nanogrdmicas de Vitamina 312’ Las cantidades extremada--
?ente pequeiias del complejo de cobalaminas que soportan el -=-
crucimiento del organismo Lactobacillus Leichmannii, aumenta-
las precauciones ncecesarias pars proveer un ambiente controla

do,



METODOS MICROBIOLOGICOS

Los métodos microbiolégicos para la determinaciénde
vitaminas se basan en la observacién de que alguncs microor=
ganismos de caracteristicas bien definidas pueden multipli--
carse y producir ciertos productos metabllicos idnicos en ==
presencia de la vitamina del grupo "B", Estos microorganis-
mos se cultivan en un medio nutritive que carece de un com~-
puesto vitaminico determinado, el crecimiento se inhibe to--
talmente. Cuando se afiade la muestra que contiene la vitami
na B

12

crecinmiento, la multiplicacién del microorganismo causa una-

al medio inicialmente transparente por ausencia de ==

turbidez que es medida fotométricamente, Ademds de la medi-
da turbidimétrica, los productos metabdlicos formados por el
microorganismo pueden determinarse cuantitativamente; por --
ejemplo pueden valorarse volumétricamente la mezcla de dci--
dos producidos por algunos microorganismos a partir de la —-=
glucosa suplementada al medio, La valoracidén fotométrica de
los reactivos de crecimiento es mis sencillo y puede llevar-
se a cabo con mayor rapidez y es el procedimiento de valora-

cidn que se ha seguido en el presente trabajo,

Si se afladen cantidades crecientes de la muestra —-
problema, la turbidez del medio, que refleja ¢l mayor creci-

miento se incrementa graduaslmente y, dentro de un cierto in-

tavroals da ramrontransd An ne Adrantoamanta nroarnnvrrdinmal a Tao



cantidad de vitamina presente,

Dentro de este intervalo llamado de "requerimicnto -
para un desarrollo equivalente a la mitad del miximo" pueden
gompararse con gran precisién los efectos causados por la =-
adicién de la muestra problema y de una solucién de referen~

cla que contienc la vitamina pura.

Material y Método,

Como microorganismo de prueba sce utilizdé la cepa Tagc
tobacillus leichmannii (783%0) la cual estaba cuidadosamentew
cmpacada, se procedid a abrirla de acuerdo al instructivo ~-

que trafa adjunto,

Como abrir los cultivos liofilizados., Se calienta vigorosa-

nente el extremo punteado del recipiente exterior en una 1lla
ma de bunsen, mientras estd caliente, se afiade una o dos go-
tas de agua para romper el vidrios se remueve el extremo del
rccipiente de un rdpido golpe con un 1ldpiz u otro objeto si~

milar y se procede luego a sacar el vial interior,

Como Rehidratar el Cultivo, Asepticamente se agrega al mate

rial liofilizado 0,5 ml, de un medio apropiado mediante una-

pipeta serolégica, se mezcle bien y se pasa la mezcla total-



a un tubo de ensayo que contiene de 5 a 6 mililitros del mis
mo medio., De esta suspensién se hacen los cultivos ya sea a
un medio lfquido o sblido, incubdndose a temperaturas apro«-—
piadas con tratamiento y condiciones adecuadas, la mayorfa -

de estos cultivos crecieron en 48 horas.

Esta cepa, debe mantener la sensibilidad de los mi--
croorganismos de censayo hacia la vitamina en estudio, y por-
lo tanto fue necesario cultivarla y mantencerla diariasmenteen
medios de cultivos lfquidos o sélidos, que llenan los requi=-
sitos minimos y contener la cantidad suficiente de todos los

sustitutos esenciales para su crecimiento,

Bl medio de cultivo lfguido contienes

0,75 gramos de estracto de agua soluble de levadura,

0.75 gramos de peptona.

1.0 gramos de dextrosa anhidrida,

0.2 gramos de fosfato monopotdsico en 60 mililitros
de agua.

10.0 mililitros de jugo de tomate,

1.0 mililitro de solucién de polisorbato 80 (Tween-
80).
Agua hasta 100 rililitros. Se ajusta a un pH de

6.8,



El medio de cultivo sdélido contiencs

1.0 % glucosa.

