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De los diferentes métodos que se emplean para la valoracldn de la ri-
boflaving en productos alimenticios, se distinguen tres por sus resultades
més homopéneos y sablsfeetories: el fluorimétrieo, el microbloldgles v al
animal (1), Todos ellos son de resultades similares cuando se trabaja con
muestras de alta potencia.

El método microbloléglee es, a nuestro juicio, o que ofrcce mayores
ventajas en lo que dice relacldn con el estudio cuantitative de la vitaming
B2 en log forrajes ¥ en particular de la alfalia comin {Medicagoe sativa) por
su rapldes, especificidad y exactitud, & tode esto, debemos agreghr la ven-
tajo de poder trabajar en un reduckdo espaclo del laboratorlo, sin necesi.
dnd de aparataje costoso; slendo factible, de este modo, el trabaje en serie.

La base del método, como se sabe, conalste en el aprovechamienty de
la particularidad que presenta el Lactobacillus casel de reguerir como ele-
mento esencla: pars su crecimiento de la presencla de riboflasing en el
medio de cultive. El grado de desarrollo de !a cepn ¥ 1o eonsigpuiente fer-
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mentacidn léctica es, dentro de clerto rango, funectdn de ln eoncentraclén
de la riboflaving en el medio; de modo que la tltwlacldn mediante solu-
ciones alealinas o polenciométrieatnente, como se ha hecho en este traba-
jo, a8 suflciente para establecer Ja curva standard como base para loz
cileulos de contenido vitaminiep en las muestras problemss.

5
MATERIAL ¥ METOD{O

A—MATERIAL— Se valord el contenldo de ribeflavinae en 29 mues-
tras de alfalla verde ¥ en 2B muestras de heno de alfalia, obtenidas se-
gin el método del "azar”. Bste método consiste en dividir Jos potreros de
la #ona en cuadrades o rectingulos, los que se enumeran ¥y sortean. En
cada sector sorteaco se toman muestras cada 10, 20, 30, 40 metros, sepin la
extensidn del terreno, g

En el caso dei heno, las muestras existentes en el laboratorlo se enu.
meraron ¥ luego st sortesron.

Tanto las muestras de alfalfa verde como las de heno de alfalfa, pro-
vlenen en su mayoria de la zona central del pals.

Cepa empleada.— Bl microorganismo empleado fué el Lactobacillus
casel 0595 procedente de la "American Type Culture Collection” (EE. UTL).

Antes de empezar 1os estudiogs fué necesarlo eomprobar la purezn de
las eepas, mediante g examen microgodpico ¥ de sus propledades cultu,
rales ¥ fermentatives: correspondiendo sus caracteristieas o las cliadas por
Bergey (2).

Parg la conservacidn de la cepa se usd el “Agar Jugo de Tomates™ DI-
oo (3), efectudndose los trasplantes cada 15 dias.

B—METODICA~1— Freparaclén del medio basal— Para la prepara-
cifn del medio basal ¥ soluciones stock ¥ standard de Riboflavina, se sl
guleron las indicaciones del 4. 0. A C. (4},

2—Prepacacion del medio parn inoculum.— A dos tubos con § ce de
medio basal se agrepgan § cc de una soluclon que contenga 1 gama de ribo-
flavinasee {1 ec de la soluclén stock de riboflaving se lleva a 25 ce con agua
destilada), Se tapan los tubos con algoddn ¥ se esterllizan al autoclave a
110% €. por 30'. Debe evitarse la exposiclin de los tubos o la luz después
gue Ja riboflavina ha sido agregada.

Bn Ios tubos ya frios se slembra Lactobacillos cased, 5 partic del eultd-
o gtock, ¥ s lleva a la estufa a 37% C., por espacly de 24 horas,

J.——Freparacion del Inoculum.— Una veéz obbtenido el desarrollo del
Lactobacillus easel en el medio especial para inoculum, se vierte asépbica-
mente a un tubo de cenkrifuga estéril, se tapa y se centrifuga s 5000 1. .
m. durante 10 Se vacia el liguido sobrenadante ¥ se agregan 10 co de sue-
ro fisiologico estéril; se homogeniza ¥ se vuelve a centrifugar, vaciando <l
liquido sobrenadante. El residuo se suspénde en 10 ce. de suero fisloldgleo;
de esta suspension se toma 1 cc ¥ se vacia a un matraz con 20 ce de suero
fisiologico estéril.

Bsta scluclom constituye o Inoeulum,



d.—Freparacidn de la serie standard de riboflavina.— Se preparcan 3
series de tubos en la-forma siguiente:

Medio Sol. Stand. Agua Gamas de

abo 1:9 . basal riboflavina dest, riboflavina
1 T 5eL 0.0 ce 5.0 oo 0. 00
2 5 oe 0.5 ¢t 4.5 oo 0.05
3 5 o 1.0 ee 4.0 o 0.10
4 5 et 1.5 co 3.5 co 0.16
5 5o 2.0 en 3.0 cc 0.20
[ 5 oo 2.5 o 2.5 o 0.25
7 5 oo 3.0 oo 2.0 o 0.30
8 -1 5.0 oo 0.0 o 0,50

El volumen final de cada tubo serd de 10 ce. 8¢ esterilizan al autocla-
we a 110° C. durante 30°.* Una vez Itios, cada tubo se slembra con unn
gota de Imoculom.

