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DESCRIPCIÓN 

Diluyente para la conservación de semen 

Campo de la invención 

La presente invención está relacionada con un diluyente para la protección, conservación y crioconservación de 
semen. El diluyente contiene al menos un compuesto citoprotector derivado de isopropilfenoles junto con agentes 5 
crioprotectores y coadyuvantes que permiten incrementar la movilidad, vitalidad y funcionalidad de los 
espermatozoides. 

Estado de la técnica 

En los procesos biotecnológicos que involucran la manipulación, mantenimiento, conservación o crioconservación de 
células reproductivas, éstas sufren un rápido deterioro a causa de diferentes factores, lo que hace que pierdan 10 
integridad estructural y funcional, reduciendo así la eficiencia de los procedimientos en los que son utilizadas.  

Los espermatozoides son células que poseen una alta movilidad y son metabólicamente muy activas. Uno de los 
factores más relacionados con la baja fertilidad de los espermatozoides es el estrés oxidativo (1), el cual ocasiona una 
pérdida importante en su movilidad, viabilidad y disminución de su capacidad para la fertilización (2, 3). 
Adicionalmente, el semen es extremadamente sensible a las alteraciones celulares generadas por la congelación (4, 15 
5). 

Una estrategia para disminuir estos efectos es almacenar el semen en medios o diluyentes que además de ser ricos 
en nutrientes, presenten las propiedades físicas y químicas apropiadas para su conservación. Particularmente, los 
espermatozoides requieren de varios componentes esenciales para su conservación, entre ellos, azúcares, proteínas, 
crioprotectores, sistemas amortiguadores y electrolitos. 20 

Con el fin de alcanzar una conservación adecuada del semen y sus células, el diluyente debe contener compuestos 
antioxidantes para reducir el daño originado por especies reactivas, tales como radicales libres, y conservar así las 
células reproductivas durante largos periodos de tiempo. La mayoría de los antioxidantes descritos hasta ahora no 
tienen la suficiente capacidad protectora ya que, por lo general, escasamente un 30 % de los espermatozoides 
conservan su integridad y movilidad. 25 

En un estudio previo (1) se mezclaron antioxidantes como α-tocoferol, ácido ascórbico, albúmina sérica bovina y 
TEMPO con semen equino sometido a congelación. No se encontraron resultados positivos en la movilidad 
espermática durante la crioconservación, en tanto que la inclusión de BHT como antioxidante redujo significativamente 
la movilidad progresiva de los espermatozoides. 

En algunas publicaciones, los investigadores evaluaron la adición de compuestos antioxidantes (por ejemplo glutatión 30 
reducido, catalasa y superóxido dismutasa) a diluyentes para semen y concluyeron que no mejoran de manera 
significativa la movilidad, fragmentación del ADN, vitalidad y actividad mitocondrial de los espermatozoides equinos 
descongelados (6). De igual forma, otros investigadores han evaluado el efecto de añadir acetil-cisteína y glutatión 
peroxidasa al semen equino antes de su congelación y no encontraron efectos importantes (7). 

Otros compuestos con acción antioxidante han demostrado no tener efecto sobre la calidad del semen crioconservado 35 
e, incluso, han tenido efectos nocivos. En un estudio donde se utiliza N-acetil-cisteína como antioxidante para el 
almacenamiento de semen equino, los investigadores no encontraron efectos beneficiosos en la movilidad total, 
movilidad progresiva o integridad de la membrana plasmática de las células al cabo de 24, 48 y 72 horas (8). La 
utilización de la enzima catalasa (2) o de altas concentraciones de ácido ascórbico (9), tampoco presenta ninguna 
ventaja y, por el contrario, afecta negativamente a la movilidad de los espermatozoides. 40 

Adicionalmente, el piruvato y el lactato usados como antioxidantes en semen equino refrigerado no evitaron los efectos 
perjudiciales del peróxido de hidrógeno (10). Los autores concluyeron que la lactoferrina usada como antioxidante 
suplementario en un diluyente basado en leche y caseinatos, no tenía efecto sobre la movilidad, integridad de la 
membrana o los niveles de óxido nítrico en semen equino refrigerado (11). 