0.75 % de extracto de levadura,

0.75 gramos de peptona de cascina,
1.5 % de agar;

0.2 % de fosfato monopotdsico,

0.5 % de jugo de tomate,

0.05 % de Tween 80,

El pH es de 6.8, ¢l cultivo sc siembra cn picadura,-

se incuba a 37OC durante 24 horas,

Los requerimientos gue decben satisfacerse para garan
tizar un procedimiento sencillo, reproducible y exacto, limi
tan notablemente el nimero dc organismos apropiados para las

determinaciones microbiolégicas; dichos requerimientos sons

a) El microorganismo debe ser especifico para la vie
tamina que se ha de determinar.

b) Las propicdades de la cepa que se emplea deben —-
permanecer absolutamente constantes después de un
prolongado perfodo de resicmbras,

c) Las manifestaciones vitales del microorganismo --
(crecimiento, formacidn de procductos metabblicos,

etc,) deben proporcionar efectos graduales y faw-



cilmente medibles, dentro del intervalo éptimo, pa
ra su determinacibén cuantitativa.

d) Los microorganismos empleados deben poseer un meta
bolismo intenso, de tal modo que los anfdlisis pue=
den llevarse a cabo en el menor tiempo posible.

e) Los microorganismos utilizados no deben scr patége
nos, para evitar exponer al analista el riesgo de-
infecciones y hacer innecesariamente diffecil el ~=

procedimiento analftico,

Para el ensayo microbiolégico de las vitaminas debe =
confiarse principalmente en los microorganismos cuyo metabo-
lismo y requerimiento nutritivo son mfds similares a los dele
hombre y animales, ILa mayorfa de las cepas de ensayo SOn -—-
adaptaciones naturales incapaces de producir por si mismas =~

determinados factores esenciales para el crecimiento,

Cepas Tipo,

Con el fin de mantener la sensibilidad de los microor
ganismos de ensayo hacia las vitaminas que deben ser determi
nadas, es necesario cultivarlos en un medio que cubre los re
quisitos mfnimos por contencr la cantidad suficiente de tow-

dos los sustitutos csenciales por su crecimiento, incluyendo



la vitamina en cuestién, En algunos microorganismos es acon
sejable realizar la resiembra en un medio en el cual la Vita
mina para cuya determinacidén se emplea se halla presente en=
conceptos fuertemente reducides en la cantidad minima sufi--
ciente para ascgurar un crecimicnto adecuado antes de enmple-
ar la cepa para la valoracibén de la vitamina, Ello recuce =
la posibilidad de que las c&lulas microbianas puedan sinteti

zar oierta cantidad del componente vitamfnico por si mismo,

Las cepas que hayan sido "reacionadas'" o formadas al
"ayuno" de este modo proporcionan normalmente una curva mnéds-
aguda en la determinacién vitamfnica, con notables diferen-=~
cias en la turbidez producida por los conceptos mdximo, lo -

cual mejora la exactitud del anflisis,

Para mantener la actividad bioquimica y prevenir el-
desarrollo de formas adaptativas indeseables, no solo deben~
seguirse cuidadosamente las indicaciones respecto a la compo
sicién cualitativa y cuantitativa del medio nutritivo corres
pondiente a un microorganismo determinado, sino que también-
debe concederse gran importancia al tratamiento y conscrva--—
cién de las resiembras, Cuando después de resiembras repeti
das sobre medios poco favorables para su desarrollo, decrece
la actividad bioquimica de ciertas especies exigentes, suele

ser muy beneficiosa realizar un pase de rutina a travez de -
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un "medio de refresco" o de recuperacidn, Para los Lactoba-
cillus, por ejemplo, este medic tienc la siguiente composi-~-

ciéns

Peptona (0aseina) ..eeveoseseeevscecenes 1.0 g7,
D—-GluCOS& P B UG e Q@ @ e e 6O 2o 200 0 VIS s T O e d0 100 GI'O
Fosfato MonopotasSico sevevicevececeasnses 0.2 LT,

Carbonato CALCiCO sueeveevvveocvonvosass Osd LT

Agar purificado beoosenssssvessvesass LoD BT,
SOluCién Salina .Ao ® ® o9 00 00 0 00 0080 P23 eV 005 mlO
Solucidn Salina B. sesveescsecensessesse Uob ml,

Extracto de higado sesvececesssesccess 209 ET.

Agua CD sc po ® D 8 & 060 U O O 0 @ 0 80 C 05D PN GO ¢8O loo nllO

El pH del medio de recuperacién se ajusta al Sptimow-
para el crecimiento de componcntes microorgdnicos, segin se-
indica en el apartado "cultivos originales" o "cepas tipo".-
El medio intuba en fracciones de diez milfgramos en tubos de
ensayo, esterilizdndose a 11500. durante veinte minutos y de

jando enfriar en posicién inclinada,

Liofilizacidn.

BEn los dltimos afios, la desccacién por congelacién -

(liofilizacién) se ha venido ampleando de forma progresiva -
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para mantener los microorganismos de ensayo en un estado al-
tamente activo, Se trata, efectivamente de una forma de con
servacién en la cual ¢l metabolismo de los nmicroorganismos -

se reduce al minimo.

