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El conocimientode la existencia de substancias esencia

lee para el mantenimientode la vida, el crecimiento y la multiplica
ción de los seres vivientes fue realizado por la observación de he 

chos ocurridos en la naturaleza y luego y principalmente por el meto

do emperinental.

Rs tan importante el emplee de este metodo que ha per

Iitidc en algunos casos conducir al hallazgo de substancias que se on

cuentran en cantidad relativa-ente grande tal comosucedió con la tres
nina que es un anino-‘cido importante en la constitución de la caset

na y de muchasotras proteinas.

Wu:
La metodologia obedece a principios relativamente sen

cillos y consiste en establecer condiciones óptimas para que un deter

minado fenómeno (por ejemplo crecimiento de un animal o vegetal) se

llevo c cabo y luego modificar, en general por eliminación, cada une

de los distintos elementos que formanparte del sistena que define
a esas condiciones óptimas.

Por este o semejantes metodos fueron hallados los cuer

pce esenciales dichos nds arriba. Bin embargola técnica es dificil,
larga y costosa. Bastaría en pensar que la "uniformidad" de los ani

males de experiencia es esencial y que esto es prícticamente imposi

ble por razones de las circunstancias que rodean la ginesis del ani

mal y por razones mis fundamentales comoson las geneticas.



La variación individual no puede ser excluida y solo

el uso de un númerogrande de animales, permite compensar los errores
debidos a esa variación. Ademasbastard con observar los valores de

la desviación standard que so obtienen en grupos relativamente nume

rosos de animales para apreciar las dificultades qua debenexistir
enando se quieren hacer determinaciones cuantitativas. Esta simple

enunciación bastaría para Justificar 1a búsquedade nuevos procedi 

mientos o el empleode distintas especies animales o vegetales para

hacer más exactos, rdpidos y manoscostosos los procedimientos para
la determinacionde substancias esenciales.

Asi, por ejemplo, los m‘todos microbiológioos resultan
cortos y sencillos y pusden ser practicados con elamentos fáciles de.

encontrar en cualquier laboratorio.

Las vitaminas o factores esenciales qua constituyen el

grupo hidroseluble son relativanante numerosos; nds abajo se da una
idea de ellas y sus propiedades.

Ileana (1)!

Formaparte de una coensina, la cocarbozilasa, inter
viniendo en la utilizacidn de los hidratos de carbono. Mantieney
estimula el apetito e interviene en el funcionamientonormal del in
testino. Actúa sobre el sistema nsrvioso. Bu falta en la alimenta

ción produce una enfermedad conocida con el nombrede beriberi.

Conocida también con el nombre de aneurina o vitamina

81, es destruida a altas temperaturas. Sensible a los lloalis. Des
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truida por la acción del oulrito.
Se encuontre muydifundido en lo. tejidos tanto del ro;

no enilnl colo del reino vegetal.
La tar-ula quimica de la tianinn eo 1o siguiente:

7: (¿Nqu

HSC.fi Cla—CHz—/Ïí C.CH3

N-CH HC\S/Q.CH2,—CH3
Bihníllllnl‘

Pertenooea un listen: enzilltioo, relacionado con el
noteboliomo de los hidratos de carbono y lo purino. En este grupo

de enziloo el grupo prostático puodoenter tornado de doo distintas

tornos, a saber: riborlovino nononnoleótido y dinuoledtido. Es un

derivado de la iooellozazino, con dos grupos motiloo y una nollcula
do d-ribooa.

Se 1o ha dado el nombrodo vitamina G, lactorlovino, o

voflavina, vitamina 32, y riboflevino, oiondo nda conocida por los
dos últimos nombres.

Es muyestable el color. Ocurriendo todo lo contrario

cuando-oo la doJo expuesta o la acción do 1o luz. Produce una fluo

reoconoo olorillo-werdooo muyintenso. En solución alcalina 1o luz

1o descompone muy rípidemonte.

Está relacionado ocn 1o respiración de lol tejidos. Es
esencial en el crecimiento normal.

Su falte en la alimentación produoenouritio, defectos

visuales, falta do peso, debilidad, etc.

////



Su fórmula quimica es le siguiente!

CHz-CH-0H—c H.0H-C H.oH-c HZOH

HÁL\C//;\ïí/”VQQï//N\

Ó O

Z__

H1C&F/c\N/\CO/ H

mms (1)
Está asociado a un sistema enzim‘tice. Bu falta en la

alimentecifin produce dermatitis, aparecen lesiones típicas de 1a piel
el sistema nervioso y endeerinioe tembián ¡en alterados.

En conocido tenbi‘n cen el nombrede factor antiderne

title e
En estable a1 calor, ee destruye facilmente bajo 1a

noción tanto de los leidos cano de los ¡103113.

Su fórmula quimica ee 1a siguienten

fina

m2.g-cnm.com.cne.cnzcom
unammm:

Formeparte de de. ¡intenta enzilítioeb ¡uy importan

tea¡ ceenzine I y eoensine II; las dos intervienen en le respiración
de los tejida.

En le mía estable de lee vitaminas hidro-eolublee. No

en afectada por la acción de lee ¡lealin ni de los ácidos, ni talpo

/7//



oo por 01 calor. Su falta on 1. ¡limontaciún produce 1a peinar.

(7), (8).
Bu rórlnln quimica es 1: siguienton

Hc

HC/ \—C 0.0 H

HC CH

lilldniinii (3)

Interviu. en el ¡motabolhnode los ácidos grasos y
prohnblnmontoen 1a síntesis do las grasas a partir de las proteínas.

Se encunntrn cenbinndn a las proteínas y al almidón (9). (10).

Bu tir-nl. quimica es la aiguientoa
c H7, OH/\

twc ONCHon

H3C‘C H\/
BJ

313313.: (2), (11)

Se cncunntra distribuida tanto cn 01 reino vagotal co
lo cn el animal. Ea una subotancin ¡unn-onto activa. Bu falta on

la alimontaoión produce ¡nformodnder on la piel.

Su fórmula química oa la siguientes

Qui-c H¡—CHL—C“¿L-C0. o H

\NH—CH-C HK ////



WW:
El ¡cido p-elino beneoioo (13) ee encuentre distribui

do en el reino min]. y vegetal. le puedemm en formalibre o
cabinas.

La felte de este oubstanoie en n alimentación do algu

noe enimelee produce le eorolnotriquia.

Su “mas químico.es le eignientoa

.NH»

H/
lmms °°'°“

Se encuentra en los tejidoe y fluidos hunenoo. Influ

ye en loe mientos portot‘ltiooe de].into-tino.
Su felte en le e11mmtoo16nde los rata produce la

oda del oebeno; el hígedo tanbien ee eteoodo, ee hincha y ou enl
liais eme un contenidode colesterol mv pende.

Sn“mln quince es 1o siguiente:

/C
Hoc/ \

Hoc CCH\
“mi

Subetenoie muyeotiva quo ee encuentro etnmdentonente

I/l/



en la Madura de dondetal aislada por primera ns.

también“tí presentoon lu aubatamm ¡run y un
.1 M3160.

Bolo ¿nació con 01 mner de “factor del Michael
nu end".

La falta de]. ¡1:- on 01 ali-onto do lo. pollos oo.

alom m anemialu: mi...
Su {drum químicau h sigui-nt“

HÏ/NÉ/NYNM
CQOH—C,H¿—CH1—CH- A/H-COÓ-NH— “a,— \ //V

C0.0H N/ \C/
OH



A continuación desoribiremoe aomeramentealguno de los

metodoeusados oorriantemente para 1a determinación de estas vitami

nas, por considerarios representativos. Ellos Justitioardn 1a razón
de lo expuesto antes.Mmmm:

Esencialnante consiste en mantener ratas Jóvenes de a1

rededor de 4 semanas, bajo dieta carente de tiamina, pero con 1a pre
sencia de todos los otros factores necesarios. ¡sto tiene por obje
to agotar todas las reservas de 1a vitamina en estudio.

Luegoa un grupo de ellas se 1a administra gradualmen

te cantidades conocidas del producto en ensayo, a otro ee le da can

tidades conocidas de tiamina pura, mientras que a unas pocas ratas
se las mantiene con 1a dieta inicial sirviendo asi comocontroles

negativos.

Estas últimas permitan demostrar los efectos de una die
ta carente de tiamina administrada continuamente.

La tiamina presente en el producto en ensayo se puede

evaluar por comparación observando los aumentos de peso que experi

mentan los dos primeros grupos de ratas durante un periodo de tres a
seis semanas.

El promedio del peso ganado por el grupo de ratas en ou

ya alimentación está presento 1a tiamina pura se considera proporcio

/YY/
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nal a 1a cantidad de vitamina. Pudi‘ndoee hacer una curva del pene

ganado por ice animales en función de 1a tianina dada (4).WI
Se una el liane ¡{todo que para 1a determinación de 1a

vitamina anterior can 1a diferencia que ee elimina de 1a dieta única

mente 1a riborlavina dejando tedoe loa otros factoree que con necesa
1'10. eWWW:

El enaaye biológico que ac efectúa corrientenente ee

naaa en 1a cbeervación de 1a dernatitia que se nanifieeta en Ice po

lloa cuando ae loa comete a una dieta pobre en ¿cido pantot‘nico y

en su respueeta cuando en eea dieta ee incluye cantidadea conocidas

de (cido pantctdnicc. (6)

Taabidn puede deterlinarae per el aumento de peso que

experimentan dietintee grupos de ratas durante un periodo de 6 lema

naa cuando en 1a alimentación está preaente dicha vitanina.WWW:
Los n‘todca biológicos para 1a determinación cuantita

tiva del ¿cido nicotinico een maine. Puedenutiliaarae perreo (l4,
15) y police. En loa primeres, en falta en 1a alimentación produce
lo que se conoce con el nnlbre de lengua negra.

