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1 N T R O D U e e ION 

Este trabajo tiene el prop6sito de contribuir al cOB 

trol de calidad de las Especialidades Farmaceúticas, en lo -

que se refiere al contenido de Vitaminas B12 utilizando el -

método microbio16gico, como sistema de determinaci6n y valo­

raci6n de la cianocobalamina. Los métodos de valoraci6n p~ 

den ser físicos, químicos y microbio16gicos. ~ero, los pri­

meros análisis de Vitaminas se hicieron empleando método Bi.2,. 

lógicos. Los efectos específicos producidos por las vitami­

nas en animales de experimentaci6n sirvieron de base para la 

valoración cuantitativa de los mismos. Los métodos Químicos, 

Físico-químicos y microbiológicos se han ido desarrollando -

gradualmente. Todavía hoy, los métodos biológicos son a vo­

ces indispensables para la determinaci6n de vitaminas. A pe 

sar de la indiscutible ventaja que les proporciona su mayor­

selectividad, el emp100 do los métodos biológicos so han ve­

nido limitando sucesivamento 9 ya quo requieren mayor tiompo­

para su ejocuci6n; son normalmente caros y sus límites de 

error son con frecuencia muy amplios" También so recurre a­

los métodos bio1~gicos cuando se requiere determinar la faci 

lidad de observaci6n o 1iberaci6n do las vitaminas presentes 

en preparaciones farmaceúticas. 

Los métodos microbio16gicos han sido ampliamente ut1 
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Debido principalmente a su gran s e nsib ilidad y a lt a ospecifl:. 

cidad, estos métodos son preferidos e n mucho s l aboró. torics ,­

especialmente p a ra la inve stigación de vitamin8.s e n materia­

les de origen natural. La especificidad y exac titud de 108-

m§todos microbiológicos pueden inorementa rse, po r Dedio de -

ap lica oi6n de métodos modernos de separaoi6n (crc mat ogr afía ­

do int e rcambio iónio o, cromatografía de capafina)~ 

El método microbiológico ideal sería a quel que disp~ 

s i e ra do un mi or oorganismo que se desarrolla r a ,,"s pocificame,E; 

te e n p:ees8l'cia de una determinada sub s tanc i a y el dosarro--. 

110 9 o su metabolismo dependiera d irectamant e da 1 8. conc e u- ­

traci6n de d icho. substancia" Deb i do a l a d i f icultad de on-­

contra r t a l es capas, se h a inducido , so lecciona nd o y es tu--­

diando mutantes CIuC precisen determinadas subo t a ncias. 

gramo. 

Microorganismof3 usados con aste objeto son~ 

loo ~ac~0~é~il1us l~ichmannii 783Q 

20. Escherichia coli 113-3 

30~ Eug l e n a g racilis y 

40 . Ochromonar3 malhamensis. 

utiliz a ndo una sensibilidad de un picogramo = 10-
12

_ 
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Los métodos microbio16gicos de valoraci6n pueden serg 

turbidimétricos, volumétricos y auxanográficos. 

El trabajo se concret6 a la valoraci6n microbio16gica 

de distintos preparados f'Sl.rmaceúticos nacionales (Jarabes, i]; 

yectables y grageas) que contienen vitamina B12 (sumando 14 -

los investigados. Siguiendo el método Turbidimétrico de Va lo 

raci6n Microbio16gica por medio del Lactobac illus leichmannii, 

Se siguieron todas las medidas meticulosas qua deben-

tomarse para qúe todo el material de vidrio esté estéril y li 

bre de Vitamina B12 • 

Los ensayos microbio16gicos requieren en general aten 

ci6n oonstante al detalle porque l a reproducoi6n exitosa de -

los r esultados dopondo de que se satisfaga todos los roqueri-

mientos nutrioionales bajo l a presi6n de un faotor único limi 

tante, esencialmente se está trabajando con un sistoma múlti-

pIe de enzimas que en este oaso se pone en acoi6n oon cantida 

~es nanográmica s de Vitamina B12 • Las oantidades extremada-­

'!iente pequeñas del complejo do oobalaminas que soportan el --• 
cr~oimiento del orga nismo Lactoba cillus Leiohmannii, aumenta-

las preoauciones necesarias para proveer un amb iente controla 

do. 
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METO DOS MICROBIOLOGICOS 

Los m~todos microbio16gicos para la detercinaci6nde 

vitaminas se basan en l a observaci6n de que a l gunos microor­

ganismos de características bien definidas pueden cultipli-­

carse y producir ciertos productos metab61icos iónicos en -­

presencia de la vitamina del grupo "B". Estos microorganis­

mos se cultiva n en un medio nutritivo que carece de un com-­

puesto vitamínico determinado, e l crecimiento se inhibe to-­

t a lmente. Cuando se añade l a muestra que contiene l a vitami 

na R12 al medio inicia lmente tra nsparente por ausencia de .,.­

crecimiento, l a multiplicaci6n del microorganismo caus a una­

turbidez que es medida fotométricamente. Además de l a medi­

da. turbidimétrica, los productos metab61icos formados por el 

microorganismo pueden det e rmina rse cuantitativame nte; por 

ejemplo pueden valorarse volumétricamente la mezcla de áci-­

dos prouucidos por algunos microorganismos a partir de la 

glucosa suplementada al medio. La valoraci6n fotométrica de 

los reactivos de crec imiento es más sencillo y puede llevar­

se a cabo con mayor r apidez y es el procedimiento de valora­

ci6n que se ha seguido en el presente trabajo. 

