Medios de cultivo a partir de residuos agroindustriales sdélidos
para el crecimiento de la levadura saccharomyces cerevisiae
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RESUMEN

El presente trabajo se llevé acabo para evaluar la promocién del crecimiento de
diferentes medios de cultivos naturales frente a los medios comerciales PDA y
Agar nutritivo en la cepa de Saccharomyces cerevisiae activada de levadura seca.
La promocion del crecimiento fue evaluada con el indice de Crecimiento Absoluto
(ICA) en los diferentes medios de cultivos naturales y utilizando el método
ecométrico. Los analisis ICA para comparar el crecimiento de la cepa en los
diferentes medios naturales demostraron que el crecimiento fue muy poco, pero la
explicacion estuvo en que la cepa de S. cerevisiae estaba con varios repiques
previos y habia perdido su vitalidad, ya que ni siquiera el medio de cultivo estandar
PDA arrojo un ICA altamente productivo.

Palabras claves: medios naturales, medios comerciales, Saccharomyces
cerevisiae, método ecomeétrico.

ABSTRACT
The present work was carried out to evaluate the promotion of the growth of

different natural mediums against PDA and nutritive agar in the strain of
Saccharomyces cerevisiae activated from dry yeast. The promotion of growth was
evaluated with the Absolute Growth Index (ICA) in the different natural mediums
and using the ecométrico method. The ICA analyzes to compare the growth of the
strain in the different natural environments showed that the growth was very little,
but the explanation was that the strain of S. cerevisiae was with several previous
rings and had lost its vitality, since not even the PDA standard culture medium
produced a highly productive ICA

Keywords: natural media, trade media, Saccharomyces cerevisiae, ecometric
method.
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Un medio de cultivo, es el sustrato o
solucién de nutrientes que
proporciona una mezcla equilibrada
de elementos requeridos en el que
los microorganismos crecen y se
multiplican. Para realizar el estudio de
los microorganismos es necesario
recuperarlas del habitat natural en
medios artificiales que proporcionen
Sus requerimientos nutricionales. Este
procedimiento se le conoce como
cultivo bacteriano “in vitro”(1).

Entre los requerimientos mas
importantes para su desarrollo estan
el carbono, el oxigeno, nitrégeno,
diéxido de carbono e hidrégeno.
Muchas bacterias sin embargo
necesitan del aporte extra de factores
de crecimiento especificos en forma
de suero, sangre y extracto de
levadura entre otros(2).

No obstante el desarrollo adecuado
de los microorganismos en un medio
de cultivo se ve afectado por una
serie de factores de gran importancia
y que, en algunos casos, son ajenos
por completo al propio medio(3).

1. Disponibilidad de nutrientes
adecuados.

2. Consistencia adecuada del
medio.

3. Presencia (0o ausencia) de
oxigeno y otros gases.

4. Condiciones adecuadas de

7. Esterilidad del medio.

En el mercado podemos encontrar
diferentes medios de  cultivos
comerciales comunmente utilizados,
sin embargo los elevados costos de
estas formulaciones han llevado a la
realizacion de investigaciones sobre
la evaluacion y el uso de sustratos
mas econdmicos tales como melaza
de azucar de cafia, banano, arroz,
papa, avena y otros, obteniéndose
buenos resultados y planteandose la
posibilidad de ser utilizados como
alternativas viables para el desarrollo,
crecimiento 'y mantenimiento de
microorganismos con fines
industriales(4,5).

El microorganismo Saccharomyces
cerevisiae fue utilizado en esta
practica para establecer la
epromocion del crecimiento con la
cual un medio de cultivo natural sirve
para recuperar una cepa 0, mejor
aun, inducir su crecimiento 'y
desarrollo mediante la comparacion
gue se realiza entre el medio por
evaluar y un medio control.

Saccharomyces cerevisiae

Es un organismo unicelular de forma
mas o menos redondeada, la célula
presenta un nucleo diferenciado,
siendo por lo tanto un organismo
eucariota. En su ciclo de vida alternan

humedad. dos formas, una haploide y otra

5. pH. diploide. Ambas formas se
6. Temperatura. reproducen de forma asexual por
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gemacion en condiciones muy
determinadas la forma diploide es
capaz de reproducirse sexualmente;
en estos casos se produce la meiosis
en la célula formandose un asca que
contiene cuatro ascosporas
haploides(6,7).

Es uno de los modelos mas
adecuados para el estudio de
problemas biologicos. Es un sistema
eucariota, con una complejidad solo
ligeramente superior a la de la
bacteria pero que comparte con ella
muchas de sus ventajas técnicas(6).
Ademas de su rapido crecimiento, la
dispersién de las células y la facilidad
con que se replican cultivos y aislan
mutantes, destaca por un sencillo y
versatil sistema de transformacion de
ADN(8). Por otro lado, la ausencia de
patogenicidad permite su
manipulacion con las minimas
precauciones. Ademas son capaces
de llevar a cabo el proceso de
fermentacién, propiedad que se ha
explotado desde hace muchos afios
en la produccién de pan y de bebidas
alcohdlicas(9).