El documento US8435730 describe un diluyente para semen que incluye fosfolípidos, un tensioactivo para reducir la 45 
formación de cristales de hielo durante la congelación, un carbohidrato, un sistema amortiguador y glicerol o 
dimetilsulfóxido. Adicionalmente el diluyente allí divulgado puede contener hasta un 3,0 % p/p de antioxidantes, tales 
como vitamina E, vitamina C, vitamina A, BHA y BHT. 

El documento US20060257842 divulga medios y moléculas para crioconservación de células, incluyendo, 
espermatozoides, las cuales protegen regiones específicas de la membrana celular, permiten su reparación, 50 
mantienen la producción de metabolitos y de paso actúan como antioxidantes para favorecer la integridad y 
supervivencia de las células. Entre las moléculas divulgadas está la glicerilfosforilcolina, glicerofosfoinositol, ácido 
eicosapentenoico, trehalosa, betaína, taurina y acetil-L-carnitina. 
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J. Roca et al. (“Survival and fertility of boar spermatozoa after freeze-thawing in extender supplemented with butylated 
hydroxytouene” [“Supervivencia y fertilidad de los espermatozoides de jabalí después de congelar-descongelar en un 
extensor suplementado con hidroxitolueno butilado”] Journal of Andrology, 2004, 25(3), 397-405) divulgaron 
composiciones para uso como extensores de semen que comprenden el antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT). 

Uno de los procedimientos más importantes para la reproducción asistida es la crioconservación del semen, ya que 5 
permite su transporte y almacenamiento a largo plazo (12). Se emplean diversos métodos para la crioconservación 
del semen, los cuales varían principalmente en las velocidades de descenso de temperatura, los soportes de 
almacenamiento y los crioprotectores empleados. Algunos productos comerciales para la conservación de semen 
como INRA96®1, GENT®2, EQUIPRO®3 y BOTUCRIO®4 son ampliamente utilizados. (1http://www.inra.fr/, 
2http://www.minitube.de/, 3http://www.minitube.de/, 4http://nidacon.com/) 10 

Los crioprotectores son esenciales para la supervivencia de los espermatozoides sometidos a bajas temperaturas, de 
manera que la composición y naturaleza química de los mismos son aspectos fundamentales. Su función es 
deshidratar las células y disminuir la temperatura de congelación del agua en el interior de las células, reduciendo así 
las alteraciones ocasionadas por los cristales de hielo en las diferentes estructuras y organelos. 

Varios crioprotectores han sido evaluados en el proceso de crioconservación, entre ellos, glicerol, dimetilsulfóxido, 15 
etilenglicol, dimetilformamida, entre otros (13, 14, 15). La metilformamida y dimetilformamida pueden penetrar con 
mayor facilidad las membranas por su bajo peso molecular con respecto a crioprotectores convencionales con mayor 
citoxicidad osmótica como el glicerol (16). 

De igual forma, se ha estudiado la inclusión de sustancias que contienen proteínas, que actúan como protectores 
extracelulares, en los diluyentes. Entre los que se encuentran la yema de huevo (17), albúmina sérica bovina, suero 20 
equino, suero bovino, proteína de soja, alcohol polivinílico (18) y leche descremada ultra pasteurizada (19). 

El esperma de mamíferos presenta una drástica disminución de su capacidad fecundante cuando es sometido a 
crioconservación (20, 21). A pesar de los múltiples esfuerzos por optimizar la crioconservación de semen, varias 
investigaciones recientes han demostrado que no se ha logrado mejorar significativamente la capacidad fecundante 
de los espermatozoides, por lo que la calidad del semen crioconservado aún sigue siendo muy reducida (15, 16, 17, 25 
22, 23, 24). 

Breve descripción del invento 

Para solucionar este problema técnico, los inventores evaluaron el efecto de la inclusión de compuestos derivados del 
isopropilfenol en diluyentes para conservar el semen. Estos compuestos han demostrado ser buenos agentes 
crioprotectores y tener excelentes propiedades antioxidantes. 30 

La incorporación de estos compuestos antioxidantes en un diluyente para semen logra reducir drásticamente la 
cantidad de especies reactivas y mejorar todos los parámetros de calidad seminal tras la descongelación. 
Isopropilfenoles como timol (2-isopropil-5-metilfenol), carvacrol e isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol) 
demostraron ser muy eficaces. 