Si se añaden cantidades crecientes de la muestra -­

problema, l a turbidez del medio, que r e flej a el mayor creci­

miento se incrementa gradualmente y, dentro de un cierto in-
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cantidad de vitamina presente. 

Dentro de este interva lo llamado de 11 reque rimiento -

para un desarrollo equivalente a la mitad del máximo 1f pueden 

compararse con gran precisión los efectos causados por la -­

adición de la muestra problema y do una solución de referen­

cia que contiene l a vitamina pura. 

Material y Método. 

Corno microorganismo de prueba se utilizó la cepa La~ 

tobac illus leichmannii (7830) la cual estaba cuidadosarnento­

empacada, se procedió a abrirla de acuerdo al instructivo -­

que traía ad junto. 

Como ab rir los cultivos liofilizados. Se calienta vigorosa­

mente el ext remo punt eado del recipiente exterior en una lla 

ma de bunsen., mientras es tá caliente, se añade una o dos go­

t as de agua par a romper el vidrioi se remueve e l extremo del 

recipiente de un rápido golpe con un lápiz u otro objeto si­

milar y se procede luego a sacar el via l interior. 

Como Rehidratar el Cultivo. Asepticamente se agrega al mate 

rial liofiliza do 0&5 ml. de un medio arropiado mediante una­

pipeta serológica, se mezcla bien y se pasa l a mezcla t o t a l-
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a un tubo de ensayo que contiene de 5 a 6 mililitros del mis 

mo medio. De esta suspensión se hacen los cultivos ya sea a 

un medio líquido o sólido, incubándose a temperaturas apro-­

piadas con tratamiento y condiciones adecuadas, la mayor1a -

de estos cultivos crecieron en 48 horas. 

Esta cepa, debe mantener la sensibilidad de los mi-­

croorganismos de ensayo hacia la vitamina en estudio, y por­

lo tanto fue necesario cultivarla y mantenerla diariamenteen 

medios de cultivos líquidos o s61idos, que llenan los requi­

sitos mínimos y contener la cantidad suficiente de todos los 

sustitutos esenciales para su crecimiento. 

El medio de cultivo líquido contiene~ 

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 monopotásico en 60 mililitros 

de agua. 

10.0 mililitros de jugo de tomate 4 

1.0 mililitro de soluci6n de polisorbato 80 (Tween-

80). 

Agua hasta 100 mililitros. Se ajusta a un pH de 

6.8. 
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El medio de cultivo s6lido contiene: 

1.0% glucosa . 

0.75 % de extracto de levadura. 

0.75 gramos de peptona de caseina# 

1.5 % do agar~ 

0.2 % de fosfato monopotásico. 

0.5 % de jugo de toma te. 

0.05 % do Tween SO. 

El pH es de 6.S, el cultivo se siembra en picadura,­

se incuba a 37°C durante 24 horas. 

Los requerimientos que deben satisfacerse para gara~ 

tizar un procedimiento sencillo, reproducible y exacto, limi 

tan notablemente el número do organismos apropiados para l as 

determinaciones microbio16gicas; dichos requerimientos son: 

a) El microorganismo debe ser específico para la vi­

tamina que se ha de determinar. 

b) Las propiedades de la cepa que se emplea deben 

permanecor absolutamente constantes después de un 

prolongado periodo de resiombras. 

c) Las manifestaciones vitales del microorganismo 

(crecimiento, formaci6n de productos metab61icos, 

etc.) deben proporcionar efectos graduales y fa--
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cilmente medibles, dentro del intervalo óptimo, pa 

ra su determinación cuantitativa. 

d) Los microorganismos empleados deben poseer un meta 

bolismo intensot de tal modo que los an~lisis pue­

den llevarse a cabo en el menor tiompo posible. 

e) Los microorganismos utilizados no deben ser pat6g~ 

nos, para evitar exponer al analista el riesgo de­

infecciones y ha.cer innecesariamente difícil el -­

procedimiento analítico, 

Para el ensayo microbiológico de las vitaminas debe -

confiarse principalmente en los microorganismos cuyo metabo­

lismo y requerimiento nutritivo son ~s similares él los del­

hombre y animales. La mayoría 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 rJ.edio que cubre los r~ 

quisitos mínimos por contener la cantidad suficiente de to-­

dos los sustitutos esenciales por su crecimiento, incluyendo 
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la vitamina on cuesti6n. En alr,unos microorganismos es acon 

sejable realizar la resiembra en un medio en el cual la Vit§ 

mina para cuya determinaci6n se emplea se halla presente en-

conceptos fuertemente reducidos en la cantidad mínima sufi--

ciente para asegurar un crecimiento adecuado antes de emple-

ar la cepa para la valoraci6n de la vitamina. Ello reduce -

la posibilidad de que las c~lulas microbianas puedan sinteti 

zar oierta cantidad del componente vitaminico por si mismo. 

Las cepas que hayan sido " reac ionadas" o formadas al 

fla;yllno ll de este modo proporcionan normalmente una curva más-

aguda en la determinaci6n vitaminica, con notables diferen--

cias en la turbidez producida por los conceptos máximo, lo -

cual mejora la exactitud del análisis. 