////



- 1o Mmmm:
El ¡6todo biológico da rotultadoa poco satisfactorios,

por faltaria especificidad. Para 01 ansayoao utilizan ratas. (16)
(17).WLM!

80 utilizan ratas albinas y se las dd comofuente úni

ca de proteínas clara da hnzvo (18). ¡1 ¡{todo ao muylargo porque

los prim-rea cinta-an aparecen en 1a piel roci‘n ¿cupula de 5 o 7

acnnnaa. Tambiénle ha ansayado un mltodo de observación del creci

¡lanzas de las ratas. (19)

Los ¡{todos biológicos no son muybuanoog se basan

en la cura o prevención do 1a aoronotrlquia an.laa ratas. También

puede observarse 01 crociaianto da loa polloo. (20)WWW“!
Los mitades biológicos para 1a determinación do esta:

vitaminas Ian muymalos y no se utilizan.

¡77/



nn los últimos eños se presentó ls necesidad de dipo
ncr do “todos cortos y sobre todo príctices para 1a deteninsción
de iss vitaminas y rectores de crecimiento.

Los estudios hen sido fructfl’icos y actualmente se pue

den determinar ccn muchaexactitud vsrios de los componentesdel ocn

plejc viteninice B, por los metodosnicrcbiclógiccs, dejendo de lado
s los metodos biológicos con todos sus inconvenientes.

Algunosnicrccrnnisncs requieren pere su metabolisnc

y crecimientoun cierto númerode vitalinns y nino leidos y utili
zan uns cantidad mycr que la necessris que los animales superiores

para igual cantidsd en peso.

Cuandose obtuvo ls timins s1 estado puro, recien se

pudoestudiar de ¡nenerscorrecta los requerimientos de dichs vitali

na por los sicrccrgsnisnos. Tetu, Vcedy Peterson(81) dencsz
que ciertas bsctcriss ucticss y prepiánicss crecisn ¡mohonsjer en
su presencia. Desdeentonces se hicieron mereces estudios, my
tuntitoroa, scerce de].ccmportsliente becterienc frente s substan
cias del complejovitalinicc B.

Ls metodologia se besó en cssi todos los csscs cn h
deteninnción de ls aceleración de].crecil iente de hs bacterias o

dc sus sctividsdes netsbólices, por sdicidn de la vitsnins (u ctre
substancia según el cssc) e medios de cultivos preparados especie].

ucnte pere que ls bacteria creciera m dificilmente c nc creciere
cuandocsrecia de ls substancia que cc investigsbe.

//// '
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Colo es de inaginarae en ia preparación de los medios

de cultivo hubo que tener eepecial cuidado en 1a ¡elección de loa

componentes asi comotambi‘n en 1a eleccidn de las fuentes de donde

provenían laa substancias, pues pequcfliainaa cantidadea de impure

zas (cuya presencia ee ignora), puedenpernitir el crecimiento de
1a bacteria y conducir a una concepción errónea de ice requerimien
tos nutritivos de 1a bacteria.

Las subatanciaa requeridas por las celulas cuando no

participan directamente en loa proceaoe de producción de energia li

bre, pueden¡eric en cantidad relativanente ¡uy pequeia, tanto ai
participan de 1a cenatitueidn de substancias que formanel cuerpo ce

lular, cuanto de laa que for-an el cuerpo celular aen parte de aiate

naa enzin‘ticoa, de nodo que 1a velocidad de las reacciones en que

participan puede aer muygrande.

Beas substancias puedan aer:

a) aintetizadaa por 1a cdlula en cantidad tan pequeña que ea

pr‘cticanente despreciable.
b) cuando eaa veiccidad de einteaia ea de un grado mayor aunque

insuficiente.
c) por último cuando 1a velocidad de eintesia ea tan grande que

excede loa requerimientos de 1a clluia.

A cantinnación ae da el nombre de algunas eubatanciaa

que een aintetiradaa por ciertas bacterias ilcticaa en cantidad tan

pequeñaque reeultan prdcticanente deepreciabloe, pero que deben ee

tar presentes en el medio, porque de 1o contrario no ee produce nin

/777
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gún crecimiento bacteriana. Betas substancias cuya presencia en el

medio ee fundamental ee denominan"tintoree esencieleo del crecimien

to", 'vitnninne' o "nutrientes esencialee'.

Ilh1l_1WW
8. lectie Oria-Jensen (1936)

Riboflavinn
8. eesei Snell strong, y Petersen

(19373. (23).

Acido pantetlnico L. eeeei Bnell strong y Petereon
(19333, (24).

Acido nieotinico L. ceeei Buell Strong y Peterson
(19333, (24).

L. plantnrul Moeller (1939) (25).
Bietinn

L. nrabinnaus Shell y‘ïright (1941)
(26).

Piridazina L. planterun Heeller (1938), (27).
8. lectia Niven (1944), (28).

Tinninn

L. ternnntun ïagïtt y Cheldelin (1944)O

Acido p-enine benseice L. arebinouun Iebell (1942), (30).
L. eeeei Buell y Petersen (1939)

(1940) (31) (32).

8. teecelee Mitchell anell y Hillinne
(1941) (ás).

Acido fólico

/ÁÁ/
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Cuandoee establece como" factores eeencielee del ore

cimiento ' a uno substancia, no eo suficiente identifioerle quimica 
mente lino que ea preciso ver con que preoeao celular está relaciona

da y la aocián que tieno en el mismo.

Lei por ejemplo factoreo como: riboflavina, tieminn y
¡oido niootinieo ae han conocido comocomponentesimportante. de oie

temna enzim‘tiooe y ee ¡uy probable quo esten relacionados con 1a

función metabólica.

Be‘úmJVoede,(22) ee puoden.haoer las siguientes o:

perienciaa para solucionar el problema.

a) Comproberque un componenteaislado de eu sistema enzimáti
co ee idéntico e un factor de crecimiento conocido.

b) Estudiar el metabolismo de loa microorganismos que crecen on

un mediodeficiente del factor en cuestión, y seguir detalla
demente le inversa de todo proceso metábolico que resulte a
feetede.

e) User substancias generalmente análogas el factor (antimete

bólieao) que puedan producir une inhibición especifica delm.
d) Estudiar el metaboliamodel factor colo, y ou relación con

otros proceeoe metabólicos de le celula.

e) En el oeao de encontrarle quo el factor puede reemplaznroe

por una substancia (x), químicamentedistinta, puode dar lu
gar e que ee piense que el factor intervieno en le ainteeie
de (z) o vioe-weroa.

////



El uso cada ven nin frecuente de laa vita-inn: del gru

po B y sobre todo la necesidad de conocer eu metaboliann, hacen ein
duda inadecuados loa n6tcdoa enumerados.

La obaervacián de que ciertas bacterias requieran para

au multiplicación y para el desarrollo normal de su metabolismoalgu

na de laa vitalinaa del grupo B, dió fundalnnto a la idea da utili
zarlas en sustitución de ice animales de experiencia.

Es evidente que para sabor que una vitamina ea eeen 

cial para una bacteria ce requiere el nao de metodoseenejantea a

los que tuarcn utilizados para el caso de loa animales. Adonis es

noceaario Juagar con muchocuidado lee resultados para al caso de

que ae emplean¡emm cupleju de substanciasentre m cuales n
vitalina ae encuentra an Iuy pequeñaprepercifin.

Bi loa netedae fundados en el uso de laa bacteriae ee

tln garantiaadce contre el error por una metodologia adecuada, no

hay duda que resuelvan la mayorparte da laa dificultades que prceen

ta el empleode las animales.

A continuación ennnnrard y deacribiró auncintanente el

uno de las bacterias para el caso de laa vitaminas del grupo B.

En un principio ae utilizó para ln determinación micro

biológica de 1a tianina el metodoque ae basa an el crecimiento del

Phyccnvcee blakesleanua, en un medio compuesto por aaparagina y salen

IÍÁ/
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mm“.

Bo basa en posar el ¡1100110seco para determinar la can

una de timinn presento por interpelación un una curva obtenida u
sando cantidad“ conocida. de tuning (34).

Otro“todo n han cn la formación producidapor 01
BMW“ cornisno'(35).

Tablón mi utilizado 01 Propioni‘naotarimpontooacm
dota-llum“. la mtidnd do tuning presento por 1.aproducoib del

002dogma de un cinta tiapo.
¡unn y Bunny mani-adn 01 uso del Streptococcusn.

unrius. La determinaciónu hace por 1. cantidad de cultivo tan-bi.
dinotricamanto (37).

El ¡“todo do Smtt y Chaidonn (38) parece du molan
to: resultados recomendandoe]. uso del ¡antonella- ral-montan36.

Eneste “todo, ¡1 igual queen el antarior, la. denuncia: u me
por la cantidadde cultivo a ha 18nom (turbidm‘tricmnton ‘I
tudo, dupuis d- lu 4a hem, el crecimientoestá influenciadopor
1a proamh do 1a pin-mina y o]. tino]. (gruposque roman la tia
nina)

n nodo do Busti: y 61101101111está capa-sto par las

liguiontu “batman. cn “nominacione- adeculdaspara 01 portocto
eminionto do las bacteria.