Descripción detallada de la invención 35 

La presente invención se refiere a un diluyente o medio de conservación de semen que contiene al menos un 
compuesto antioxidante derivado del isopropilfenol como citoprotector, junto con uno o más crioprotectores y 
coadyuvantes como se define en la reivindicación 1. 

El antioxidante se selecciona del grupo de: isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol), carvacrol (5-isopropil-
2-metilfenol) y mezclas de los mismos. Adicionalmente, el diluyente de la invención incluye uno o más crioprotectores 40 
seleccionados de etilenglicol, metilformamida, dimetilformamida, dietilformamida, yema de huevo y mezclas de los 
mismo, así como coadyuvantes seleccionados de glucosa, fructosa, sacarosa, lípidos saturados y/o insaturados, 
caseinas, albuminas, plasma seminal, vitamina E, vitamina C, vitamina A, sistema tampón fosfato, sistema tampón 
tris, ácido ascórbico, α-tocoferol, β-caroteno, cafeína, pentoxifilina, taurina, gentamicina, penicilina, estreptomicina y 
mezclas de los mismos. 45 

El timol se encuentra en la naturaleza en aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgare) y orégano (Origanum vulgare). 
El potencial antioxidante de los extractos de orégano se le atribuye al timol y a su isómero carvacrol y ha sido 
determinado por su capacidad para inhibir la peroxidación lipídica, protegiendo el ADN del daño causado por radicales 
hidroxilo. Estos extractos son mucho más eficaces que otros antioxidantes como propilgalato, BHT y BHA (25).  

También se han descrito otras propiedades del timol y del carvacrol (26, 27, 28). En distintos estudios con modelos 50 
animales se ha demostrado que el carvacrol y el timol poseen propiedades anticarcinogénicas, actuando a diferentes 
niveles celulares y moleculares (28, 29). 

El isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol) es un monofenol derivado biosintético del timol, que se puede 
obtener del extracto etéreo de las hojas de Oxandra cf xylopioides (1,5 % en base seca) y tiene excelentes propiedades 
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antioxidantes. Actúa como un buen agente reductor, con una alta capacidad para atrapar radicales libres en diferentes 
medios (30). 

Las propiedades antioxidantes de estos compuestos se deben a un mecanismo vía transferencia de un átomo de 
hidrogeno (HAT). Se ha demostrado que el isoespintanol es uno de los isopropilfenoles con más capacidad de capturar 
radicales libres. Resultados obtenidos con ensayos del potencial antioxidante reductor férrico (FRAP) y de la reducción 5 
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•), demostraron que el isoespintanol tiene por lo menos dos veces más 
actividad antioxidante que el timol, debido al efecto de los sustituyentes del anillo aromático y a la formación de puentes 
de hidrógeno intra e intermoleculares (31). 

Como antioxidante natural, el isoespintanol reacciona frente al radical DPPH•, con una velocidad similar a la del BHT, 
uno de los antioxidantes sintéticos de mayor uso en la industria alimenticia y farmacéutica. En alimentos como la 10 
mantequilla, por ejemplo, el isoespintanol inhibe la peroxidación a concentraciones similares al BHT. Adicionalmente, 
se ha encontrado que el isoespintanol también tiene propiedades antiinflamatorias, ya que reduce en un 43 % la 
inflamación inducida por carragenina en las patas de algunos roedores, disminuyendo hasta en un 72 % la producción 
de interleuquina-1β. 

El isoespintanol en el diluyente de la presente invención, mejora los parámetros de calidad del semen tales como la 15 
movilidad, la viabilidad, la integridad de membrana y la actividad mitocondrial después de la crioconservación. El 
diluyente de la invención permite el almacenamiento de células en condiciones de crioconservación (refrigeración, 
congelación o vitrificación), logrando reducir las alteraciones de la supervivencia de las células, su integridad y 
funcionalidad, potenciando su uso en reproducción asistida o aplicaciones biotecnológicas. 

En una realización preferida de la invención, la concentración de isopropilfenoles en el diluyente para la conservación 20 
de semen está entre 10 µM y 300 µM, lo que inhibe la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS “Reactive 
Oxygen Species”) y reduce la peroxidación lipídica, prolongando así la supervivencia y funcionalidad de las células 
espermáticas in vitro. 