Para mantener la actividad bioquímica y prevenir el-

desarrollo de formas adaptativas indeseables, no solo deben-

seguirse cuidadosamente la.s indicaciones respecto a la comp~ 

sici6n cualitativa y cuantitativa del medio nutritivo corros 
. -

pondionte a un microorganismo determinado, sino que también-

debe concoderse gran importancia al tratamiento y consorva--

ci6n de las resiembras. Cuando después de resiembras repeti 

das sobre medios poco favorables para su desarrollo, decrece 

la actividad bioquímica de ciertas especies exigentes, suele 

ser muy beneficiosa realizar un pase de rutina a travez de -
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un "medio de refres co" o de rocuperac ión. Pa r a los La ctoba­

cillus, por ejemplo, este medio tieno l a siguiente composi-­

ción: 

Peptona (Ca s e ina ) ••.. . .••.........•...• 1.0 gr. 

])-Glucosa ... <1 •• " ••••••••••••••••• "'0 ••• ., 1.0 gr. 

Fosfa t o Monopotásico ••••...••.••..•..•• 0.2 gr. 

Ca rbona to Cálcico • ., •• ., •• <1., ..... 0111 ....... 0. 3 gr • 

Agar purificado •• " ......... " •••• <1 •• 11 •• 1.5 gr • 

Soluci6n Sa lina A. • ••• 0 •••• " •• 0 • . •••• " 0.5 ml. 

Solución Sa lina B. " •• ., ••• #1 ••••• "' ••••• 0.5 ml. 

Extracto de higado 
• " " " " " " " " " " " " " " lO " " • 

2.3 gr • 

Agua c. s. po .0 ••• 04l- ••••••••• ·l'I . O ••••• 100 mI. 

El pH de l medio de recupe r a ci6n se a justa a l 6ptimo­

para el crecimiento de componontes microorgánicos, según se­

indica en e l apartado "cultivos originales tl o "cepa s tipon._ 

El med io intuba en fraccione s de diez miligr amo s en tubos de 

ens ayo , esterilizándose a 115 0 C. durante veinte minutos y de 

j ando enfriar en posición inclinada . 

Liofiliz a ción. 

En los últimos años , l a desecación por conge l ac i6n 

(liofilización) s e ha venido a mploando 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 

servaci6n en la cual 01 metabolismo de los microorganismos -

se reduce al mínimo. 

Puesto que la reproducci6n so impido, no puedon te-­

ner lugar mutaciones ospontáneas, evitándose la pérdida do -

la plena capacidad de respuesta en el momento de emplearlo -

en el ensayo microbio16gico. Los cultivos conservadores de­

esta manera se preparan creciendo las copas en un medio lí-­

quido de incubaci6n. Después do Íilcubaci6n se centrifuga 01 

cultivo y el precipitado se suspende en un volumen igual de­

solución de gelatina al 10 %. La suspensión obtenida se dis 

tribuye en pequeñas ampollas al efecto y se liofiliza. Los­

cultivos asi desecados permanecen visibles durante muchos -­

años. 

Inóculo. 

Los inóculos de bacterias o protozoos apropiados ex­

perimentalmente se preparan mezclando las suspensiones o pr,2, 

paraciones liofilizadas del microorganismo de ensayo con el­

medio de cultivo aprojJiado o incubándolos a la. temperatura -

establooida. La levadura y los hongos se transfieren al me-
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dio desde los tubos de aga~ inclinado correspondiente. 10s­

componentes del medio nutritivo original que puedan interfe­

rir se e liminan ge neralmente del cultivo modiante repetido -

lavado l)revio con el medio de ensayo recomendado , o s inple-­

mente, con soluci6n salina (suero fisio16gico). Este proce­

dimiento - basta nte largo - puede simplificarse considerable 

mente suspendiendo el cultivo lavado en la cantidad suficie~ 

te do tampon fosf a tos pH = 7. contenie ndo el 15 % (V/v) de -

glicerol bidestilado, de tal modo que proporciona un in6culo 

del contaje bacteriano r e comendado y conservándolo en cong e­

lador (de 15 a 20
0

C) hast a que se requiera su empleo. Este­

in6culo queda listo para su uso e n cualquier momento incondi 

cionalmente después de su descomposici6n. 

Recuento Bacte riano. 

Creemos recomendable que l a equivalencia de l os in6-

culos se establezca sobre l a base del número de microorgani~ 

mos viables por ml. Para cualquier tipo de microorganismos­

este número guarda una relaci6n definida con la turbidez, -­

cuando el cultivo está en fase logar!tmica de crecimiento. -

En experimentos, llevado s a cabo GI!lpleando nefel6metro EE1 -

(Evan electroselenium 1td. Potter Street. Ha rlow; Essex In-­

glaterra). Se obtuvie ron los siguientes valores, por compa-



raci6n con l a turbidez patr6n calibrado po r la misma firma , .,... 

Organismos 

Recuento bacteriano 

-6 po r mI. X 10 

La ctobac illus arab inossus ••••••• 300 

Lactoba cillus fermonti •••••••••• 300 

Lac tobacillus h e lveticus ••.••••• 100 

Lactabacillus leichmarulii .. ..... 
Leuconostoc mesenteroides 

Streptooooous f aeoalis 

Kloeokera brevis .. . " . " ., .... " ... 