Cada curva standard sirve para una serle de muestras preparadas sl.
multineamente ¥ con el mismo medio basal.

S5.—Preparacién de lns muestras— Obtencién del hidrolizado de alfalfa,
—43e pesan 3 g de alfalla pleada ¥ e agregan 150 co de dcide clorhidrico
0.IN. 5¢ mezcla ¥ z¢ lleva 4l antoclave p 120° C, por espacio de 20'. Se de-
canta el liguido sobrenadante ¥ se afiaden 150 cc de acido elorhidrico H.
Be hidroliza al autaclave durante 20' a 120% C.; se decanta ¥ lava €l reslduo
varlas veces. Los liquidos se reunen ¥ se ajusta el pH entre 6.6 ¥ 6.8 con
suluelén concentrada de hidroxide de sodio. 8e lleva a volumen a 500 cc
v ze filtra.

Cada ce de estn solucion equivale a 0.006 g de alfalfa.

Con este hidrolizado se prepare la esedla que & continuacion se indica.

Medio Agua mg. de

Tube N¥ basal Hidrolizadg dest. alfalfa
1 5 e 0.5 ee 4.5 ee 3
2 5 oo 1.0 ee 4.0 ¢c i}
3 5 oo 1.5 ce 3.5 o ]
4 5 ec 2.0 ce 3.0 ce 12
5 5 ee 3.0 cc 2.0 ce 18
B 5 et 4.0 ec 1.0 o 24

El volumen Iinal de crde tubo sera de 10 cc, Se esterilizan a 1107 C,
durante 307, .

§—Silembra e incubaciin.— Para g siembra se usa ] Inocolum recién
preparado, colocando una-gota de la suspencidn microbiana en ecada tubo
de ensayo.

—

{*)  La esterilizacion de los medios se efectud o 1007 C durante 30°, en vex de 120¢
, dorants 20°, como Lo Indlean todos loy Beétodos, con el fin de evltar Ja can-

relleicidn de in dextrosa,



Be incuba a 379 €. durante 72 horas; la temperatura no debe variar
an mAs de medio grado. Transcurride este tiempo, ze leva ol refrigerador
rom el objeto de detener un crecimiento wlterlor. La acidez producida por
ol desarrollo del Laotobacillus casei, 58 mide potenclométricamente,

7 —Calculo.— Para el cdleulo se usd el método del “slope-ratio” (5),
método gue presenta 1n ventaja sobre e] de la “curva simple”, de ser mas
precise. 5

Con el fin de facilitar la comprensidn del calculo, se fomari como
elemplo los valores de la muestra N.o 3:

Valores de la curva standard de riboflavina;

Gamas de riboflaving: 0.00 0.05 0,10 0.15 ©.20 ©.25 0.30 0.50
nH 5.69 5.20 5.10 5.01 4.90 4.85 4.80 4.70

Valores de la curva de la muestra analizada:

mg. de alizlia 3 6 9 1z 18 24
i pH - 5.49 5.41 5.30 0.2 5.15 5.05

Tl deseenso en la curva standard a5 jgual a la diferencia de pH entre
el blaneo ¥ el valor de la concentracién més alta. En el ejémplo seria:

0.98 para 0.5 gamas, luego 1.98 para 1 gama.

En 12 sustancia analizada esta diferencia esté dada por el aumento de
pH entre 3 ¥ 24 mg.:

0.44 Esta diferencia de pH corresponde a 21 mg.; para 1.000 mg.
seria 20.9.

La cantidad de riboflavina de la muestra resulta de dividlr la diferen-
eia obtenlda en la eurva problema por la de la curva standard:

10.5 gamas de riboflavinge/gramo;
10.5 mg. de riboflavinge/1000 gramos;
1.05 mg. de riboflavina/100 gramos de muesira.

20,9 : 1.98

noh




Cuadro No 1— PROMEDIOS ARITMETICOS, RANGOS ¥ DESVIACIONES
STANDARDS DE LAS MUESTREAS DE ALFALFA Y HENO

DE ALFALFA
Dates . Alfalfa verde Heno de Alfalfa
e
28 2B .
Ne Humedad Riboflavina  Humedad Riboflavina
muestras g/100 g 5. fresca BI100 5, Irescu
] mg/100 g mEgS100 g
Promedio .
arltmético TG .00 0. 853 13,36 1.46
Rangao 83 .060—08.30 1.32—0.68 14 012 4 1.64—1.10
Diegy, Stan-
dard +4.81 +0.15 ° 4-0.54 + "0.14

Para el caleulo de o desviaciom standard se empled la formula:

E d*

n—1 tomando en consideracldon el nimera de muestras
analizadas,

Cuadro N9 2 —COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS DE RIBOFLAVINA
DADGS POR MORRISON (6) ¥ LOS ORTENIDOS EN EL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES VETERINARIAE, EX.