Poptonn, tratada con HOla.
Cuota. libre de vita-inn o hidrolimda.
Cintia:
Glucosa

////



Acototo do No.

Admins,¡unico y mono
Riboflovim, d-pontotonnto do Co, (cido nicotinico,
piridcaino, biotinn, (cido fólico y p-olino bonzcioo.

ClNa,PO4E¡2,peguen, 30.33.7390,:c4m320, y nar.
(warm)

La proporcoión do los liquidos on los quo sc quioro

dotominor la timim, debo hoooroodo una nnoro upociol quo con
oioto on incuborloo o 310 C por 84 bom con tun-diumo bajo to
luonc .

Enun principio oo hioioron ha dotoninocicnu canti
tctim dol (cido pontotonicc nodinnto o].uso do imduru (39). Ec 
to ¡“todo mi pronto rouplondo por o1 onpioodo bacterias láctico:
quo diorcn macros rooultodoc.

Tubi‘n fu‘ utilizado o].Proton: manu, hoci‘ndcoc
los determinacion-I turbidimótricononto (40).

Entro los boctoriac Motion roconomhnu co oncuontron

el Lootcbocinua mbinocus, y o]. notobocinus holvoticuo, oiondolos
macros rematado: lol obtonidco por o1 uso do]. primoro.

La dotominnoión cuantitativo oo nooopor tituhción

do 1o acidos del medio dousz do 72 horno do incubación, con nos.

0,1 Non proloncic do czúl do bruno-tina.
(') m: El “todo microbiológicoporo.dotorlinu- la riboñcvino oo

r‘ ducripto Mo adelanto cuando nos ocupamosdo esta vito
on particular.

////
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El mediode HO“, Scott y Choidolin (41) nova las
siguientes substancia on ha proporciones¡decadas

Peptom tratan con ROM.

Ctnfin hidrolindn en ¡odio (oido y libre de vitami
nu
Ciltinl
(¡lucen
Acetato do No.

mou
Adeninn,gunnim, uracilo y nntinn.
riuim, (oido nicottnico, ribofiavina, piridozinn,
biotinn, (oido p-enino bonsai“.
Balonmineral“ ha Iliana quou utilizan para el en

Im de 1. tuning, másso. (maz.
E1leido putotlnioo es m inestable yn ua on nadia

¡oido o on nadie básico; por ono lo. esti-¡ctm un los mi“ u lo
quierodetoer provianonton los trata contab-duna“ y en 01
digorido u «actúan m determinaciones.

Enlo dada u um]. a1 “todo de 1a ribomvinn quo
ú adelanteu duplica“ om tododatnllo.

ln ¡Gtodonicrobioiógico para h dotar-innción cuanti
tativa. del ¿cido nicotínioo prepuolto por Brun y Wright (42) y ¡odi

ricado por lau-tm y Wright tiene ¡luchas ventajas sobre los presenta

dos por otros autores.

////
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Tisns uns sensibilidad moho myor qus la de los alto
dos quinieos. Bsutiliss para la dstsninscidn sl mtobacinus sra
binosus 17-6. Bs hscsn titulaciones ds ls scidss producida dsspu‘s

ds 72 horas de incubación s intsrpolando sn sum tipos ss dednss
la concsntrsción de ll vitalinl. Tsnbidnpusdonhsosrss dstsrnina
cimss turbidin‘tricss.

Enls composicióndel nsdio ss msntm lss siguisn
tss substancia sn concsntracionss sdscusdss pus obtsnsr un psrtsc
to crocimisnto:

Cassins hidrolissds sn nsdio (oido y librs ds vitaminss.
l-cistins
Glucoss

Acetato de Na

Iilosn

Adsnins, gusnins, urscilo y nntins
Ansurins, riboflsvins, piridomins, psntstsnsto ds Cs,
ácido p-slino bsnmico, bistins.
sus: ninsrslss: las nisns qus se utilizan psss s1

snssyo ds ls tismins ds SO¿(IH‘)2.

Psrs ls. dstsninsoión ousntitstivs dsl (cido nisotini

co sn substsneiss nsturnlss, ss prspsrsn sztrsctss ds las misms por
nsdio ds una hidrólisis (cids. Si sl contenidods ¡ms sn lss ¡sis
ns ss slsvndo, ss roconisndnsztrsstlss con munisnto con“sr ds
pstrólso; psra prsvsnir toda rom-asci6nds mlsionss.

////
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um de 1o: primeros ¡{todos Iiorobiológicos pero 1a do

terminaciondo ls piridoxine os el de Estiu, y Wen (43) queuti
liza el crecimientode].Snow“ cerevieioeglos determinado
nos se necen turbidin‘tricnnenfo.

Un“todo quo dl melentes resultados es ol do stokes
(44) por el uploo do 1a neurospore sitophils. Be besa en pessr el

¡icono seeo e los 5 dise de incubeoidn en un medio adecuado pero

sn crecimiento. Tiene le ventaja de no ser ¡tocado por soluciones
coloreadas o turbios.

Pere le detenimidn de lo piridozine no puedenutili
serse las bacteria Motion, pues son m sensibles e 1a presencia
de ln pirido'nm.

El medio bese]. tiene los siguientes oasponentes en les
concentraciones edemndss:

Bucrosa

tertreto de snonio, oitroto ¡ono sódico
Max. amango. cm. alzan.Clan. amango
Biotins

Para n detoninociúl de ln piridclinl en substancias
netnreles, se hcce une hidrólisis leido de las nine, y luego es
indispensable 1o deetruceidn total de 1o tie-inc, mas este inter
fiere favoreciendo el crecimiento del nicroorgonisno en presencia de
piridalinn.

////



En un principio so utilizó el metododo Ianpen, Bahier
y Peterson (45) que se basa en la turbidez producida por el Clostri

dim butylicm en ecuaciones de merobiosis en un medioculpuesto

por: glucosa, esparagina y sales ninerales.
Tambienm6 ensme un¡{todoconsnow» cervi

siae, hncilndcse las lecturas turbidh‘trioanente (46).
ñarton y Wright (47), dotar-inn cuantitativamente a

1a biotina por el cultivo del LactObaciilus srabinosus. Be ha ensa
yado e]. Inotcbacinus heiveticus pero no al tan ¡menosresultados

comoel primero.

El audio está cupueste por las siguientes substancias

en las concentraciones adecuadas para obtener un buen crecimiento:

Caseina hidrolissda en medio(cido y libro de vitaminas.
l-Cistina

dl-triptótano, ¡cido nicotinice, riboflavina, tieninn,
piriduina y (cido p-aninc benseicc
Admins,mina, urecilo y xentine
Sales minerales: ias nismss que se utilisan para ei en

sayo de 1a tianins, más304m4)?

Debe tenerse especial cuidado de eliminar de 1a caseinn

toda traza de bictins, ya quo el Lactobecinus arebinosns es ensen
tesensibioaeua. Latenpcratmaiecualseincnbaniostubosnc
debe ser superior de los 309 c.

Las substancias sn ias cuales quiere determinarse el

contenido de biotina, deben ser sustidas previenente a unn hidróli

////



aio con so4flg. Tanbidnea necesario eliminar del extracto hidroliza

do todo contenido de grasas, para ello debe hacerle una extracción
.“me

¡l metodode Landyy Dicken'a (48) utiliza el ioetobao

ter anhelydano (AmericanType Culture Collection, no 621); laa medi
cion-a ae realizan turbidinetrionnente.

El notado de novia (4D) que dl mejoren resultados que

el anterior, utiliza el Laotobaoillua arabinoenn. Be basa en la ne
dida de la acidez producido en ol medio deapula de un periodo de in- _

oubecidnde 72 horas. Se hace la titulaoidn del ¡oido líotico produ

cido con Bona 0,1 H, utilizando cono indicador azul de bronc-tinol.

m mediobasal utilizado, eat‘ coúpueatopor las ai 
guientee aubetancias en las conoentraoionee adecuadaan

Caaeina hidroliaada en medio ¡cido y libre de vitaminaa
1- Ciatina

l-triptótano, ribotlavina, ¿cido pantot‘nioo,-lcido ni
ootinioo, piridomina y biotina.
Acetato de sodio

Adenina, guanina y uracilo

P0¿BKE-332°oP043959 3045897520! CII¡0 80".975209

SWMQOe

Subatanciaa que contengan ¡cido o-o n-anino benzoico

tienen muypoca actividad, lo que poaiblenente podría atribuirae a
imwnrezna de ¿cido p-anino benzoioo. 
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La proparccifin de los extrcctoc ee hace por hidrólisis

(cid. previa.

Pm 1a determinacióncantina“ del inoeitol puede
utilizarse el métodode Williams, Stout, Mitchell, y McMahon(80)
que recomiendan el empleo del Secchnrolvces cerivicice en un nedic

basal adecuado pera un buen crecimiento. La determinación ce hace
turbidin‘tricnmte.

¡1 (cido fólico puededeterminarse turbidinítriccnente
por el crecimiento del Lectobecillue cceei utiliznndc un nadia com

puesto por las siguientes substancias en lla concentraciones adecua
inen (61)

Caseinn hidrelizndc en medio(cido y libre de vitaminna
Gluccec

rriptórnno, tinninn, piridolinn, riborlcvinn, ¡cido
nicotinico y biotina, ¡cido pentotinico.
Sulthto de adeninl
Cistina

Gunninc,:nntinc, urneilo
Salen minerales. Inn ¡iones que ee utilizan para el en
sayo de la tianinn.