100 

200 

200 

200 

Saccha romyces ca rlsbe r gollsis •••• 3 

% Turbidez 

(Pat r6n=100 %) 

60 

60 

30 

30 

60 

40 

60 

15 

Modios de Cultivo para el Ens a;yo Miorobio16gioo. 

Un flmedio de ensayot! es un medio nutritivo de compos..i 

oi6n definida, que contiene todos l os ingr edi entes necesarios 

para el crecimiento del mioroo r ganismo excepto l a vitamina -­

que se pre tende determinar. Los únicos oomponentes a diciona­

les reque ridos par a oompletar 01 ens ayo son: l a muestra pro--
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blema o las soluciones patrón que contienen vitaminas; y el­

inóaulo bacteriano. Los medios de ensayo se preparan mez--­

cIando soluciones de distintos compuestos nutritivos en la -

preparación adecuada, las soluciones nutritivas que se em--­

plean en la preparación de los medios de ensayo microbiológl 

cos que se refieren con el nombre de "solución madre tl o pri­

marios. Después de mezclar adecuadamente las soluciones pri 

marias, se diluyen hasta 1000 mI. con agua y se ajustan al -

pH apropiado. La mezcla resultante después de filtración se 

des igna como I'medio bás ico!!. La solución empleada para la -

determinación microbiológica cm el Il me dio do ensayo"? que se 

prepara a partir del "medio básico!! por adición de la solu-­

ción de glucosa (y, en algunos casos, de ácido ascórbico, -­

agentes tensoactivos -como el Tween-, etc.) en la proporción 

adecuada., 

Los medios de cultivo deshidratados y listos para -

su uso, suministrados por diversas firmas comerciales, no -­

son siempre equivalentes de acuerdo con nuestros propios ro­

sultados, a los modios de cultivos extemporaneamente a par-­

tir de los diversos ingredientes. Este hecho, junto con la­

colorQ,ción más pronunciada que tienen normalmente las prepa­

raciones comerciales, es el responsable de las curvas de óp­

timo inferior que se obtiene a menudo con las mismas, y que­

disminuyen la exactitud del procedimiento. En cualquier ca­

SOt la oficacia do los medios de cultivo "listo "para su em--
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pleon debe establecerse por ensayos preliminares. 

No es aconsejab l e cons e rvar l as solucione s madre du-

r a nte L1uchos días. Las soluciones de vitaminas deben ser --

siempre de reciente pre paraci6n. 

Aparatos de Vidrio. 

Una vez limpios mediante los procedimientos habitua-

les en los l aboratorios, t odos los utensilios de vidrio nece 

sarios para llevar a cabo es t os e ns ayos deben tra t a rse duran 

te una noche con ácido clorhídrico 3N, l avando después cuida 

dosamente y abundantemonte con agua. A continuaci6n, e l ma­

o 
t e rial de vidrio so seca y esteriliza a 200 C. durante una -

hora como mínimo. Los tubos y ma traces utilizados para los-

ensayos o par a l a preparaci6n de l os med i os d e cultivo deben 

hallarse siempre p r ovistos de cierro de vidrio o de metal ya 

que los tapones de a l god6n , colulosa o materiales similares-

pueden introduc ir f ac t o re s de crecimiento de las soluciones. 

Ca lidad del Vidrio . 

La calidad del vidrio utilizado on l os e nsayos micro 

bio16g icos es importante , ya que los oligoelementos que pu e -
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den libra rs e a l medio e n determinadas condiciones pueden in 

fluenciar el crecimiento. Se utiliz6 vidrio Pyrex. 

Proparaci6n de l a s Munstras. 

La vitamina en e studio puede hallarse bien en es t a -

do libre o e n forma comb inada . Los microor~anismos de ansa 
~ -

yo responden unicamonte a las vitaminas qu e se hallan en es 

tado libre y con 8scasas excepoiones son inoapa c es do lib e-

rarlas de los componentos de a lto peso molecul a r que pueden 

formar (por ejemplo, complejos vitamina protídicos). Es,-

por t a nto, esencia l preparar el material ori g ina l para 01 -

ensayo microbio16gico mediante hidr6lisis preliminar. El-

método más sencillo para libe r a r a las vitaminas de sus di-

versas formas combinadas es calentar l a muostra e n agua o -

en tamp6n~ pero la hidr61isis enzimática o ácido es el pro-

cedimiento más empleado habitual ment e . Debido a l a composl 

ci6n variable do las muestras -po r ejemplo, l a naturaleza y 

cantidades dG proteínas y a lmid6n presentes- 9 cabe l a posi-

bi1idad de quo e l método descrito para l a liberac i6n cuanti 

tativa de las vitaminas a partir de sus formas combinadas -

no sea e l más conven i ente e n el caso particula r en es tudio. 