FRESADOS SOBRE SUSTANCIA FREECA

Heng de alfalla

&.Il’n.lla. verde

meg/100 g mg/100 g
Marrison - 045 i 1.34
I LV 0.9%3--0.15 - 1.46.4.0.14

RESUMEN ¥ CONCLUSIONES

1.—8e hizo la valorpelon de riboflavina usande el método microblologleo
an 29 muestras de elfalfa verde y 28 de henos de alfalfa.
2 —TLos resultados obtenidos son los sigulentes:

a) ,—Alalfa verde:  0.95 3+ 0.15 mg 100 g 5 Iresca.
b).—Heno de alfalfa: 1.46 4. 0.14 mg/100 g s fresca

3.—Parp lpn medicion de la acldes lactica final, se empled el método poten-
elométrion en lugar del titrimétrico, por la ventaja que tlene el primero
de ser mas exacto ¥ rdpldo en la lectura de los resultedos.

#.—Del estudio comparativo entre o valores de riboflavina dados por Mo-
rrison (6} ¥ los obteénidos por o] Instituto de Investigaciones Veterina-
rias se deduce: gue tanto la alfalfa verde come el heno de alfalfa na-
ciomales presentan un mayor contenido €n dicha vitamina,



SUMMARY

The content &f rlboflavine in 29 samples of alfalfa and 28 samples of
alfalfa hay was tested by means of a microblologleal method. The micro-
organtsm used was Lactobacillus casel from the American Type Culture
Collection (U.54.), L

The figuree obtained were:
Alfalin 0.93 mg/100 g,
Alfalfsn hay 1.46 mg/100 g.

The sterilization of the medis was accomplished st 1109 €. for 30 minu.
tes instead of at 1200 C, for 20 minutes as the original method indicated,

The measorement of acidity was acepmplished with a pH meter ins-
tead of titrating with NaQH.,

The values obtained have been compared with those given by Morrn-
zon and are Indlcated in Table 2,

RESUME

Dans ce travall la Riboflavine fut dosée par la meéthode mierobiologi-
gue en 29 échantillons de Juzerne et 28 échantillons de foln de luzerne, Le
raleroorganizme usé fut le Laotobacillus easei 9585 provenant de l'Amern-
ean Type Culture Colectlon T. 5. A,

Les valeurs obtenies sont:

Luzerne 0.53 mgs
Fpin de luzerne 1.4 mg%

L'esterization du amilleu fut fait 4 110* C. pendant 30 minutes au lew
de 120° € pendant 20 minutes comme la méthode originale indiguée .

Le dozage de Vacidié fu falt par la mesure du pH au New de 1a thitula-
tlon aves NaQH, :

Les valeurs obtenues ont £1¢4 compardées aver les données par Maorrlson
et elles s¢ trouvent dans o Tableau Mo 2.

T RIASEUNTO

A 29 camploni dell'Erba medica e 28 del fleno venne dosata la Ribo-
flavina per mezzo del metodo microbiclogico, adoperando il microrganizmo
Lactobacillus casei, proveniente dell’American Type Culture Collectlon.

Tn qua.nt.n ai valori ottenuti sono:

Erba mediea 0.93 mgs100 g
Fleno 1.48 L

La sterilizzazione del terrenc wennhe fatta a 110° C per 30' invece di
120° C per 20°. come s'ndica nel metodo originale,

H. dosaggio dell’acidita finale &1 é misurata col potenziometro invece di
titolare coll Pldrosslde di sodio.
" 5i dano i valorl oftenutl in confronto o quelld di Morrson nella Ta-
bella N9 3. :



X ZUSAMMENFASSUNG

&
Riboflavinwurde gquantiativ miktiels der mikrobiologischen Methode
Testgestellt und zwar an 2B Mustern von Luzerne und 28 Mustern von Luo-
zernenhen (M. Sativa) Die Mikroorganlsmen waren Lactobaclilus casel ans
der American Type Culturs Collection (USA).

Die erhaltenan Werte waren:

Luzerne ... ... 0.93 my %
LuZernenbey ... oo ave e aaa aa e e 1.40 mg %

Die Sterflizsation des Mediums wurde bel 110° waehrend 30 min gémacht:
anstatt bel 1209 waehrend 20 min, wle die urspruengliche Methode abgab.

Man benuotzte den pH- Messer statt der Titration mit NaOH, um den
Saeuregehalt festeustellen.

Die erhaltenen Werte wurden mlt denen von Morrison verglichen und
sind guf Tabelle 2 verzelchnet,
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