IVÍ/



La ribcrlavina participa activancnta an cl mataboliano

dc ciartac bactcrias lícticas y propidnicas, as! tanbiln comoan cl
del Stroptoooocushalclyticus y eicrtas bactarias Inniniscantas.

Orla Jansan tu! quian por primcra voz anccntrO que la

riborlavina ara un nntrianta muyimportant. para las bacterias lacti
ma

Investigacioncs sistemáticas han parlitido aatablacar

¡{todos licrobiclógicos para 1a dctorlinacidn do Gatofactor, utili
sandoprecisamenta dichas bactarias lácticas.

En al siguiente cuadro (52) pucdc varas 1a inflncncia
de 1a riboflavinn an al crocinionto de ciertas bactoriast

:Ïcidn do 1a ribotlavina cn.________9:sanialn4,

strcptccoccus hcnclyticcus deltalagrupo A dc Lancanr Nutricnto esencial (53),(59)

Straptoccccua raacalis Nutriantc asancial (65)

Para a1 1a riboflavina aa
un nntr anto esencial, para oBactcrtas lícticas tras un aatimulantodal creci

(Lactobacillus) mianto y an otras nc influyo
su falta o prosancia (56),(57),
(58),(59)o

Bact.r1‘s 1 ignon::t1mn1anta del orccimí;nprop 6n1cas capas pucdcn adquir

%g;grcpiadadde sintatisarla0

La ribotisvina cs nnïgían: eaancial su crac an y
Allunis bGBtOriil Illinilr 1a 1 cancia. Algunasva
ctntos riantas piardan 1a ropiadad

da s1ntct12ar1c.(61



Basila.niasnií:isn 51niaIiIi_13.21h9215119l.ifial____.

Buen y Strong (63), (57), estañiaron los efectos pro
ducidos por 1a ribotlavine en once bacterias Motion. Llegarona

1a siguiente conclusión: el Lactcbaoillus arabinosus, Iactobacillus

pentcsus, Lactobacillus bressicae, Iaotcbeoinus pentoeceticus, Lao
tcbeoiilus mannitcpoous, Leuooncstoc meeentercidee y Streptccceous
lactis crecen abundantemente tanto en ausencia comoen presencia de

la riboi’lavina.

Pero 4 especies, a saber: Laotcbacillus delbrúaokii,
Iaotcbocillus gangori, B. laotis acidi y Lactcbacillus oesei todos
necesitaban de 1a riborlsvina no produciendo“ crecimiento en suce
sivos sub-cultivos.

Bscomprensibleque estos Mangos condqu imedia
tamente a usar dichas bacterias para 1a investigación de]. metabolis

mode 1a riboflavina, asi colo para 1a estimación cuantitativa.

Es asi coso en el año 1937, (64) aneil, Tetu. y Peter
son resuelven utilizar dichas bacterias pero 1a determinacion cuan
titativa de 1a ribotlavina.

Para que los resultados cualitativos encontrados por
ice autores mencionadospudieren alcansar 1a electitud requerida pa

ra estudisc metabólicos cuantitativos era necesario disponer de un

sistema apropiado y fácil de reproducir exactamente.
Fui imprescindible encontrar un mediode cultivo apro

piado, siendo asi comose propuso el siguientes

IYÁ/



ML]...
mmm»......0.5%
Glucola...o.....1,0fi
Salen mineral“ . . . . . (K, Na,un, Pe, Cl, P04)

Las ¡anclas minerales que intervienen en 1a capoei
cidn del medio anterior tienen 1a mismacomposición y concentración

que las recomendadas por Speaknan (1923) (65). Pudiendo deberse el

¡lito de las ¡ima a 1a presencia del Mnque favorece nacho oi cro
cimiento del Lactobaoillus casei.

A1¡embrareeen el m Lactobacilluadelbrfiokiion
lugar del Iactobacillua caeoi, el crecimiento obtenidoresultaba m

escaso , y aún con el agregado de cose. cono buffer, no ee conseguía

ninguna mejora del medio, en cambio con el agregado de caldo de car

ne ee conseguía un crecimiento óptinm. ’

Proaiguiendo los estimo: ee vió quo en 1o: medie. con

acetato 1a: bacterias crecien my bien, produciendoancho ácido. En

un principio ee creyó que e]. acetato actuba ocio conomr», no

resultando asi, pues a1 reenplazarlo por otros substancias barrer el
crecimiento fué deficiente.

E1 tratamiento de la peptom con HOladeetrwe toda 1a

riboflevina presente en ella haciCndoeenecesario e]. egresado de di

cha vitamina a1 medio para un buen crecimiento. En un medie adecua

do para el crecimiento del Inotobacinue caeoi, el crecimiento bac
teriana oe directamente proporcional a la oonoentracidn de ribofla

vina presento.
El W preparadocenpeptona,tratada con(han,

////
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y uns cierto cantidad de riborlevina, resulta buenocomomediode cul

tivo siempre que se agregue acetato de No o caldo de carne.

Buell, Strong y Peterson llegan despues de muchosestu
dios a soonsojsr el uso del siguiente medio.

mu.
sol.pera 100 ¡1.

Bo1.de peptons treteds oon Bono 0,5 gr.

Glucosa 1,0 gr.

Aoetsto de No 0,01 gr.

Cistins 0,01 gr.
niboflsvins 0,01 gr.
Soles sinereies

La cistina no debe considerarse esencial pere el creei

niento, solo 1o favorece.

Bnnll, strong y Peterson comprobaronque en caldo de

carne hsbie una substeneis active pero el crecimiento de los siero

organisses, reeultendo ser ¡ste el ¿cido pantotlnico. con e1 solo
agregedo do 0,05 microgramospor ¡1, daba rosultsdes setistsoterios

pero el crecimiento del Leotobecillus delbrdokii, Lactobooillus oe
sei, y Lsctobseillus erebinosus, siempre que estuviese en presencia
de le riboflsvins.

shell, Strong y Peterson, resuelven reenplsssr le pep-'
tone treteds con Bons, por oeseins hidrelissds en medie leido, 1o
que dió buenosresultados selyo el egrezsdo posterior del triptórs

no, enino (oido necesario, que se destruye con el oelenteliento ¿oi
doo

A continuación se dd le composicion de otro medio de

IYÁ/
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cultivo adoouadopara 1a determinación cuantitativa de ln riborlsvi
mo

.HERIQJE.

Cancinolibro do vitamina (hidrólisis (aida) 0,6 S

Glucosa 1,0 fl

Acetato do sodio 0,6 f

Triptátano 0,01 í
Riboflavina 0,1 pnl.
Acido pantotinico (concentrado do) 0,5 ppm.
Solos ninortloo

cuando el ¡gg19_a so sombrabo con bacterias 1nvudns con

solución fisiológica (Lactobooillus) daba escaso erocimionto, dilui
nuyonflonoroadamontodespu‘a de varios pasajes sucesivos por ol ¡ia

no modiobasal. Conol agregado do ¿cido nicotinioo on la propor

ción do 0,2 ppm. ol crecimiento no nontonia constanto a trav‘o do
los distintos pasajes.

Snoll y Rannoford (66) roconiondan 01 siguionto.nodio

semi-cint‘tico, para las bacterias I‘otioas.

.HEDIRJL.
Cmtidnd 1 litro

coso tratada con carbón (hidfóli
sin cida) 5,0 gr.
Loototo do sodio 6,0 Ir.

Glucosa 10,0 gr.

Cistinn 0,1 gr.

¿[K/



Triptófano 0,05 gr.

upcrcginn 0,1 gr.
Glutomina 0,1 gr.

Riboi’lavinn 200,0 micro gr.

Pantotonmto do calcio 200,0 micro gr.

Acido nicotinico 500,0 micro gr.

Clothidrcto do tiamina 200,0 micro gr.

Acido p-cmino bonzoico 200,0 micro gr.

Biotinm 1,0 micro gr.

Acido fólico 5,0 micro cr.

Clorhidrcto do pirch 1000,0 microgr.
Sulfato do cocaina 10,0 micro gr.

Clorhidrntc do cummins 10,0 micro cr.

nntim 10,0 microgr.
Uracilc 10,0 micro gr.
Bolo. minorclon

roma. Mar. amango, cua. smc-72:20.y swinmeo

Hoolloy (67) mui ol ofocto de varias calco cn un mo

dio nombradopor motobcoillus cuoi, moscada c la conclusión ci 

monton ln calco do Cu, Pb, Ac, Bb, ln, Hg, Bi, Cd, “Il, Fo, tn, y

I cn lo proporcid’n do 0,01 c 100 , no producon ningún orocto inhi

bitcrio cuando“tin procontoocn cl Mio; cl ¡tn on cambiotiene m
cho inflmcncic on ol crocimicnto tavorocióndolc.

Conol "rosado dc un ol crocimionto y la. producción

do ¡cido oc completa outro lu 12 y 16 ha. Sin un ol mismocroci

////
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miento y 1a mismaproducción de ¡oido se produce a las 40 ha.W
In especificidad de la ribofinvine y de otros fluvi

ms lint‘ticea frente al crecimientode ies bacterias fuí utudiedo

por Bneii y Strong (68). Utilinron el notebacinus cuei y el B.
lactie midi, pare never a cebo la experiencia, ya que io ribofln
vine resulta un nutriente eeenoini tanto pero una comopara h otra.