En cons ecuencia , l as condiciones de hidr6lisis (conc entra--

ci6n de ácido, tier:J.po de calefac ci6n, cantidad de enz imas ) ... 
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empleadas para un gaterial desconocido, deben modificarse en 

varias series de experimentos paralelos para comprobar si la 

vitamina se libera cuantitativament e y cuales son las condi­

ciones óptimas para ello l a hid:r61isis ácida puede llevarse ­

a cabo en un tiempo conpara tivagente me nor, pero no siempre­

conduce a los mejores resultad os . Las preparaciones comer-­

ciales de diastasa empleadas para la enzim61isis contiene, -

algunas veces, pequeñas cantidades de vitamina y, en conse-­

cuencia, es aconseja.ble examinar el posible contenido vitamí 

nico en todo los lotes enzimáticos que se reciban. Si se ha 

llan una cantidad medible en los mismos, la proporci6n pre-­

sente en la cantidad de enzima empleada en e l ensayo de lib~ 

raci6n debe sustraerse del resultado total obtenido en la de 

termina ci6n microbio16gica. 

Diluci6n de la Mues tra . 

La soluci6n de l a muestra o el estracto del material 

es estudio se diluyen de tal modo que el resultado aproxima­

do previsto caiga e n l a re g i6n centra1 9 más linea l, de la 

curva de calibraci6n. Si l a conc ontraci6n de la vitamina en 

la muestra problema es totalmente desconocida, la diluci6n -

6ptima para el análisis microbio16g ico debe determina rs e por 

experimentos previos. Para el análisis microbio16gico se --
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preparan como mínimo tres diluciones óptimas a partir de la­

solución problema. 

Soluciones de Calibración. 

Las curvas de calibración se determinan para cada -­

an~lisis, y es válida exclusivamente para el mismo. Las di­

luciones de las soluciones de calibración se mezclan con el­

medio de ensayo, se inoculan y se incuban en las mismas con­

diciones que las diluciones de la muestra. 

Soluciones Control. 

Es aconsejable comprobar en cada experimento micro-­

biológico la esterilidad de los medios de cultivo por medio­

de un control, llevado a cabo s imultaneamente , Clue no se ino 

cula, pero que se trata de forma idéntica a las muestras y -

soluciones da calibración. Es aconsejable asegurarse de Clua 

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 --­

agua en lugar de adicionar un mililitro de la solución de la 

muestra; se inoculan con Ullf:t gota de cultivo y se incuban 

junto con los tubos que contienen las diluciones problema y-
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patrón. Cuando se r ealizan l as medidas fotométricas ninguno 

de los controles empleados debe mostrar turbidez medible. 

Medida. 

La lectura se r ealiz a tan pronto como la solución de 

calibraci6n correspondient e a l a menor concentraci6n emploa­

da presente características medibles (turbidez). Para l a va 

10ra ci6n nefe16metrica e l contenido de los tubos se agita 

previamente. Una vez eliminadas l as burbujas de a ire la tur 

bidez s e mide en un fot6metro apropiado (en este caso se -­

us6 el verde). La turbidez puede expresars e indistintamente 

como extinci6n, como tramitancia, o simplemente p or lectura ­

en el galvan6metro. Si es imposible re a lizar inmediatamente 

las lecturas , el crecimiento posterio r puede evita rse pipe-­

teando una gota de una soluci6n de formaldehído al 1 %, e n -

cada tubo de cultivo y agitar (9). 



20 

~lliTODO SEGUIDO EN EL PRESENTE TRABAJO 

Cepa Empleada. 

Como microorganismo de prueba se utilizó la cepa 7830 

Lactobacillus l eichmannii. Esta cepa, con el fin de mantener 

l a sensibilidad de los microorganismos de ensayo hacia la vi­

tamina en estudio que debía ser determinada, fue necesario -­

cultivarla y mantenerla diariament e en medios de cultivos lí­

quidos o sólidos que cubrían los requisitos mínimoB, por con­

tener l a cantidad suficiente de todos los sustitutos esencia­

l es para su crecimiento. 

Esta cepa se mantuvo en un medio de cultivo líquido­

que contiene: 

0.75 

0~75 

1.0 

0.2 

gramos 

gramos 

gramos 

gramos 

tras de 

de extracto 

ele peptona. 

de dextrosa 

de fosfato 

agua . 

de agua soluble 

anhídrida . 

monopotásico en 

10 mililitros de jugo de tomate. 

de levadura . 

60 mili l i-- -

1 mililitro de so lución de polisorbato 80 (Twoen 

80). 

agua hast a 100 mililitros. 

Se a justa a un pH de 6.8 . 
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Las especies do Lactobaci11us se clasifican en Homo­

ferBentativo y Heterroformentativo. El Lactobaci11us 1eich­

oannii pertenece a las Hemofermentativo que producen solame~ 

te tra.za s de productos finales distintos del ácido láctico -

de l a feTL'lentaci6n de la glucosa~ 

Lactobacillus leichmannii: Bergey et- al. 1925 (Baci 

llus leichmannii 1, Henneberg, Z Tschr. f Spiritusindustrie, 

26,1930,22; also see Cent.f Bakt. 11 Abt. 11,1903,163. ----­

Bergey et al. Manuel, 2nd ed, 1925. 180). 

Leichmalmii M. L. El nombre leichmannii viene de -­

Leichman, nombrado por el profesor G. Leichmann bacteri61ogo 

alemán. 