Puesto que la reproduccidn sc impidc, no pueden te--
ner lugar mutaciones esponténeas, cvitdndose la pérdida de =
la plena capacidad de respuesta en el momento de emplearlo -
en el ensayo microbiolbgico, Los cultivos conscrvadores de-
esta manera se preparan creciendo las ccpas en un medio li--
quido de incubacién, Despuls de incubacién se centrifuga el
cultivo y el precipitado sc¢ suspende en un volumen igual de-
solucién de gelatina al 10 %. La suspensién obtenida se dis
tribuye en pequeilas ampollas al efecto y se liofiliza, Lose
cultivos asi desecados permanecen visibles durante muchos ==

afios,

Indculo,

Los infculos de bacterias o protozoos apropiados cx=-
perimentalmente se preparsn mezclando las suspensiones o pre
paraciones liofilizadas del microorpanismo de ensayo con cl-
medio de cultivo apropiado ¢ incubdndolos a la temperatura -

establecida, La levadura y los hongos se transfieren al ne-
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dio desde los tubos de agar inclinado correspondiente., Los-
componentes del medio nutritivo original que puedan interfe-
rir se climinan generalmente del cultivo mediante repetido -
lavado previo con el medio de censayo recomendado, 0 simple--
mente, con solucién salina (suero fisiolégico), Este proce-
dimiento - bastante lgrgo -~ puede simplificarse considerable
mente suspendiendo el cultivo lavado en la cantidad suficien
te de tampon fosfatos pH = 7, conteniendo el 15 % (V/v) de -
glicerol bidestilado, de tal modo que proporciona un indculo
del contaje bacteriano recomendado y conservdndolo en conge-
lador (de 15 a 2OOC) hasta que se requiera su empleo, Este~
infculo queda listo para su uso en cualquier momento incondi

cionalmente después de su descomposicién.

Recuento Bacteriano.

Creecmos recomendable que la egquivalencis de los ind-
culos se establezca sobre la base del nlmero de microorganis
nos viables por ml, Para cualquier tipo de microorganismos-—
estec nimero guarda unas relacién definida con la turbidez, --
cuando el cultivo estd en fase logarftmica de crecimiento, -
En experimentos, llevados a cabo cmpleando nefelémetro EEL -
(Evan electroselenium Ltd, Potter Street, Harlows Essex In--

glaterra)., Se obtuvieron los siguientes valores, por compa-
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racibn con la turbidez patrén calibrado por la misma firma, .-

(9).

Recuento bacteriano % Turbidez

6

Organismos por ml, X 10~ (Patrbn=100 %)

Lactobacillus arabinossus ssevess. 300 60
Lactobacillus fermenti .......... 300 60
Lactobacillus helveticus +....... 100 50
Lactabacillus leichmammii ,..... 100 30
Leuconostoc mesenteroides ...... 200 60
Streptococcus faecalis ....00.... 200 40
Kloeckera brevis ....vievveessees 200 60
Saccharomyces carlsbergensis ..a.. 5 15

Medios de Cultivo para el Bnsayo Microbioldgico.,

Un "medio de ensayo" es un medio nutritivo de composi
cibn definida, que contiene todos los ingredientes necesarios
para el ¢recimiento del microorganismo excepto la vitamina —-
que se pretende determinar, Los dnicos componentes adiciona-

les requeridos para completar ¢l censayc son: la muestra pro-—-
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blema o las soluciones patrén que contienen vitaminas; y el-
in8culo bacterianc, Los medios de ensayoc se¢ Dpreparan mez-—-—-
clando soluciones de distintos compuestos nutritivos en la -
preparacién adecuada, las soluciones nutritivas que se CR=---
plean en la preparacién de los medios de ensayo microbiolég}
cos que se refieren con el nombre de "solucién madre' o pri-
marios, Después de mezclar adecuadamente las soluciones pri
marias, se diluyen hasta 1000 ml, con agua y se ajustan al -
pH apropiado, ILa mezcla resultante despuds de filtracidn se
designa como "medio bdsico"., La solucién cmpleada para la -
determinacibén microbiolégica cn el "medio de emnsayo', que se
prepara a partir del "medio bAsico" por adicidén de la solu--
cibn de glucosa (y, en algunos casos, de 4cido asclrbico, --
agentes tensoactivos -como el Tween~-, etc.,) en la proporcién

adecuada,

Los medios de cultivo deshidratados y listos para =
su uso, suministrados por diversas firmas comerciales, N0 ==
son siempre eguivalentes de acuerdo con nuvestros prepios re=—
sultados, a los mcdios de cultivos extemporancamente a par~-
tir de los diversos ingredientes., Este hecho, junto con la-
coloracién més pronunciada que tiencn normalmente las prepa-
raciones comerciales, es el responsable de las curvas de Sp-
timo inferior que se obtiene a menudo con las mismas, y gquew-
disminuyen la exactitud del procedimiento, BEn cualguier ca-

S04 1la cficacia de los medios de cultivo "listo para su em-—e



15

pleo' debe establecerse por ensayos preliminares,
No es aconsejable conservar las soluciones madre du-

rante muchos dfas, Las soluciones de vitaminas deben ser =—-—

siempre de reciente preparacidn.