Una dilución en el intervalo de 1:1 hasta 1:10 de semen con respecto al diluyente de la presente invención prolonga 
la conservación de los espermatozoides y permite que éstos sean utilizados de manera más eficaz en la inseminación 25 
artificial o producción de embriones, gracias al efecto citoprotector de los isopropilfenoles. 

En la realización preferida, el diluyente de la invención además contiene otros componentes tales como carbohidratos 
(glucosa, fructosa y/o sacarosa), lípidos (saturados y/o insaturados), proteínas (caseínas, albúminas y/o plasma 
seminal), vitaminas (E, C, A), sistemas amortiguadores (fosfato, tris), antioxidantes (ácido ascórbico, α-tocoferol, β-
caroteno), potenciadores (cafeína, pentoxifilina, taurina), antibióticos (gentamicina, penicilina, estreptomicina, 30 
anfotericina) y un vehículo farmacéuticamente aceptable (disolución equilibrada e isotónica de electrolitos). 

Los siguientes ejemplos ilustran con mayor detalle la invención. 

EJEMPLOS 

EJEMPLO 1 (Ejemplo de Referencia) 

El diluyente de la presente invención se puede preparar a partir de los componentes indicados en la Tabla 1. Se pesa 35 
cada uno de los componentes en una balanza analítica y se añaden a un recipiente con 80 mL de agua ultrapura. 
Luego se homogeniza la mezcla durante 15 minutos y se completa con suficiente agua ultrapura hasta un volumen de 
100 mL para obtener la Formulación A. 

Tabla 1. 

 40 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Leche semidescremada 0,28 % 

Caseinatos de sodio 1,57 % 

Sacarosa 2,58 % 

Fructosa 0,47 %. 

Glucosa 2,03 %. 

Sulfato de gentamicina 0,10 %. 

Derivados de Isopropilfenol 10,0 a 300,0 μM 
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Agua Ultrapura c.s.p. 100 mL 

 

EJEMPLO 2 (Ejemplo de Referencia) 

Se preparan dos diluyentes de acuerdo con el Ejemplo 1 añadiendo a uno de ellos isoespintanol y al otro, timol. Una 
muestra de semen equino se diluye en proporción 1:1 con cada uno de los diluyentes por separado. Se refrigeraron 
durante 6 horas y se evaluaron parámetros como la movilidad, la vitalidad y la integridad de la membrana plasmática 5 
de las células, obteniendo resultados entre 70 % y 90 % para cada uno de ellos. 

EJEMPLO 3 (Ejemplo de Referencia) 

Se preparan dos diluyentes de acuerdo con el Ejemplo 1 añadiendo a uno de ellos isoespintanol y al otro, timol. Para 
determinar la capacidad citoprotectora (antioxidante) de cada uno de ellos, se estudió el efecto de añadir diferentes 
concentraciones de estos compuestos en eyaculados de semen. Se evaluó la inhibición de la producción de ROS y la 10 
reducción en la peroxidación lipídica, determinando de esta manera el intervalo de eficacia así como la concentración 
con máxima inhibición para el timol y el isoespintanol (tablas 2 y 3). 

Tabla 2. Resultados de inhibición de la producción de ROS 

 

CONCENTRACIÓN (µM) INHIBICIÓN POR TIMOL 
(%) 

INHIBICIÓN POR 
ISOESPINTANOL (%) 

20 11,7 16,0 

40 12,3 24,2 

50 51,2 34,5 

60 26,0 16,9 

80 21,0 6,1 

100 27,6 5,6 

 15 

Tabla 3. Resultados de inhibición de la peroxidación lipídica 

 

CONCENTRACIÓN 

(µM) 

INHIBICIÓN POR TIMOL 
(%) 

INHIBICIÓN POR 
ISOESPINTANOL (%) 

20 48,1 21,1 

40 47,7 29,9 

50 40,8 29,4 

60 36,6 51,1 

80 47,0 42,1 

100 28,3 29,8 

 

La inhibición en proporciones considerables de la producción de ROS y de la peroxidación lipídica en el semen fresco 
diluido con diluyentes suplementados con timol e isoespintanol, demuestra sus efectos citoprotectores. Estos 20 
resultados comprueban el potencial antioxidante de estos compuestos en diluyentes para la conservación de semen. 