Acontinuaciónee enumera!um de las navinu uti
lindas:

1) 6,7-D1metil-9-(d-1'ditilfiisoallonzina (riboflavinn)
2) 6-etil-7-metil-9- (d-1'-ribilt11)-iaoallond.m
3) G-metil-Q-(d-l'-r1bitil)-isoallmzina
4) 7-mot11-9-(dc-1'dibitilbieoeumzinn

H al —m emm.
c

CH3—G/\ /N\C/N\ Oo o

z
_—_

_—_ H(aCH;_ \/ \ ,/°\c/
a a

Rx B o FL H v 1N ¡:1

El segundo compuestode 1a lista anterior, en donde el

union ¿935 reuphn a1 radica]. «críaen el C 6 es el único cun 
puesto cm actividad ao aproximae. 1a de la riboflavint.

////
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a «Impuesto7-oetii y Gaetii, cuarto y tercero de la
lista anterior, tienen actividad decreciente en aaa orden.

Loa ce-pueates en loa cuales ae ree-piazó el grupo ri

bitil por aerbitii o arabitil resultaran campietnlenteinactivos,
lo mismoresultó con el 6,7,9-trimetii-iaoellaznzinn (Iunirlavina)
y con el 6,7-dimetii-allaznzina, en los cuales ae elimina el grupo
rihitil, y conel tetra-aoetato de ribotlavina.

Existen ciertas substancias análogas a la riboflavina

que cuando estén presentes en el medio ein la riboflavinn, son cam

pietanante inactivas. Bsaa mismasaubatancias cuando están presen

tes an un medio que tiene oantidedea de ribotlavina manoreaque el

limite necesario para obtener crecimiento ¡unan aus efectos a loa

de la ribotiavina, obtenilndoae buendeaarrello.
A continuación ae da el nombrede dichas substancias:

5) 6,7-dimetil-9-(d-1'-nrabitil)-isoalloxnzina

8) 6,7-dimet11-O-(1-1‘-arabitii)-iaoaila:aaina

7) 6-otil-7-metil-O-(l-1'-arabitil)-isoalloxazina

8) 5,6-benne-9-(d-1'-ribitil)-iaoa110:azina

Snell y Strong compararonadamdsla actividad de las

substancias anllogaa a 1a riberlavina con respecto a 1a ribotlavina,
anual-atan.

Las substancias que resultaban inactivas para las bac
terias lo eran tambiénpara las ratas, con excepcióndel tetra-ace 
tato de ribotlavina que puede ser utilizado por las ratas. De donde
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¡andaduce que ol Lactobaoillus casoi y 01 B. lactis acidi son incapa
ces de hidrolizar los ¡toros mientras que las ratas si lo son.

/Y//



ki inatrunantal roquarido para 11cvar a cabo esta ex

paricnciaa oa muysencillo y fícil do encontrar en cualquier labora
torio microbiológico.

A continuación se da una ido. del mismo:

¡nhns_in_nnaaznt

Los cultivos ¡o bacan en tubos do ensayo do tamaño co

mún. Estos pueden tapar-o directananto con algodún o do lo contra

rio con tubos de vidrio invertidos do di‘motro mayorque el del tubo

de ensayo.

¡niniat

La estufa donde no incuba, 01 Laotobaoiliua «naci, en

su mediode cultivo, no debo dar una variación ú. temperatura layer

de gp,50. Fundautilizarse una estufa común,do aire calicnto o de
lo contrario un baño con torno-regulador.

21mm:

Las modicionoa on 1a preparación del medio deben hacqg

se con exactitud mayor que 1a empleada on 1a preparación de 1a gano

ralidad de los madioamicrobiológieos, ya qua ae trata de dotarnina

////
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aianea cuantitativaa. Por ello laa pipetaa a utilizar debenestar
bien calibradaa. Be necesitan algunas calibradaa el ¿{cimay otraa
de 1 nl. al cent‘aimo.Wan

Noea indiapenaableg aa utiliza para conocer la canti
dad da HONanecesario para neutralizar el ¡cido llctico producido en
la fermentación.“mmm:

Noes indispensable; aa puede utilizar para mediciones

de la turbidez de loa cultivos deepn‘a de un cierto tiempo y en hace

a ella conatruir una curva standard con las correependientes cantina
de: de riboflavina.

Qfllnllil9¡_fll_lilllflnlli

za al mía utilizado ya que generalmente ae hacen laa

determinaciones por simple titulación del ácido lactica con HOlaen

presencia de azul de bruno tinol.

En 1a preparación de loa extractos a analizar y del

nadia basal ae utilizan matraaeaaroradca, buretaa, etc. material
comúnen cualquier laboratorio quimica.

////



Las bacterias láctioas, a1 igual que otros organislos
utilizan, una parte doi carbono del mediode cultivo para formar las

celulas, ademásde varias otras substancias, aunque la mayorcantidad

del mismosirve comofuente do energia, al transformarse cn acido 143
tico. .

Los'lcidos orginicos son fuente de energia muyddbil

para las bacterias lícticas ocurriendo lo contrario con los carbohi
dratos y los alcoholes superioros (69).WI

Las bacterias llcticas no puedenutilizar sales de a
monio o un amino ¿cido comofuente de nitrógeno. Necesitan cenpues

tos nitrozensdos complejos, al igual quo los animales; asi por ajen
plo: proteinas o todo el complejo de anino ácidos que las conpenen.

Comolas bacterias lácticas no tienen en gencra1.nin o

guns enzimaprotoolitica, la fuente nitrogcnsda debe ser dada en iq;
na soluble o en estado coloidal.WI

Las sales minerales requeridas por las bacterias lac

ticas se diferencian de las que necesitan otros microorganismoscn el

alto contenido en manganesoque requieren para su crecimiento óptimo.

En un principio se creyó que necesitaban una gran cantidad de hierro,

////
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pero estudios posteriores no lo confirman. En realidad no es mucho

lo que ee cabe acerca del metabolismo mineral y es muyposible que

mía tarde modifiquen las mezclas mineralee utilizadas.

Los organismos ldcticos se han dividido en doc grupos

según le acción sobre la glucosa: hclctermentativoe y heterotermentg
tivos.

Los homofermentativcc ezidan ceei cuantitativamcnte ¡ln

coca e ¡cido líotico (una moleculn de glucosa da dos de ¡cido l‘cti

co). Los organismos que pertenecen a eee grupo con: Lactobeciilue

helveticue (caeei e), Lactobecillus erabinocuc, Lactebccillun pento
cue, Lactcbacillus delbrúickii y Streptococcus reecalis.

En el grupo heterofermentatito ee encuentren organic 

mee comoel Launonostoc meeenteroidee y Lectebaeillun Iermentum que

formana mi: del ¡cido ltctice, etanol y 602.
El pd óptimo para el crecimiento de 1a mayoria de eetae

bacterias llcticas está entre 6 y 7, en le práctica ee usa pH6,8 pe
ro el crecimiento sigue hasta que ee alcance un pa de 4 o menos.

Para formarse ¿cido Lictico, ee necesario agregar un
buffer para impedir variaciones de pHque puedan interferir eeriamen

te o llegar hasta inhibir el crecimiento. Buell, Strong y Petersen
(64) encontraron que el acetato e. ne es muyccnreniente para eee

propósito.
La bacteria utilizada para le determinacióncuantitati

va de la riboflavina pertenece a le especies Lactobacillue, que ee
carectcrinn por producir colo trazas de otros productos que no eean

¡cido lactico pudiendoeer éste inactivo o d-. Se le conoce con el
nombrede Lactobacillue hclveticus o Lactobecillue caeei e ( Amor.

TypeCulture Collection, no 7469).
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Se preeenten en form de bastones, pudiendo tener un

tamflo que varía entre 0,7-0,9 por 2,0 e 6,0 nicronee pudiendo ee

tar aieladoe e en cadenas. Ben bastones inmóvil» y Grampositivos.
Las eoloniaa en agar lactosa ee caracterizan por cer

chicas, puee no crecen muybien en un medio con agar. iciditican y

coagulan la leche. Fernan ¡cido a partir de la dextrosa, levuloea,
gclactoea, nanoaa, naltoea, lactosa y pequeñascantidades a partir
de la dextrina.

Haneido aioiadae a partir de la leche y del queso.

La cepa del Lactobecillue caeei e que ee utilize en le
determinacióncuantitativa de la riboflavina debe nntenerae en la

heladera y en laa siguientee condicion“: (68) Se hacen eau-inc en
un nedie de agar-agua de levadura con un contenido de glucosa al li.

Se tomaun tubo eno cultivo atock, y a partir de 61 'ee hacen culti
voe.emeaivoe cono ee explica a cmtimacióna

/oultiVÏ etcckg,
cultivo"¡tookp cultivoetockNum stock4 etc.

inoculación g inoculación t itoculacidn g. . e

tubos de ensayo con nedio basal h

Del cultivo original g ee hacen unn aerie de eetriees

h, g y g en agar levadura glucosa. Deepule de 24 horas, o menos, de

incubaciín a cualquier temperature entre 30 y 379 c, a condición de

que una vea fijada ¡eta no eee la variación de g 0,5'l C ee guardan

////



cn h bandera.
Peruano-mmm,““Moncaluvoltock.

Loaotros tub“ (gd) n unn ¡un 1. “abra en los tubo. quecen
uon-n 01 ¡odio basal.

81los mw u man cad. dia nonomouth inocu
maputirdountnhoatook(3.1)Mapa-mediactmtom
gotadel tubogauntubo similarqu debour incubadopuaw
al ata siguiente.

Loscultivos que u dylan cn 1a sientan de los tubos
cmolmmmumdobmtmrmdoaem.

Pura mur todo culito por variación bacteriana, oe r3
comandablovolver om 5 diu a un cultivo stock. han. cultivos

stock correspondían. a h, g, y A n prepara: con intervalo. de un
los tu. e-o 01 tubo]; do un m anterior.