Aparatog de Vidrio.

Una vez limpios mediante los procedimientos habitua-
les en los laboratorios, todos los utensilios de vidrio nece
sarios para llevar a cabo estos ensayos deben tratarse duran
te una noche con #4cido clorhfdrico 3N, lavando después cuida
dosamente y abundantemente con agua., LA continuacién, el na-
terial de vidrio sc¢ seca y esteriliza a 200°C, durante una -
hora como minimo, Los tubos y matracecs utilizéaos para log-
ensayos o para la preparacién de los medios de cultivo dehen
hallarse siempre provistos de cierre de vidrio o de metal ya
gue los tapones de algodbény, celulosa o materiales similares-

pueden introducir factores de crecimiento de las soluciones.

Calidad del Vidrio,

La calidad del vidrio utilizado on los ensayos micro

biolégicos es impertante, ya que los oligoelementos gue pue-



16

den librarse al medio en determinadas condiciones pueden in

fluenciar el crecimiento. Se utilizé vidrio Pyrex,

Preparacién de las Muestras,

La vitamina en estudio puede hallarse bien en esta-
do libre o en forma combinada, Los microorganismos de ensa
yo responden unicemente a las vitaminas que se hallan en es
tado libre y con escasas excepciones son incapaces de libew-
rarlas de los componentes de alto peso molecular gue pueden
formar (por cjemplo, complejos vitamina protidicos). Esy -
por tanto, esencial preparar ¢l material original parz cl -
ensayo microbiolbgico mediante hidrélisis preliminar, El -
métodc mds sencillo para liberar a las vitaminas de sus di-
versas formas combinadas es calentar la mucstra en agua O -
en tampén, pero la hidrblisis cenzimdtica o 4cido es el pro-
cedimiento mds empleado habitualmente., Debido a la conposi
cién variable de las muestras ~por ejemplo, la naturaleza y
cantidades de protefnas y almidén presentes-, cabe la posi=-
bilidad de que el método descrito para la liberacién cuanti
tativa de las vitaminas a partir de sus formas combinadas =
no sea el mfs conveniente en el caso particular en estudio,

En consecuencia, las condiciones de¢ hidrélisis (concentra~-

cién de 4cido, tiempo de calefaccién, cantidad de enzimas)-
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empleadas para un material desconocido, deben modificarse en
varias series de experimentos paralelos para conmprobar si la
vitamina se libera cuantitativamente y cuales son las condi-
ciones Sptimas para ello la hidr8lisis 4cicda puede llevarse=-
a cabo en un tiempo conmparativamente menor, pPero no siempre-
conduce a los mejores resultados. Las preparaciones comer--—
ciales de diastasa cmpleadas para la enzimflisis contiene, -
algunas veces, pequeflas cantidades de vitamina y, en conse=-
cuencia, es aconsejable examinaxr el posible contenido vitami
nico en todo los lotes enzim&ticos que se reciban, Si se ha
llan una cantidad medible en los mismos, la proporcién pre-—-
sente en la cantidad de cnzima empleada en c¢l ensayo de libe
racién debe sustraerse del resultado total obtenido en la de

terminacién microbioldgica,

Dilucidn de 1la Muestra.

La solucién de la muestra o el estracto del material
es cstudio se dilmyen de tal modo que el resultado aproxima-
do previsto caiga en la regién central, mfs lineal, de la --
curva de calibracién., Si la concentracidn de la vitamina en
la muestra problema es totalmente desconocida, la dilucidn -
Sptima para el andlisis microbioldgico debe determinarse por

experimentos previos. Para el andlisis microbiolégico se =-
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preparan como minimo tres diluciones Sptimas a partir de la=

solucién prohlema,

Soluciones de Calibracidn,

Las curvas de calibracién se determinan para cada -
anflisis, y es vilida exclusivamente para ¢l mismo, Las die
luciones de las soluciones de calibracidén se mezclan con el-
medio de ensayo, se inoculan y se incuban en las mismas con=-

diciones que las diluciones de la nmuestra.

Soluciones Control,

Es aconsejable comprobar en cada experimento micro~-
biolégice la esterilidad de los medios de cultivo por medio-
de un control, llevado a cabo simultaneamente, que no se ino
cula, pero que se‘trata de forma idéntica a las muestras y -
soluciones de calibracién. Es aconsejable asegurarse de que
el medio de cultivo no contiene factores estimulantes del --
crecimiento, Con este fin, nueve mililitros del medio colo-
cados en un tubo de ensayo se tratan con un mililitro de m~wew
agua en lugar de adicionar un mililitro de 1la sclucidbn de la
muestra; se inoculan con una gota de cultivo y se incuban -«

junto con los tubos que conticnen las diluciones problena y-
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patrén., Cuando se rcalizan las medidas fotométricas ninguno

de los controles empleados debe mostrar turbidez mediblec.