EJEMPLO 4 
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Se prepara un diluyente de acuerdo con el Ejemplo 1 y se le adiciona un 2 % v/v de yema de huevo de gallina. La 
mezcla se homogeniza durante 15 minutos a temperatura ambiente con un agitador magnético a 800 rpm durante 15 
minutos y se adiciona N,N-dimetilformamida en una proporción de 5,0 % v/v manteniendo agitación hasta obtener una 
formulación B (POLI-CRYO). El diluyente así obtenido es apto para la crioconservación de semen cuando es sometido 
a bajas temperaturas en protocolos de congelación lenta, rápida o ultrarrápida, permitiendo así su almacenamiento 5 
durante periodos muy largos de tiempo. 

EJEMPLO 5 

Se preparan dos diluyentes de acuerdo con el Ejemplo 4, uno con isoespintanol (20µM) y otro con timol (50 µM). El 
ejemplo que usa timol es solo para comparación. Una muestra de semen equino se centrifugó para retirar el plasma 
seminal, el precipitado fue diluido con cada diluyente hasta alcanzar una concentración aproximada de 100 millones 10 
de espermatozoides/mL y se suplementó con plasma seminal equino (10 % v/v). 

A cada muestra se le realizó un protocolo de congelación rápida al someterlo durante 20 minutos a 5°C y durante 15 
minutos a vapor de nitrógeno líquido. Se midió la producción de ROS después de la descongelación del semen. Los 
resultados, comparados con un diluyente comercial EQUIPRO®, fueron los siguientes (Tabla 4): 

Tabla 4. Resultados de producción de ROS en semen descongelado. 15 

DILUYENTE n 
PRODUCCIÓN  

DE ROS (URF) 

VELOCIDAD PRODUCCIÓN 
(ROS/min) 

Control (EQUIPRO®) 804 18,1 ± 2,3a 0,0069 

POLI-CRYO 

(Timol 50 µM) 
723 16,4 ± 2,3b 0,0062 

POLI-CRYO 

(Isoespintanol 20 µM) 
723 15,7 ± 2,3c 0,0064 

 

Letras diferentes indican diferencia estadísticamente significativa (P≤0,05). 

n= número de repeticiones para la medición de ROS. 

Los resultados muestran una menor producción de ROS en semen descongelado cuando se utiliza el diluyente de la 
presente invención. 20 

EJEMPLO 6 

Se prepara un diluyente de acuerdo con el Ejemplo 4 con isoespintanol 20µM (POLY-CRYO). Una muestra de semen 
equino se centrifugó para retirar el plasma seminal, el precipitado fue diluido con cada diluyente hasta alcanzar una 
concentración aproximada de 100 millones de espermatozoides/mL y se suplementó con plasma seminal equino (10 
% v/v). 25 

Se realizó el mismo protocolo indicado en el Ejemplo 5 para la congelación del semen y se tomaron las siguientes 
medidas de los espermatozoides después de la descongelación: movilidad progresiva, vitalidad, integridad de la 
membrana plasmática y actividad mitocondrial. Los resultados, comparados con el diluyente para semen EQUIPRO®, 
fueron los siguientes (Tabla 5): 

Tabla 5. Resultados de calidad e integridad del semen equino descongelado. 30 

DILUYENTE n MOVILIDAD 
PROGRESIVA (%) 

 

VITALIDAD 

(%) 

INTEGRIDAD 
MEMBRANA (%) 

ACTIVIDAD 
MITOCONDRIAL 

(URF) 

Control 
EQUIPRO® 84 36,4 ± 1,4a 51,8 ± 1,4a 36,53 ± 1,2a 206,3 ± 4,8a 

POLI-CRYO 87 47,0 ± 1,1b 57,1 ± 0,9b 44,4 ± 1.1b 209,4 ± 4.8b 
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(Isoespintanol 20 
µM) 

Letras diferentes indican diferencia estadísticamente significativa (P≤0.05).  

De acuerdo con los resultados obtenidos, el diluyente de la invención muestra un mayor efecto protector del semen 
equino crioconservado en cuanto a vitalidad y movilidad después de la descongelación. 

EJEMPLO 7 

Se prepara un diluyente de acuerdo con el Ejemplo 4 con isoespintanol 20 µM (POLY-CRYO). Una muestra de semen 5 
equino se centrifugó para retirar el plasma seminal, el precipitado fue diluido con cada diluyente hasta alcanzar una 
concentración de 100 millones de espermatozoides/mL y se suplementó con plasma seminal equino (10 % v/v). 