I/l/
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A continuación ee indioarí la preparación de cada uno

de loa oolponentea que constituyen el medio basal eegún loe mitodoe

enaayadoade loa distinto. autores.

2Inianl_hldInlilldla_illilda_nlniflfllhi

i 40 gr. de peptona Dircobacto ee le agregan 260 oc.

de agua y una eolucián de 20 gr. de HOla en 250 oo. de agua. La mez

ola de eetaa doo soluciones ee coloca en un orietalizador de 25 cm.

bajo una luz de 100 vattioa cen reflexión a una distancia de 30 en.

durante 6 a lo horas. Pasado este tiempo ae deja a la temperatura

de la pieza durante 14 a 18 haran.

El HOlaae neutraliza een ¿oido ao‘tico glacial (27 oc.)

Be agrega luego 7 gr. de acetato de Na anhidro y ee lleva a 800

oc.

Beta eoluoien contiene el equivalente de 5%de peptona

y 65 de acetato de Na, eiendo au concentración 10 veoeo mayor que la

requerida por el mediofinal (58).
Se guarda baJo tolueno y en la heladera. El trataaiento

anterior tiene por objeto destruir toda la riboflayina que puedecon
tener la poptonao

Barton y Wright (47) aconsejan no utilizar esta solución

stock de peptona despues de dos semanas, igualmente en caso de que 3

parecieee cualquier precipitado antes de eee tiempo.

¡77/
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A uns soluoidn de 100 gr. do oztnoto ds lmdura Roto

on500se ds sus ss szrscsn150gr. ds scststo ds plomo o
su vos on 600oo ds sm. El prsoipitodo tomdo ss filtra.

A1flltndons 1o ¡grosoHM hasta nsgsr sl pH10.0.
lstfltrayslmtrsdonnsvosslosoidumssn‘otdoss‘uoom
om. Bsnssosortssssnrsrssdsqushsztrsooldndslpluossato
tn,porso11ossqrsgslflg, ssflltromsvmntsyssdssssrtssl
prsoipitsdo.

cens1tuto-into sntsriorss son todals amm
qusosntisnss1 mu ds londurs (58).

Ls soluoun libro ds ribonsvino ss 11m o un volunsn

fins]. ds 1000oo. y ss ¡ass-ds bajo toluno sn lo hslodsrs. 1 co. ds
sots prsmsoih sqúvsls o 100la. ds1smocto ds londurs origi
nal.

El ostrsoto ds Isndtn-n consisto sn 1o mtsris ssoa ds

uns soluciónds Imdura sutoussds y notificado.Www“:
Aum solución ds 6 gr. ds sztrsoto de lsndurn virgo

on 150 cc ds agua dsstusds ss novo o pH 10.5 om nous. Esto solu

oián ss coloco sn un oristsusadsr topsdo son una hoja ds vidrio y

ss tetonas oonuna lupus ds 500ntts, durante 10 s 15 horas.
¡1 tooo dsbs soto: s un distancia ds 20,0 on. ds ls

supsrricis do 1o solución. Enmo ds ¡montu- lo taporatun dsl
liquidods los 608C. dsbsmm“.

Para Is «unan ¡modssuplsarss la lhpsra do arco
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de3.000vlttequedeemeiaribethvimenunt‘minodelaz
hera.

Ia solución elcaiim ee neutnnnds cen BCI. Beguar
da me toluem en bendera. Unec. de eete solución contiene un e 
quiniente de 4o lar. de extrano de levadura libre de ribetlavinn.

W (Barton-Hunt).
Sehierven4 gr. de cistim en apmdannte 100cc.

de agua y ee agregan 5 cc. de BC].concentrado y ee continúa 1a ebu

llición hasta que toda h cistina ee solubilice.
Se llevo. e un volumen de 1.000 ¡1. con ¡gun y se gun:

da beso telueno en le heladera.

nte solución contiene un equivalente de 4 ¡gn/¡1 de
ciatim. Conh cmentnoión de HC].agregada no ¡ny peligro que

ee produzca precipitación y puede durar en la heladera indefinidamen
te (47).

mi Enrecomendableutilizar dl-triptófanosintético,
pues existe el peligro que e1 l-triptóreno este contaminadocon (ci
do nicotinice.

Para preparar una solución stock le agregan 4 gr. de

til-trime en 100nl. de agua, ee hierve y agrega HC].gota a gota
hasta 1a disolución total. La solución ee lleva a un volumenfinal

de 1.000 Il. een una y se gun-da bajo tolueno en le heladera. Esta

solución puede durar indefinidamente. El equivalente de esta solu

////
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cun oa do2 ¡gr/bl, ya queel dani.me “motivo (47).WWW!
La 3011191511stock do "tu tro: ¡Instancias continuo

l ¡gr/Il de cadauna. Lasoluciúnu o:ch porun culata-luto
prolangndoun me pocas goto de m1 concentrado. h solución n
(una. cnhelada. bajotoluca y debome cada15diu.Wu

Lasoluciónstock nation. l ¡tr/ll. Para queu llo

vo a cabo la solución deben ¡menu unn pocas gota do 30m4. Bo
¡mas bajo toluca»en la bandera y debeme cada15alas.WWW!

0,1 gr. do d-pnntotcmto de calcio ae disuelven un 100
nl. deuna. ¡su saludanmua 1.000aleron.dodm»
do Capor nl. Antonde un: u mw. una parto do la solución en lo
de agua.

h. solución ¡took u gun-daen hunden bajo toluca y
loramonamm“.W!

0.2“ gr. do alubias-sto do pin-Mann u “sueltan on
100nl. de una. Esta ¡oluofin cazuela 2.000aleron. de pla-idon
nn por Ill. La solución stock u diluye l on 20 anto: de usar, de m
do de quedar una concentración final do 1o llenar. por nl.

[III
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La solución ae guarda baje tolueno en 1a heladera y de
be aer renovada aenanalnente.

ggzn¡ifin¿¡._‘gigg_nigggjniggs 0,1 gr. de ¡cido nicctínicc ae diauel
ven en 100 al. de agua. late solución stock ea diluida una parte en

10 de agua antee de su nec de nodo de tener una concentración final

de LOOnicrogr. por nl.

Se guarda en heladera bajo teluenc y debe renovarse se
nanalmente.

¡lllfilánadlnllhníllllna'

25 nar. de riberlavina exactamente pecados ae disuelven

en una pequeña cantidad de agua y ¡1. de {cido ac‘ticc glacial. La en

lución ae lleva despues a 1 litro con agua. Esta solución contiene

25 microgr. por m1.

Para preparar una eeluci6n standard para las determina
ciones de la riborlavina ae tomen4 nl. de eee solución ateck y ae

diluyen a 1000 nl. de nodo de tener una concentración final de 0,1 q;
crogr. de riborlavina por nl. .

La aolución stock ee guarda en la heladera baje tcluenc
t debe aer renovada aemanalmente.Wav

0.1 gr. de (cido p-aninc benzcicc se disuelve en 100 nl.

de agua conteniendo 1 nl. de ¿cido acético glacial. Antes de usar

/77/
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uta solución se diluye 1 en 10 de nodode tm una concentraciónu
m1de10011mm.

La “motín ¡took ¡o guarda on honda: bajo tolunno y
debome ¡mm-onto.W!

Unaupon; quo«num 25new doMatias¡e
umaanvolmundozson.msm. “mananavoumn
n ¡gr-ga1 nl. deh soluciónAde“los W.

nt. “Inclán continuo0.1 ¡16m porm1.doMoti
na.

Lasoluciónstock n mas en bandera uno tamano,
¡radicadoyema-cer activa apreciada“. tros mas.Wi

25 gr. do ¡>04EI2y 25 gr. de rogar u “¡nova en a
gua y se unan a un volumende 250 nl.

Camino guarda 1a soluciónbajo toluca on la Maura.

Wu (Mandriva)
1o gr. a. s04!“ 7320
0.5ar. manage
0.1 gr. agro (anhidro)

udhuolmcnzson. douzuaconfigomdoHCIconconmdopm

////



evitar toda precipitación.
Guardar 1a eoluoidn en heladera baje tolnano.Wu:
10 gr. ¡0414;
0.5 gr. cm

0.5 gr. soga
0.5 gr. de “¿unWW!
100 tr. de levadura ae colocan on 1a eatnfa a son C.

para quo ae produzca1a antoliai de 1a num, ae dejan a aaa ten
peratura dm'ante 4Bhoras.

Pasado Globo período se diluye a1 medio y nova a pH 7

con ¡{Ollay ee deja en antoclave amante 80 aimtoe a 120! C. Luego

ee filtra y diluye de nodo de quedar a una dilución final. de una
partedolmdmenapartee (lengua.

A 1a 3011:0161:anterior ee 1o agrega agar para ebtanar

un medio ¡dudo a1 2’ da 1%de glucosa. Una vea e]. medio entnbade

y eoterilizado ae eatrían loa tubos y quodannetos para 1a llanura
de].Lactobacinm wei.

El extracto do levadura ea de capoeioión mv compleja.