Medida,

La lectura se realiza tan pronto como la solucién de
calibracidn correspondiente a la menor concentracién emplea-
da presente caracterfsticas medibles (turbidez), Para la va
loracién nefeldbmetrica el contenido de los tubos se agita ==
previamente, Una vez eliminadas las burbujas de aire la tur
tidez se mide en un fotdmetro apropiado (en este caso se ==
usé el verde). La turbidez puede expresarsc indistintamente
como extincién, como tramitancia, o simplemente por lectura-
en el galvandmetro., Si es imposible realizar inmediatamente
lag lecturas, el crecimiento posterior puede evitarse pipe--
teando una gota de una solucién de formaldehfdo al 1 %, en -

cada tubo de cultivo y agitar (9).
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METODO SEGUIDO EN EL PRESENTE TRABAJO

Cepa Enmpleada,

Como microorganismo de pruecba se utilizé la cepa 7830
Lactobacillus leichmannii., Esta cepa, con el fin de mantener
la sensibilidad de los microorganismos de ensayo hacia la vi-
tamina en estudio que debia ser determinada, fue necesario -~
cultivarla y mantenerla diariamente en medios de cultivos 1f-
quidos o sdlidos que cubrfan los requisitos mfnimos, por con-
tener la cantidad suficiente de todos los sustitutos esencia-

les para su crecimiento.

Esta cepa se mantuvo en un medio de cultivo lfguido-
gue contienes

0,75 gramos de extracto de agua soluble de levadura.

0.75 gramos de peptona.

1.0 gramos de dextrosa anhidrida,

0.2 granos de fosfato monopotdsico en 60 milili-—-

tros de agua.

10 mililitros de jugo de tomate,
1 mililitro de solucibn de polisorbato 80 (Tween
80).

agua hasta 100 mililitros.

Se ajusta a un pH de 6,8.
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Las especies de Lactobacillus se clasifican en Homo~
fernentativo y Heterrofermentative. El Lactobacillus leich-
nannii pertencce a las Hemofermentativo que producen solamen
te trazas de productos finales distintos del 4cido ldctico -

de la fermentacidén de 1la glucosa,

Lactobacillus leichmanniis Bergey et- al., 1925 (Baci
llus leichmannii I, Henneberg, Z Tschr, f Spiritusindustrie,
2641930,22; also see Cent.f Bakt, II Abt, 11,190%4163, ~e—w-

Bergey et al., Manuel, 2nd ed, 1925. 180).
Leichmannii M, L., El nombre leichmannii viene de ==

Leichman, nombrado pcr el profesor G, Leichmann bacteriblcgo

alemdn.

Descripcidn,

Son bacilos de 0.6 x 2 a 4 micras, son aislados o en
cadenas cortas; las células muestran 2 o mis granulos tefii--
dos intensamente., No son métiles, Gram-positivos, Cultivo
de gclatina en picadura no hay licuefaccién, Colonias en ==
Agar en flautass limitado, grisdceo, crece mejor en picaduws

ra, (Caldo: turbido,

Brarma LA3da Ao mliin~nnn Famrndnoa Al +An A SAvAMA S A v
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trecholosa, pequefias cantidades de gelactosa, manitol y alfa
glicésido, no fermenta la lactosa, rafinosa arabinosa, ramo-
sa, dextrina e inulina, forma 1.3 por % de dcido léctico en-

mash, Produce &cico ldctico levorotatorio,

No forma nitritos de nitratos,
Microacrlfilo,
Temperatura Sptima de 36009 néxima entre 40°0, Y =

46°C,
Relacifn con otras especiesg esta especie ces apa~-—
rentemente similar al lactobacillus delbrueckii pero tiene -

una tenmperatura Sptima mds baja.

Procedencias se ha aislado de levadura comprimida—

y de leche fermentada,

Habitat. Procductos licteos (2).

Soluciones madres empleadas en la preparacién de los nediosw—

de cultivo para el ensayo nicrobioldgico de la Vitamina Boe

Solucibén 1, Se disuclve en 40 ml, de HCl 1N 400 —-
ngr, de L-clstina y la misma cantidad-

de DI~triptdéfanoc.



Solucibn 2.

Sclucién 3,

Sclucién 4.,

Solucidn 5,

25

Se disueclven en 50 ml, de HC1l 1N hir---
vicndo, 20 mgr. de cada una de 1ag si--
guicntes bases? adenina, guanina y ura-
cilo.