Descripci6~ 

Son bacilos de 0.6 x 2 a 4 micras, son aislados o en 

cadenas cortas; las c~lulas muestran 2 o más granulas teñi-­

dos intensamente. No son m6tiles. Gram-positivos. Cultivo 

de gelatina en pica:lura 110 hay licuefacci6n. Colonias en __ 

Agar en flautasg limitado~ grisáceo, crece mejor en picadu-­

rae Caldo: turbida. 
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t rechol osa , poqu eñas cantidades de ge l a c tos3. , manitol y a lfa 

glicós i do , no f e r me nta l a l ac t osa , r a finosa a r abinosa , r amo-

s a , dextrina e inulina, f o r ma 1. 3 por % de ¡;tciclo l áct i co en-

mash~ Pr oduce áctdo l áct i co l evorotatorio o 

No f or ma n i tritos de n it ratos. 

Mic roae rófil o~ 

o o Tempe r a t ura 6ptima de 36 C9 máxi ma ent re 40 C. y --

Re l ac i ón con o tras espec i es8 esta espec i e es apa--

re ntemer...te s i mi lar a l l actobac ilJ.us de l b:rue ckii pe r o tiene -

una temperatura óptima más ba j a . 

Procedenciag se ha a i s l ado de l evadura comprimi da-

y de l eche f ermentada. 

Hab i tat. Produ c t os l ácteos ( 2) . 

Sol uc i ones mad r es e~l21 eadas en l a pr ej2arac i 6n_ de los o.ed i os -

de c~1l.!ivo para e l ensé?-1.o mic r ob i ol ógi co de l a Vi t arnina B1 2 • 

So l u ción l. Se disue l ve en 40 mI. de HCl I N 400 --

mgr . de L-cist ina y la misma cant i clad-

de DL.~ t riptófano . 
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Soluci6n 2. So disuelven e n 50 I;ll~ de ROl IN hir---

viendo, 20 mero de cada una de l as si-­

guien t e s l)as o s: o.denina, guanina y ura­

cilo. 

Solución 3. 20 mgr. do xantina se suspenden e n 3 

4 mI. ele agua, se añade l ralo de una so 

lución de amoníaco al 25 por %, la mez­

cla se calienta a 70 o
C. y se agita h as ­

ta que se ha disuelto totalme nt e e l pr~ 

dueto. La soluci6n so enfría y se dilu 

ye has t a 20 mI. con agua . 

Soluci6n 4. a ) Se disuelven en 400 mI. de ~cido acé 

tico 0.02 N calentando 9 10 mgr. de ribo 

flav ina 9 10 mero de clorhidrato de tia­

mina y 20 mgr. de ácido nicotínico. 

b) 5 mgr. de D-biotina se disuelven 50-

mI. de agua . Se añade 1 mI. de esta so 

luci6n a l a solución 110.". 

Soluci6n 5. Se disuelven en 400 mI. de etanol a l 25 

por %, calentand0 9 20 mgr. de ~cido 4 -

- aminobenzoico, 10 mgr. de D-pentotena­

to cálcico, 40 mgr. de clorhidrato de -

piridoxina, 40 mgr. de clorhidra to d e -

piridoxal, 8 mgr. de dicl orhidra to de -

piridoxamina y 2 mgr. de ácido f61ico. 
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Soluci6n 6. Soluci6n salina A. S e disue lve n e n 100 

mI. de a gua 2.5 g r. d e fo sfato monopotá 

sico y 2 ,5 g r. de fosfa to dipotásico. 

Est a so luci6n se de n omina fre cuentemen­

como Soluci6n s a lina Il An. 

S oluci6n 7. "Soluci6n salina lIB". S o disuelven e n-

100 mI. de agua . l g r. sulfato de magn~ 

s io, 0.05 gr. do cloruro s6dico, 0.05 -

g r. de sulfa to ferroso y 0.05 gr. de 

sulfa t o de manganeso . Esta soluci6n se 

de nomins, "Soluci6n salina Bn. 

S oluci6n 8. 200 mg r. de L-aspargina se disuelven en 

20 mI. de agua calentando. 

Soluci6n 9~ 10 gr. de hidrolizado do case ina (hidr6 

lisis ~cida) exento de vitamina s s e di­

sue lven e n 100 mI. d e agua , cale nta ndo. 

S oluci6n 10. 20 g r. de a ceta t o de sodio a nhidro se -

disuelven e n 100 ml. de agua c a l e nta ndo. 

El microorga nis mo se inocula a part ir del cultivo e n­

medio liquido ( s in agar) y se incuba a 37°C. dQra n te 20 ha-­

ras. Se centrifuga ~ se l avan l as células 3 v eces con medio -
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de ensayo estéril libre de vitamina B12 y se resuspende, fi­

nalmente, en 10 mI. de este medio de e nsayo. 

Medio de Ensayo. 

Con Lactobacillus l eichmannii. 

El medio de ensayo se prepara mediante los siguien-­

tes volúmenes de las soluciones madres en un matraz e rlenme-. 

yer de 2 litros. 

40 mI. de l a solución 1 

50 mI. de la solución 2 

20 mI . de l a solución 3 

40 mI. de la soluci6n 4 

40 mI. de la soluci6n 5 

40 mI. de la solución 6 

40 mI. de la solución 7 

20 mI. de l a solución 8 

100 mI. de l a solución 9 

100 ml. de l a solución 10 

La mezc l a se diluye hasta 1000 mI. con agua , se aj u~ 

ta a pH 6. y se c a l ienta a 120
0

C. durante 10 minutos . El--
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precipitado que se forma se elimina por filt:cación, una vez­

enfriada totalmente la mezcla. Antes de su distribución en­

los tubos de ensayo, se mezclan 100 partos (v/v) de e sto me­

dio básico de doblo concentración con 80 partos de una solu­

ción de 40 grs. do glucosa, 4 grs. de ácido ascórbico y 2 mI. 

do solución Tween 80, 800 mI. do agua. Porcionos de 9 mI. -

de os te medio do ensayo se distribuyen en los tubos de ensa­

yo que se tapan y se esterilizan a 115°C. durante 10 minutos. 