Se hicieron mediciones después de la descongelación mediante un análisis de semen computarizado (CASA), de la 
movilidad total, movilidad progresiva y velocidad curvilínea (VCL) de los espermatozoides. Los resultados, comparados 
con dos diluyentes para semen, EQUIPRO® y GENT® fueron los siguientes (Tabla 6): 10 

Tabla 6. Resultados de evaluación después de la descongelación mediante un análisis de semen computarizado 
(CASA). 

DILUYENTE n MT MP VCL 

EQUIPRO® 22 50,9 ± 19,4b 23,0 ± 12,0b 67,5 ± 11,7b 

GENT® 26 42,2 ± 15,1c 21,5 ± 9,2b 66,4 ± 17,8b 

POLI-CRYO 

(Isoespintanol 20 µM) 
15 67,0 ± 21,5a 29,2 ± 13a 71,0 ± 12,0a 

    Letras diferentes indican diferencia estadísticamente significativa (P≤0.05). 

    Movilidad total (TM), movilidad progresiva (PM), velocidad curvilínea (VCL). 

De acuerdo con los resultados, el diluyente de la presente invención mejora los parámetros de movilidad de semen 15 
crioconservado, lo cual es favorable para la conservación de la capacidad fertilizante de los espermatozoides. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un diluyente para la conservación de semen que comprende: 

 a- un agente citoprotector seleccionado entre: carvacrol, isoespintanol y mezclas de los mismos; 

 b- un agente crioprotector seleccionado entre: etilenglicol, metilformamida, dimetilformamida, 
dietilformamida, yema de huevo y mezclas de los mismos; y 5 

 c- coadyuvantes seleccionados entre: glucosa, fructosa, sacarosa, lípidos saturados y/o insaturados, 
caseínas, albúminas, plasma seminal, vitamina E, vitamina C, vitamina A, sistema tampón fosfato, sistema tampón 
tris, ácido ascórbico, α-tocoferol, β-caroteno, cafeína, pentoxifilina, taurina, gentamicina, penicilina, estreptomicina, 
anfotericina y mezclas de los mismos. 

2. El diluyente según la reivindicación 1, en donde el agente crioprotector tiene una concentración entre 1,0 µM y 200 10 
µM. 

3. El diluyente según la reivindicación 1, que comprende: 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Leche semidescremada 0,1 - 0,9 % p/v 

Caseinatos de sodio 1,0 - 5,0 % p/v 

Sacarosa 1,0 - 5,0 % p/v 

Fructosa 0,1 - 1,0 % p/v 

Glucosa 1,0 - 5,0 % p/v 

Sulfato de Gentamicina 0,02 - 0,20 % p/v 

Isoespintanol 1,0 - 200 µM 

Yema de huevo 1,0 - 10,0 % p/v 

Dimetilformamida 1,0 - 10,0 % p/v 

Plasma seminal equino 1,0 - 30,0 % p/v 

 

4. El diluyente según la reivindicación 1, que comprende: 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Leche semidescremada 0,1 - 0,9 % p/v 

Caseinatos de sodio 1,0 - 5,0 % p/v 

Sacarosa 1,0 - 5,0 % p/v 

Fructosa 0,1 - 1,0 % p/v 

Glucosa 1,0 - 5,0 % p/v 

Sulfato de Gentamicina 0,02 - 0,20 % p/v 

Carvacrol 1,0 - 200 µM 

Yema de huevo 1,0 - 10,0 % p/v 

Dimetilformamida 1,0 - 10,0 % p/v 
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Plasma seminal equino 1,0 – 30 % p/v 

 

5. El diluyente según la reivindicación 1, que comprende: 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Leche semidescremada 0,28 % p/v 

Caseinatos de sodio 1,57 % p/v 

Sacarosa 2,58 % p/v 

Fructosa 0,47 %. p/v 

Glucosa 2,03 %. p/v 

Sulfato de Gentamicina 0,10 %. p/v 

Isoespintanol 20,0 μM 

Yema de huevo de gallina 2 % v/v 

Dimetilformamida 5,0 % v/v 

Agua ultrapura c.s.p. 100 mL 
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