20 mgr, de xantina se suspenden en 3 -
4 ml, de agua, sc afade 1 rnl, de una sO
lucién de amonfaco 2l 25 por %, la mez-
cla se calienta a 7OOC. y se agita hase
ta que se¢ ha disuelto totalmente ¢l pro
ducto. La sclucién se enfrfa y se dilu
ye hasta 20 ml., con ague,

&) Se disuelven en 400 ml, de 4cido acé
tico 0.02 N calentando, 10 mgr. de ribo
flavina, 10 mgr. de clorhidrato de tia-
mina y 20 mgr. de &cido nicotfnico.

b) 5 mgr. de D-biotina se disuelven 50-
ml, de agua., Se afiade 1 ml, de esta so
lucién a la solucidn Ma",

Se disuelven en 400 ml,., de etanol al 25
por %, calentando, 20 mgr., de £cido 4 -
~aminobenzoico, 1C mgr, de¢ D-pentotena-
to cdlcico, 40 mgr. de clorhidrato de -
Piridoxina, 40 mgr. de clorhidrato de -
piridoxal, 8 mgr, de diclorhidrato de -

piridoxamina y 2 mgr., de &cido fblico,



Incculo,

Sclucién 6,

Solucién 7.

Solucién 8,

Solucién 9,

Solucidén 10.

24

Solucién salina A. Se disuelven en 100
nl, de agua 2.5 gr. de fosfato monopotd
gico y 2,5 gr. de tosfato dipctdsico,.
Esta solucién se denomina frecuentemen-
como Sclucidbén salina "AYV,

"Solucién salina "B", £e¢ disuelven en-
100 ml, de agua. 1 gr., sulfato de magne
sio, 0.05 gr., de cloruro sédico, 0,05 -
gr, dec sulfato ferrosc y 0,05 gr., de —=
sulfato de manganeso., Bsta solucidén se
denomina "Solucién saling B".

200 mgr., de L-aspargina se disuelven en
20 ml, de agua calentando,

10 gr, de hidrolizado de casefna (hidx§
lisis 4cida) exento de vitaminas se di-
suclven en 100 ml, de agu=z, czalentando,
20 gr, de acetato de sodio anhidro se -

disuelven en 100 ml. de agua calentando.

El microorganismo se inocula a partir del cultivo en~

medio lfguido (sin agar) y se incuba 2 37°0, carante 20 ho=-

ras., Se centrifuga, se lavan las c8lulas % veces con medio -
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de:ensayo estéril libre de vitamina By, ¥ se resuspende, fi-

nalmente, en 10 ml, de este medio de ensayo.

Medio de Ensayo,

Con Lactobacillus leichmannii.

El medio de ensayo se prepara mediante los siguien--
tes voldmenes de las soluciones madres en un matyraz erlenmes

yer de 2 litros.

40 ml, de la solucién 1

50 ml., de la solucidén 2

20 ml, de la solucibn 3
40 ml, de la solucibén 4
4C ml, de la solucibén 5
40 ml, de la solucién 6
40 nl., de la solucién T
20 ml, de 1ls solucidén 8

100 ml, de la solucién 9

100 ml. de lz solucién 10

La mezcla ge diluye hasta 1000 ml. con agua, se ajus

ta a pH 6. y sce calienta a 120°¢, durante 10 minutos, El —-



26

precipitado que se forma se elimina por filtracibn, una vez-
enfriada totalmente la mezcla, Antes de su distribucién en-
los tubos de ensayo, se mezclan 100 partes (v/v) de este me-
dio b&sico de doble concentracidn con 80 partes de una solq—
cibn de 40 grs, de glucosa, 4 grs. de 4cido ascbrbico y 2 ml.
de solucién Tween 80, 800 ml, de agua. Porciones de 9 ml, =
de cste medio de ensayo se distribuyen cen los tubos de censa-

¥yo que se tapan y se esterilizan a 11500. durante 10 minutos.

Solucién Patrdn.

Clanocobalanina o vitamina B12 exactamente pesada se
disolvié en agua destilada estéril en una concentracién de =

10,00 pg/ml.

Curva de Calibracidn,

A partir de la solucidén patrén se prepara la siguien
te serie de concentraciones? 1000, 200, 100, 50, 20 y 10 pg.
de vitamina B12 por ml, Un ml, de cada una de estas dilucio
nes se pipetea, en condiciones cstériles en los tubos de en-
sayo que ya contienen 9 ml, del medio de ensayo. Cada con-~-

centracién so conduce por triplicado con el fin de incremen-

Yar Ta avartitnd dal anfliadie.
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M&todo,

Bl método turbidimétrico empleado fue el descrito por

Rolf Strobecker, Heinz M, Henning (1).