Solución Patr6n. 

Cianocobalamina o vitamina B
12 

exactamGnte pesada se 

disolvió en agua destilada estéril en una concentrac i6n de -

10 .• 00 pg/mI. 

Curva de Calibración. 

A pa rtir de l a solución patrón se prepara l a siguie~ 

te serie de concentraciones~ 1000, 200, 100, 50, 20 Y 10 pg. 

de vitamina B
12 

por ml. Un ml. de cada una de estas dilucio 

nes se pipetea ~ en condicj.ones ostériles en los tubos de en­

sayo que ya contienen 9 ml. del medio de e nsayo. Cada con-­

contraci6n so conduce por triplicado con e l fin de incremen-
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Método. 

El método turbidimótrico empleado fue 01 de scrito por 

Rolf Strobeckor, Heinz M. Henning (1). 

Para analizar soluciones que contienen solamente Vita 

mina B
12 

o cianocobalamina se diluyen progresivamente con -­

a gua. destilada estéril hastg, que la concentraci6n de vitami­

na B12 sea la mismg, do la soluci6n patr6n. Do esta soluci6n 

llevamos a concentrac ionos 1000, 200, 100, 50, 20 Y 10 ,pg/ml. 

de vitaming, B
12 

(igual g, las de la curva de calibración) .. 

Para suplementos vitamínicos se preparan soluciones -

con agua dostilg,da estéril a concentrac iones i~lal a l as des 

critas anterio rmente~ 

Un mililitro de cada una do es tas diluciones se pipe­

tea, en condiciones estériles en los tubos de ensayo que ya-

contiene 9 mililitros del medio de ensayo. Cada concentra-­

ci6n se conduce p o r triplica do, con el fin de incrementar la 

exactitud del ané'llisis. Se añade 8. cada tubo de e ns o,yo una­

gota del in6culo ya preparado a 37°C. durante veinticuatro -

horg,s. 

Tan pronto como transcurren las veinticua tro h o ras se 
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procedi6 a la valoración del ensayo_ So midieron las turbi-

d~ces de la soluciones patr6n y solucionos problona en colo-

rímetro Klott empleando 01 filtro verde de 490-500 muo Los-

valores obtonidos a partir de l as soluciones patr6n y probl~ 

mas se repres e nta n frent o a l as concentracionos e n un papel-

milimetrado, l as unidades do turbidez se señalan a lo largo-

de la escala linoal (Ordenadas ) y l as concentraciones en pi-

-12 () cogramos 10 gramos por tubo de onsayo abscisas. 

Las turbideces halladas en las muestras so convierten 

en las correspondientes concentraciones empleando la curva -

de calibraci6n asi construida. Multiplicando por el factor-

de diluci6n se obtiene la cantidad de vitamina B
12 

por gramo 

de muestra original~ 
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Instrucciones para el manejo del Fotocolorímetro Klett Summ:er 

son. 

lo. Antes de conectar el aparato estar soguro que el­

filtro a emplear ha sido colocado en el luga r que 

le corresponda en e l aparato y hac er coincidir en 

(G) la aguja con la 11nea media de la escala me-­

diante el bot6n (D) situado en la parte superior­

del aparato. No se puede usar este bot6n a menos 

que el instrumento esté apaga do. 

20~ Conectar el aparato a un toma corriente y ancen-­

der el swich (H). 

30. Colocar un tubo limpio para c olor1metro contenie~ 

do agua destilada en el punto (E) del aparato. 

No coger nunca el tubo por su parte inferior. 

40. Por medio del bot6n (A) colocado onfrente del apa 

rato poner a O la escala de la lectura (B). 

50. Encender la lámpa ra del colorímetro por medio del 

swich 1. 

60. Hace r coincidir en (C) medi ant e el bot6n (G) que­

está oolocado a la izquierda de (E). 

70. Dej a r en reposo 5 minutos para permitir que sa e~ 

tablezca equilibrio en el aparato y chequea r nue­

vamente la posici6n del cero con 31 bot6n (G). 

Si no está en cero hacerlo llega r. 

80. Apagar el aparato con (H) r e tira r el tube con 
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~gua destila da, y colocar en su lugar un tubo Klett 

linpio conteniendo la solución de c oncentraci6n des 

c onocida . Encender do nuovo. 

90. Movor (A) h a ste, que (e) está nuevarrlGnte en linea y­

leer on l a escala (n). 

Reactivos y Materia l Us a do. 

Hel lN : Se disuelven 3.08 mililitros de Hel con 

centrado en 100 mililitros d e agua. 

Se d isuelvan 1.14 mililitros de ácido -

ac~tico en 100 mililitros de a~la. 

f So disuelven 43.103 ml. de NH
3 

en 100 -

ml. de agua. 

Tubos de ensayo con t a.pón de rosca de 15 cc. de capaci­

dad. 