A loa eteotoa do dar una idea de aaa empleada! ao transcribo a con
titulación el anilla“ de un cierto extracto de levadura de]. eoneroio.

l/l/
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Sólidos

Nitrógenototal
Nitrógeno minado (Vonsmc)

Amino(x 001 Nitrógono total)

Nitrógeno de poptonoo

Nitrógeno de protooooo

Nitrógeno do polip‘ptidoa, purinan, pirimidinno
y unidos (por diroroncia)

Carbohidratos por ditoroncia
Buhotanoios roduotoroa

Subotnnnias oztroibloo por ¿tor
Cenizaototalos

Cloruro de un

Anilini¡.nn_1¡n_nnninnn

1:20

P2°5

“203
"2%
m
000

s10

00,00 x

11,50

0,50

57,00

2,00

0,50

2,50

13,10
rastros

1,50

10.00

0,50

40,10 x

14,76

2,59

1,17

0,35

2,05

/7//
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¡2904 61.90 fi
¡gsq‘ 12.37
nuc1 3.74

Argmm 3.5 fi
Riotidina 1.5
Lisina 6.5
Tiro-inn 4.o

Triptárano 1.o
Fonileúnnna 3.5
Cistinn 1.6
Motionina 2.0
Trim 3.3
Lancina 6.4

Iooleuninn 4.7

Valinn 4.8WW
Tianina 2.0 I;
Riboflnvina 4.0

Niacinn 20.0

Acido pantot‘nico 10.0
Piridaina 1.5

llll



conpanantoa qua aa usan para 250 oo. de cada Indio.

Biotlna 0.2 mg.

Acido fólico 0.8

Colina 200.0

A continuación azpraaar‘ la cantidad de cada uno de los
Debo tannrae

praaanto que los 250 oc aan de nadia oancantrado y alcanza para un

total de 50 tubos.

81 ao npcaaita trabajar con 100 tuhoa deba prepararse

500 ec del ¡odio basal y aa! aucaolvananto.

W (58)(pm60tubos)

(')

50 cc de paptona rotoliaada tratada con HOla
ao oc da solución da olstina an HCl

5.0 ec do sol. de lavadura libro da rlbotlavina C’)

5.0 gr. de glucosa
2.5 co da sol. A.

2.5 co de sol. B.

La levadura usada an nuaatroa ensayo! ful tratada par rotóllsis

en medioalcalina, en lugar da utilizar la roconandadapar
Snall-Stronz. La modificación ao debo a R. D. Graena y Archlo

Black.

[ÁÁ/
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Medioanterior las:

2.0 fi de acetato de ua

WW. (1947)
Be diferencia del de Snell-Btrong en a1 contenido de

glucosa, que ea de 16.5 gr. en lugar de 5.0 gr. por 250 cc de medio
concentrado.

MlfllflJhlJüflflülkilllhI'

50 eo de aolucidn rotollzada tratada cen nana

12,5 co de solución l-oietlna
12,5 cc de solución l-triptótenn
10.0 gr. de glucosa

0.5 gr. de zrloea
BO¡1. de solución de levadura libre de rlborlavina (')
5.o nl.
5.6 Il.
0.5 nl.
0.5 m1.

0.5 m1.

2.o m1.

2.5 ar.

(')
da.

de

de

de

da

de

de

de

aolunldn adenlna, guanina y uranllo
solución de zantlna

d-pantotenato de Ca
ácido nicotinice

plridozlna
soluclán de ácido p-anino bensnlce
CII!

Fue reemplazada por 0.4 fl gr. de extracto de levadura fotoliqg

IVY/
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1.8 gr. do sulfato do Im
2.6 oc. do¡dash “1 A
2.5 oo. de solución ul B

una n 250 oc

Delos 4 medio-ommmdoo el qu ¿16 usaron multa
donmi 01de Berton-Urightpuestodoslos puntosetme a
la.“curn Standard“ caen en una linea neta; ollo se debo pronuncian
to a la mejor suposición do].nadia.mamuomaeonlum-üoam
mwmmmimm. Doahiquoseutm“
para1a¿mtb manu” lola Mmmm ondistintas
substancias01M deWright.

////



umuuhmummmqmd
me manana.”resultoamm.

DeboW (71)qu.01¡autonoma mas.cpun
mundopor¡oidossu“ nur“, “poeta-onto: ataúd.“ y Mao y
¡modasu “titulado o inhibido por otras substancias (¡emulando o
llo do la. concentración.

Bubatamnscun h Muro, una y ¡lamas nin-¡tu
cocidoscomopq; cumploel pancontienenrubstnncus“W
miblemto de mmm 11110160quedabanquitar“ anto. ¡locuan
nr al mayo o de lo contrario1Mromanos resultaría alta.

Imnwusdwnmanumdomma-uh
Win deIl 21mm debo¡or-th divididaanto.doOo
room:la emma.

Un“todo semestral. para la 011213301611do ha nubl

tnmias grasas es 01 flamante (72).
un.cantidademm-nt. domm n posamem

teyse him-011mconfia].0,1Hdnnnt01511nnta amic manto
cnvo, se enfría y agrega 2m. de acetato de h 2,5 H, n ajusta 01
pHa 4.6 consoluciónde HOlausandovado do W o ¡m1 do
bano-tancia”Mandarout-rm,hadmiánnlhnlmgoan
1m. 80 filtra, se tomauna puto alícuota y el pHlo 11m a 6.8
con“lucia: de Bm. emm-r precipitadoque¡panza c1 esta ¡a
montodebefiltrar“. E1volumendo h soluciónrm debo¡Juna
n do nodode tenor 1.oú: corea punible un canten“. de 0.06 lima.
do riboflnvim por cc.

w}
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amm conuncontandoalto ¡n mou, porojo.
plo: como):do trigo, ona-no,0to. dobontutti: un oztroooth “¡ron
ooo ¡tor Amin:-(P. 3. 40-60- c) pm nou los (oidoo ¡ro-oo nin-oo.
¡o IOJOI'como! onunamm“ 10horno. Lnogooohidrolin
oa: 801 0.1 N omo oo 11111106ontoriomonto.

A1 extracto frío so 1o agregan 2 ¡1. do acotato do Na

2.5 H, oo ajusta ol pH o 4.6 con solución do Rom on proaonon do
vordo bromaorosol o azul de bromafenol comoIndicador“ atom.

8o filtra y tom una porto oliouota do].filtrado 1o quo oo osito. oon
¡tu otínoo.

mMnmumynmopHG.800nuluo16n
doHONayoonmavoltmn. mmmm sogmrdonbojo
toluono on la hondo“, puliondo¿como dirootonontoal ¡odio bo.
nl.

////



W"
1:1cacao 11m1de u entidad do rtbor’nvm manto

enunadeterminadamación u efectúa en ha. a titulada)" ¡fecha
daaconHONa0,1Nnnpmenchdeun1ndicadoraúocmdo.m“m
notual.
' haciüsprodmidaonolmdioumidmmm
te prepa-cional a la concentración de riboflavhv. presente on 01 313

mo; Por consiguiente a1 neutralizar con nous.se conoce la cantidad

do ¿oido láctico predmido.
acupunnuuhadocuahyucmmmmm,

mmomhudmmml. daflmmmosyennamm
correspondithcantidad“demmm.

hmobtonidsudenmina"curvastmdard‘gmnn
cmstruncfindalannm“hn-nm sich-u ¡num serio“ tubos
pretuiblmnto por cuadruplicados, tomándoseel promediodo 100 ¡1.

de HONa0.1 N gastados on las cuatro titulacimes.
LacurvaIW deborepetir“ paracadadom

ción quo¡o efectúe, pues lo cncth no! en las misma condicio
nes los tube. testigos con los queae construyola curvay 1°! M
cientos a 1a maatra on ensayo.

La.nm standard pueda en general presentar una curva

tura que so aproxima a una recta; esta depende lucho del mod!»baul

que¡o utilice.

////
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son roconnndablns los medio- qun dan las curvas casi

comoos nntural las lecturas están manossujetas a error.

A continuación puedan VIIUOdistintas curvas castigo:

oJ. :4! no “f
1.1.1.¿a LLbO“¡VI‘1\°

/7//



Losdistintos¡mitadesdeWifi: cuantitativa,a;
timnmlonrucummycoimidonprkwcnolmtodo
n analogía, prepa-actúende loa mm CCImediodo cultivo, prepa.»
cMnde1: mmm; parala 310m, etc.W‘

Ensu trabajooriginal(58),room el “todo |1
guiontet A partir de un tubo stock se hace ¡mnsim del Lactanci
llusmeimmumouoontrímnmsll.mwmavún
tunel-nt. cantidaddeabdth denododotenorunaconsumió:
de 0.5a 1.0 ni.ch porcala 10oodo“lución nun.

nwlmonfiml delos tubos entodos los canal debo
ur do 10 nl. en caso do no omplotaru ue volumencon 1a saluda: do
21mm y ol mediobaul concentrado,u ¡mal-4 ¡gunmm.

Eltubouiauhndouincubadunubonon‘n 6024113
ran a una montura de 37! c. Pasadono portado¡e centrimnn ha
células ¡séptima y se rompcnden on igual 701mmde soluciónr3
ntolósica estoril ¡1 0.9 Z”.

Unasota de la supensión ¿nuria (0.05 oo) u mas;
a ondauno de los tubos que intervienen en lo. ¡apariencia los “¡los

so ¡reparan de ln siguente manera.
. umanw-puufidopntmn,m1u

resultados mari-mentales obtenidos un cuatro tubos para cada dosis do
riboflavim.

[lll
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Las dosis usadas pusdsn ssr iss siguisntss, qns msron
mmtradas apropiadaspara la mismas

Tubos 1 2 a 4 5 6 7 a

¡13052.
ribornv. 0.o 0.05 0.076 0.1 0.15 0.2 0.a 0.5

Luego se agregan 5 cc del medio basal y la cantidad eo

rrespondisnts ds agua destilada para completar los lo m1. Ss incubsn

durante 72 horas a 379 C si se hacen ¡as deterMJucionss por ¡odio ds

1a soidsz sss ooiorimitrisansnte o con potmibstro. Para las dass:
musica” por 1a intensidad ds cultivo as incuan durante 94 han”
h medidass hscspormumh.