Para analizar solucicnes que contienen solamente Vita
nina B12 0 cilanocobalamina se diluyen progresivamente con =--
agua destilada estéril hasta que la concentracién de vitami-
na B12 sea la misma de la solucidén patrén, De esta solucién
llevamos a concentracioncs 1000, 200, 100, 50, 20 y lO?pg/ml.
do vitamina B, (igual a las de la curva de calibracidn).

Para suplementos vitaminicos se¢ preparan soluciones -~

con agua destilada estéril a concentraciones igual a las des

critas anteriormente.

Un mililitro de cada una de cestas diluciones se pipe-
tea, en condiciones estériles en los tubos de ensayo que yaw
contienc 9 mililitros del medio de cnsayo,.- Cada concentra--
cién se conduce por triplicado, con ¢l fin de incrementar la
exactitud del anflisis. BSe afiade 2 cada tubo de ensayo una-
gota del inéculo ya preparado a 3700. durante veinticuatro -

horas.

Tan pronto como transcurren las veinticuatro horas se
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procedid a la valoracién del ensayo. Sc¢ midieron las turbi=-
deces de la soluciones patrén y soluciones problema en colo-
rinetro Klett cmpleando el filtro verde de 490-500 mu. Los=
valores obtenidos a partir de las soluciones patrén y proble
mas sc representan frente a las concentraciones en un papel-
milimetrado, las unidades de turbidez se seflalan a lo largo-
de la escala lineal (Ordenadas) y las concentraciones en pi-

cogramos 10—12 gramos por tubc de ensayo (abscisas).

Las turbideces halladas en las muestras se convierten
en las correspondientes concentraciones empleando la curva =
de calibracibén asi construida, Multiplicando por el factor-
de dilucibn se obtiene la cantidad de vitamina B o POT gramo

1

de muestra original,
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Instrucciones para el manejo del Fotocolorimetro Klett Summer

sSon.,

lo, Antes de conectar el aparato estar seguro que el-

204

50.

4o,

50.

60,

To.

80,

filtro a emplear ha sido colocado en el lugar que
le coxrresponde en el aparato y hacer coincidir en
(¢) la aguja con la lfnea media de la escala mo=-
diante cl botén (D) situado en la parte superior-
del aparato, No se puede usar este botén a menos
que el instrumentc esté apagado,

Conectar el aparato a un toma corriente y encen=~-~
der el swich (H).

Colocar un tubo limpio para colorfmetro contenien
do agua destilada en el punto (E) del aparato., =
No coger nunca el tubo por su parte inferior,

Por medio del botén (A) colocado enfrente del apa
rato poner a 0 la escala de la lectura (B).
Encender la lémpara del colorfmetro por medio del
swich 1,

Hacer coincidir en (C) mediznte el botén (G) que~
estd colocado a la izquierda de (E).

Dejar en reposo 5 minutos para permitir que se es
tablezca equilibrio en el aparato y chequear nus=-
vamente la posicibn del cero con 2l botén (G)., -
8i no est€ en cero hacerlo llegar,

Apagar el aparato con (H) retirar el tubc con  -m
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agua destilada, y colocar en su lugar un tubo Klett

limpio conteniendo la solucién de concentracién deg

conocida, lIncender de nucvo.

90, Mover (A) hasta que (C) estd nuevamente en linea y-

leer cn la escala (B).

Reactivos y Material Usado,

HC1 1N

CH,COOH 0,02N

3

NH, 25 % t

Tubos de ensayo

dad,

Papel indicador,.

Se disuelven 3,08 mililitros de HCL ccn
centrado en 100 mililitros de agua.

Se disuelven 1,14 mililitros de 4cido -
acético en 100 mililitros de agua.

Se disuelven 4%,10% ml, de NH, en 100 =

b
nl, de agua.

con tepén de rosca de 15 cc. de capaci=-

Probeta, frascos volumétricos de 50, 100, 250, 5004 y =

1000 ml,

Beaker, erlenmeyer, balones de varias capacidades.
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INYECTABLES
Concentracién

Pg/ml, Patrén 1o, 20. 30, 4o, 50,
1000 575 52,0 59.0 4C.0 61,0 60,0

200 53,0 43,0 40,0 36,0 59.0 55,0

100 47.6 35,0 30,0 28,5 50,0 51.0

50 34,3 28,0 25,0 21,0 46,0 41,0

20 30,0 21.0 22,0 20,0 34,0 38,0

10 26,0 20,0 21,0 17.0 3%,0 36,0
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JARABES

Concentracién

Pg/ml, Patrén A B C D E
1000 5745 59.0 34,0 87.0 65,0 52,0

200 53,0 5645 30,0 7540 59.0 45.0

100 47.6 5240 27.0 66,0 5440 3840

50 34,3 50,0 25.0 63,0 51.0 | 32,3

20 30,0 44.5 22,0 58,0 50.0 29.0

10 26,0 4%,0 18.0 55;0 48,0 28,0




e e

o . R
!
e ot et s s a s T i e i e e S TR - -
]
1
1
H :
: !
¢ i
1
| : »
{

B T

J R SV

L i o e AN a2 2 e .