Papel indicador. 

Prob e t a , fra scos volumétricos de 50, 100, 250, 500, y -

1000 mlo 

Beaker, erlenmeyer, bal ones de varias capacidades. 
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RESULTADOS OBTENIDOS 

1 N Y E C T ~ TI L E S -

Concentrac i6n 

pg/m1. Pa tr6n lo. 20 . 30. 40 . 50. 

1000 57.5 52. 0 59 . 0 40 . 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 33. 0 36.0 
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JARABES 

Concentra.ci6n 

pg/m1. Pa tr6n A F, e D E 

1000 57.5 59.0 34.0 87.0 65.0 52.0 

200 53 .0 56 . 5 30 .0 75.0 59.0 45.0 

100 47.6 52.0 27 .0 66.0 54 .0 38.0 

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 43.0 18.0 55 .0 48.0 28.0 
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GRAGEAS 

Concentraci6n 

Pg/m1. Patr6n 1 11 111 IV 

1000 57.5 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 34.3 45.5 27.5 28.5 32.0 

20 30.0 42.5 25.0 26.0 28.0 

I 
10 26.0 36.0 24,,-0 25.0 2t¡..O 
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Los r esultados del co n tenido do vitami n a B1 2 en espe-­

c i a lidades f a, r maceút i cas 9 se obtuvieron a partir de l as curvas 

de cal ibra ci6n e ligiendo como concentraci6n de referencia 100-

pg/ ml. 
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Espec i a lidades 
Farmaeeútieas 

Concentraci6n obtenida 
de Vi tamina B

12 

Co n c e ntra ci6n de cla rada 
e n marbeta 

--l--------------- .--

I 

I~-· 20 . ----- --+-
. _ ___ 1 200 mcg_o_e_n_cada c . c . 11000 mcg. en cada 

L- - t-- ._--

350 meg o en cada c . c . l o . 1000 mcg . en cada c . c . 

! 

I 5000 mcg o en cada c . c . 

---4~--~ l 
30 . 750 mcg . en c~da c . c . 

1 25 meg o en cada C . C . 1100 mcg . e n cada c . c . 

I , 
50 .. 1500 meg o en c a da c . c ~ 1000 mcg . en cada c . c. 
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GR A GEAS 

Lspeeialidades -!r-- "~one~-~-~-:~Ci6~-'~-~tenida co~~c e~~~~~ei~n dee l-~r~da 1 

F2,rc:nceúticas I de Vltf1l-rlln a B12 e n marbete J 
j
i 1 -r

l

l 

---'1.7 [lego 'e-n -e "d,:. -~--~1------~- -------.. --

~ " Tab1eta~ __ 2_ .. _m __ e_g __ :: c a_d. 2, _T~bleta I r----. ·-1------·--1 .-.------- , 
! 11 I 50.0 meg. e n c a da Tab l eta ¡ 250 Beg . en c a da Ta b leta 

I 1- L---------------
~ I ! I 111 ! 12.5 me g .en cada Tableta i 50 meg . en e ~d il Tab l eta 

~---- -1 ----.--"'--.-L-.-.--- ~.-L: _____ ~l15 ':_ ~cg~~n _~ad_"__Tab1 eta I 15 ::ea __ ~ad"-T Cble ta 
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e o N e 1 u S ION E S 

10. El método microbiológico que emplea la cepa 7830 de 1ac 

tobacillus leichmannii permite valorar Vitamina B12 en­

especialidades farmaceúticas en s oluciones o en grageas 

ya sea libre o combinada con otras vitaminas. 

20. 10s result a dos dé contenido de Vitaminas B
12 

en inyect~ 

bles y jarabes resultaron discrepancias en l as concen-­

tracio~es obtenidas y l as declaradas en marbete. 

En l as grageas hubo similitud en dos y dis~crepancia on­

dos. 

30. En el caso de l as grageas se pueden a tribuir los resul­

tados a una mala mezcla debida a l a cantidad tan poca _ 

de Vitamina B
12 

que hay que incorporar. 

40. El medio de cultivo fue preparado e n el l aborato rio de­

b ido a que da r esultados más exactos que los medios do­

cultivo comercial es . 

50. El método es sencillo y e l material de fácil adquisi--­

ci6'n. 

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

mana para poderlo L1.antener vivo. 
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R E e o M E N D A e ION E S 

Por los result ados obtenidos e n e l presonte trabajo­

se r ecomienda que l as valoraciones de Vitamina D12 deben ha­

c e rse por mótodos microbio16gicos y ocupar como microorgani~ 

mo idea l e l Lac tob a cillus l e ichmannii debido a su s e nsibili­

da d y a lta especificidad en l a determinaci6n de esta vitami­

na ya que el desarrollo y metabolismo de este bacilo depon-­

den directamente de la concentraci6n existente de Vit amina -

Se haga la v a lorac i6n microbio16gica por este método 

de todas las preparac iones f a rmace úticas que existen actual­

mente e n e l mercado salvadoreño que contengan Vitamina D12 • 

Para una persona normal el organismo necesita 2 mi-­

crogra mos dia rios y pa r a un e nfermo depend e de sus necesida ­

des. Las grandes dosis se eliminan r~pidamente por l a orina. 

Se recomie n da que se analicen su"tlstancias natura les­

que puedan ser fuentes de Vitamina J312 -
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