Ls propensión de los tubos psrs inaugu- la prsssn
cia o dota-¡inn ls conosntrscihds n ribofhvins ss ms dsl si 
guante nodo.

Aunsmis ds tubos,ds pronuncia por emanado.
ss una is soiusidns imssticu' ¿suda-smspum y conuns
sustitución tu ds ribsnsvim qussst‘ emanada dentrods h
curva. Esta so lousr‘ dsspu‘s ds algunos snsay'osds spradnseián.

muuuy-món. dsinediohssicmsntndoysn
ricisnts cantidld ds seus para comunista:si Wim ds 1.o¡1.

h Per io mos dsbsn«pis-rss 3 dosis difuntos ds].11
qumomusas.

Lostuhosdsis'msWyissconssmm
si liquido"desmin- dsbsnW un si msdiobasalpremisa
tsdeunmismorscipisnto,ssrinoeu1sdoscongotudolamimm

2/}?
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Wommmlamnasturaobañogdeuamndm
mhmprhdomommdommmndomnuu
¿mati-chun.W!

En.el método de lamas-Wright (¿7 que da ¡ua curva

casi recta. se utiliza un where de tubospara la obtencióndo
1a "curva stan-mm" .

Tubo l 2 3 4 5

MicrOgramo de r1
boflavtnn por tubo 0.0 0.05 0.1 0.15 0.2

Badfinemngdmpnporduuodeeuluwqum
1: suspensióndel montana.“ md. quen ¡min para1a¿mun
016:o. no düfigflg. Bata ¡o nee del sig-aint. nodo: ¡1 mmm 
andado10nldoeúit1vosorampondomlonl.douluofinmm
«mu, lfluuanaueihseagrogaaotmoResonancia
ciJn salina cotos-n y a partn- a. cata suspensiánn hacenno ¡1
braa con una. gota.

Ia data-¡1ch del ¿cido láctico producidopor .1 Lao
«mmm moi «lupus.de la.Wenn, pude dotarninarsopen-ti 
tulacifin, usandoun Mandar o el potenoiúnotro.

meo si. so utiliza 01 indicador o el potencian!» 100

l/l/



msMuMWEMaMflC,mumuuuq
pon annalu antrorihanna. y ¡oidosú cun-tn.

1313660110WWoümdmmmhdnnommmwhmnwmmmmdamfido
Madameihymhmmthdolflqüammw
domoamloquouuonmodooqupuumm. Bin-banoonmouMthmmW.

n) poraman.

El“todocola-Mímicadl W reanuda tun-nunmmaamumummmmm
docuindicadcr,nn1hbno—üm1.¡mm-aumentada
ha lecturasu amianto main: mee-pudor, Mandour ¡no
oldoïupoolo.

n “melón n «está:don cantantemn
Communauté: Mathias (n ¡callan60

¡1.donna¡dummalldo Nfimdmhnmn de¡65.1.
domaolmtdno.2ldom&¡hunhnum'aaoonhzon.
dostohúhruvhrhnonmwbodomuoynamzogm
dolhüioador,olon.m10¡om.mmmummmm..som2maummm1mmnm
ddmtoquoumupgamdoonuuhunmmpm
douuldobrmm,udoonhlb1handndomgoupclm
nm, n cdooanlnogocndommdohummma

¡17/



A Bun!cum “1.Www“
Dwm mmm

ntubocuntunmnono,1lypanunnmmmMuhmnhIMhmmmw. AltuhnuhwnuImtdanGanauom
quedfiloquommobjotoquhMKuMnaü“maermmqmnMotnmmmmüflhmü.RWMnomMmemm
mmmaMucynmimu.mmm:quMummrmmadmunmm“
titula:mmmcmozh enC.

b) porManto:

hWMdosuded-ammm,pn
naciendoluegoWW“ mhnto.pu10hntohdouznm1dnfirmandohhlmtmflmomammmmmmnmnam
con01mmm retail.qu dom.

¡m



El calculo de la cantidad de riborlavina presente en ca
da uno de los tubos con los cuales se ha efectuado la determinación

pusde hacerse directanonte por la cantidad de HOla0.1 N usada en la
titulación de cada tubo.

Conesas cantidades y por medio de la "curva standard',

se conoce directamanto la cantidad de riboflavina presenta por tubo.

Debotenerse en cuenta ¡uy especialnsntc que la canti

dad de riborlavina en los ensayos por triplicado, no difieran entre
si en mas de lO S.

Esta torna de calcular los resultados fui hasta hace pg

co tiempo, la única conocida, y tiene el inconveniente de quo a voces

se aceptan comobusnos datos que en realidad no lo son.

Al enplear este notado, llanadc de la "curva simple"
se aceptardn cono buenos los datos de la substancia a ensayar siempre

que los valores en el grafico están alineados de manera semejante a
la curva standard.

La otra torna de calcular la concentración de la ribc

flavina es por el metodode Hood, (70) (slope-ratio) que dí resulta
dos satisfactorios.

En este caso cuando la curva para la substanoia desco

nocida no corta al eje de las ordenadas en el nisno punto o muypró

ximo al punto donde lo corta la curva standard, el ensayo no debe con

siderarse comobuenoy es aconsejable repetirlo.

A continuación so dá un ejemplo de comose aplica el

mdtodo de Wood.
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Dona modo 21mm (curvastandard)301.1“.A1/5
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“Manmamnmmmm

“00.085n1cmgr.dor1bothvinaporn1.dohm\nunulfir
0,165.1“. pareada2-1. a. n “lución1/5.WMEMMUyWuahmu
oténorigimlolnmosdoomuorur.paru.ouamMW.

I/l/



.xxxx

.ggigtaga .iiazuutn3832533388¡á
:ggJuSnganÉSSS.pgflaguo.8:ge

álaízaigááíflsfiág.
.gi.33%33€i.3538¡SÉQ-QÏÉGÏÉ1¿451.538.185

gafiágggáa358.5!iáïÉSÏgaágtu
.3

«Se



-67

A emi-annalu no dun 1.o- vnlores obtonidoo, ocn-upon
dimbsahcmaundudyanmmiónmmm:

C‘)Moron.“21mm (curvaanjolJiq. B1/3
nun 0.o 0.95 0.1 0.16 0.20 1.o 2.o

rabo a. 0.9 3,7 5.1 6.8 7.ao 4.7 7.2
v 2 0.9 3.a 5.1 G.5 7.30 4.4 7.3

- s o'.a 3.a 5.2 6.5 7.9 4.o 1.4
4.7 7.a

rra-een mas 3.75 5.1.5 6.5 7.95 4.o 7.a

(')mamunmnwmummnammm
mquuiduCyD.

Mmmm
NWaumsWoluquido-mmdooq

tien. 0.080lloran. de riboflnvim por nl. do h solución 1/5 y
0-175alarm. W Mi. 2 ll. d. h 00111016111/5.

Wind. 1082 resultado-y-nnínnonu a h 011w
cib original01valoro: do0.41.5unieron.PorIl. o un m.W

Mi



Bananas..
.¡gááásgga.gïtaáouonc{i‘m-8833334.2333
¿gigas-.355...¿cátggïáíitii.ggás¡SÉSÍÍÉÉ-egd._¿«giovanni-Susana.“

13.5353353234
.gs.gi523;...33353853
3



“nos: 0.5 fi de m1
nn a 3,6

loe a 0.015 í
Residuos 3.96 fi

10ce. del líquidoc n 11m a 50nl. conqua dq
m. Doktauluciínullsutposólooyzoc.aemmbo.
Laexperiencia lo hizo por marupnudo.

L oonttmueián¡o dan1o- vuorn obtonidoa,0mm
dientes a. la solución cn mayo.

¡amm Lu. c .1 1/5; 1 u. 2 n.

m. 1 4.5 6.8

111M2 4.5 6.8

m. a 4.a 7.1

Tubo4 4.4 7.0

Premian 4.4 6.9W
NWaneurnlwnliunommdooq

uan.o.o'75 doribothvinmn.a.nanuunumy
0.102uom.muan2ndonu1ueun1/5.mmmzrmmynMo-anmu
oiáncrigimnnlerudoOAonorur.pcll.omW.W.

////



W
“munmswmasmn. «nos.

porlloran. do21mm.
A 1.aaoluoidn may. mula. a1 1/5 lo correspondan2.5

¡1 dc Bonapor ¡1. ¿o mación.
31 contenido de rtbothflnn por ¡1. de solución 1/5 u

do0.078msm por¡1. do“lucia: oruiml oodo0.360nena.ounW
M: Liquidoprmniontodohmonofinunhdunntoal
bom a sonc. n equ-1016:: dd. líquido mom a: agua-0.26fi
80 2.

W! 0.55fideBO].
pm 3,8

802: 0.926 7!
anidan: 6,35 í

Moodolnquidonnnmmason.cuando“;
nda. Doubnoluciánnll/suungólu.y2eo.acusaba.
n importanciau ninoporMundo.

A«mima»an u danlos Moros obtenidos, corra-pq
uuu-¡hummmmns

////



-71
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I!) La.presencia de biotina es desfavorablo para el buen crecimiento
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o) Pucca-ía quela aneurina continuo un factor hportante de cr;
cimiento.
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