!

g

|
. [T S .w e e o

?

i
/

i
i
i

i v it e e s e e

e o ]

09



37

GRAGEAS

Concentracidn
Pg/ml. Patrdn I 1T III Iv
1000 5745 54,0 36,0 41.0 67.0
200 53,0 51,5 33,0 36,5 42,0
100 47,6 48.0 30,0 32;5 38,0
50 2405 45.5 2745 28.5 32.0
20 30,0 42,5 25,0 26,0 28,0
10 26,0 36,0 24,0 25,0 24,0
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Los resultados del contenido de vitamins 312 en espe-—-—
cialidades farmacedticas, se obtuvieron a partir de las curvas

de calibracién eligiendo como concentracidn de referencia 100-

pg/ml,
INYBECTABLES

Especialidades Concentracién obtenida Concentracién declarada

Farmacedticas de Vitamina B12 en marbela
lo. 350 mcg. en cada c.c. 1000 mecg, en cada c.c,.
20, 200 mcg. en cada c.c. 1000 mcg. en cada c.c.
%0, 750 mcg. en cada c.c, 5000 mcg. en cada c.c.
4e, 125 mcg. en cada c.c. 100 mcg, en cada c.c.

! I

50. 1500 mcg. en cada c.c. 1000 ncg. en cada c.c.
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JARABES

Especizalidades Concentracidén obtenida Concentracibdn declarada
Farmacedticas de Vitaminsa B12 en marvete
A 70 mcg.en cada 100c.c. 100 meg.en cada 100c.c.
B 1l mcg. en cada 5 c.c. 10 meg., en cada 5 c.c,
C 10 mcg., en cada 5 c.c. 5 mecg., en cada 5 c.c,.
D 1150 ncg.en cada 100c.c, 500 ncg.en cada 100c¢c.c.
% , .
B 500 ncg. en cada ml, 1000 ncg. en cadz nl,

GRAGREBALAS o
Bspecialidades Concentracidn obtenids Concentracidn declarada
Farmacedticas de Vitamina 312 en marbete
I 1.7 ncg.en cada Tableta 2 mcg.en cade Tableta
| - e - e e ]
3 1T 50.0 mcg.en cada Tableta 250 ncg.en cada Tableta
11T 12.5 ncg.en cada Tableta 50 mcg.en cadn Tableta
Iv ! 15.7 meg.en cada Tableta 15 mecgl.en cadn Tableta




lo,

20,

50,

4o,

50,

6o,
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CONCLUSIONES

El método microbiolégico que emplea la cepa T83C de Lac
tobacillus leichmannii permite valorar Vitamina B12 N
especialidades farmacedticas en soluciones o en grageas

ya sea libre o combinada con otras vitaminas,

Los resultados dé contenido de Vitaminas B,, en inyecta
bles y jarabes resultaron discrepancias en las concen~-
traciores obtenidas y las declaradas en marbete,

En las grageas hubo similitud en dos y discrepancia ch=

dos,

En el caso de las grageas se pueden atribuir los resul-
tados 2 una mala mezcla debida a lao cantidad tan poca -

de Vitamina 312 gue hay que incorporar,

El medio de cultivo fue preparado en el laboratorio de=-
bido a que da resultados mds exactos gque los medios de=

cultivo comerciales,

Bl método es sencillo y el material de fdcil adguisi-—-

cién.

El bacilo es muy delicado, fue cultivado 3 veces por se

mana para poderlo nmantensr vivo,
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RECOMENDACIONES

Por los resultados cbtenidos en ¢l presente trabajo-
se rccomienda que las valoraciones de Vitamina B12 decben ha-
cerse por métodos microbioldgicos y ocupar como microorganis
mo ideal el Lactobacillus leichmannii debido a su sensibili-
dad y alta especificidad cn la determinacidén de esta vitami-
na ya quce el desarrollo y metabolismo de este bacilo depensw
den directamente de la concentracidén existente de Vitamina «
Blzo

Se haga la valoracién microbioldgica por este método
de todas las preparaciones farmacedticas que existen actual-

nente en el mercado salvadoreifio que contengan Vitamina B12'

Para una persona normal el organismo necesita 2 miew
crogramos diarios y para un enfermo depende de sus necesida-

des. Las grandes dosis se eliminan r4pidamente por la orina.

Se recomienda que se analicen substancias naturales=-

gque puedan ser fuentes de Vitamina 312'
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