El objetivo de la presente practica fue
evaluar la promocién del crecimiento
de diferentes medios de cultivos
naturales a partir de guayaba agria,
avena, zanahoria, papa, arroz, vaina
de frijol, corazon de pifia, hojas de
maiz y jugos de vegetales frente a
medios comerciales

METODOLOGIA
Preparacién de medios de cultivo.

Los medios comerciales empleados
fueron: agar papa dextrosa PDA vy
agar natural.
Los medios de cultivos naturales se
prepararon a distintas
concentraciones:

e Agar avena: 3%

e Agar zanahoria: 15%

e Agar papa: 25%

e Agar guayaba agria: 10%

e Agar arroz: 3%

e Agar vaina frijol: 3,5%

e Agar corazén de pifia: 15%

e Agar hojas de maiz: 3,5%

e Agar jugo de vegetales: 50%

A cada medio de cultivo natural se le
agrego agar-agar al 2% ya que este
actia como un agente solidificante;
luego se llevé a calentar el preparado
de cada medio homogenizando en
distintas  ocasiones hasta  su
ebullicion, con el fin de asegurar una
completa disolucién del agar. Cabe
resaltar que para los agares guayaba
agria, corazén de pifa y jugo de
vegetales se hizo una medicién de su
pH arrojando resultados de pH muy
acidos por lo que se tuvo que ajustar
agregando una base en este caso se
utilizo hidroxido de sodio, esto se hizo
porque al presentar un pH muy acido
el agar no va a solidificar.
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Por dltimo, se llevaron todos los
medios a esterilizar en autoclave
durante 15 minutos por 15 psi. Y una
vez estéril se sirvieron en las cajas de
Petri dejandose en reposo hasta que
solidificaran.

Es importante aclarar que no se
utilizd6 como tal la fruta, si no los
desechos (cascaras, semillas), pues
lo mas importante para nosotros es
saber como aprovechar estos
residuos que se generan
cotidianamente en empresas
agroindustriales.

Microorganismo utilizado.

El microorganismo utilizado fue
Saccharomyces cerevisiae para la
activacion se siguieron los siguientes
pasos:

e Se llevaron 100ml de agua
destilada a la autoclave para
su  esterilizacion  durante
15minutos.

e Luego se adiciono la levadura

al agua destilada a
temperatura ambiente,
dejandose reposar durante
30minutos.

e Se sembro en PDA la
levadura

e Por ultimo se utilizo la escala
de McFarland ajustandolo a
un patrén de 2, equivalente a
6,0x108 UFC/mL para luego
poder realizar la inoculacién.

Inoculacion del medio de cultivo.

Para la inoculacion de los diferentes
medios de cultivos naturales se utilizé
el método ecométrico. Esta técnica
consiste en realizar una siembra en
estrias en una placa del medio que se
va a evaluar, a partir de una
suspension de un microorganismo de
prueba. Es decir cada caja de Petri se
dividi6 en cuatro cuadrantes en la
base y en cada cuartete se trazaron
cinco lineas paralelas y una linea en
el centro; posteriormente se realizé la
inoculaciéon de la levadura por cada
linea trazada.

Es importante recordar que en la
prueba se considera cualquier estria
que crezca mas del 25% de la linea;
cada estria tiene un valor de 0,2 y la
estria central un valor de 1, es decir,
gue el crecimiento maximo que se
puede presentar es de 5.

Para calcular el indice de crecimiento
absoluto (ICA) en cada caja de Petri
se debe multiplicar el numero de
estrias que presentan crecimiento por
0,2 y sumar 1 en caso de que se
haya presentado crecimiento en la
estria central. El ICA permite
clasificar a los medios de cultivo: ICA
= 45 - 5 medos altamente
productivos; ICA = 2,5 - 4,4 medios
medianamente productivos; ICA <
2,5, medios poco productivos; ICA =
0, medios no productivos(10).

RESULTADOS Y DISCUSION
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El andlisis ecométrico establece la
productividad con la cual un medio de
cultivo sirve para recuperar un
microorganismo, mediante la
comparacion que se realiza entre el
medio a evaluar y un medio control.

agria
Fig. 1 Crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA y agar natural.
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Fig. 2 Crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA y agar guayaba
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Fig. 3 Crecimiento de Fig. 4 Crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae en Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA y agar avena. medio control PDA y agar arroz.
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Fig. 5 Crecimiento de Fig. 6 Crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae en Saccharomyces cerevisiae en

medio control PDA y agar papa. medio control PDA y agar jugo de
vegetales.
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Fig. 7 Crecimiento de Fig. 8 Crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae en Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA y agar vaina de medio control PDA y agar hoja de
frijol. maiz.
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Fig. 9 Crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA y agar coraz6n
de pifa.

Fig. 10 Crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en
medio control PDA 'y agar
zanahoria.

Tabla 1 Relacion entre la
productividad obtenida en los
medios de cultivo (incluyendo los
controles) de acuerdo con el
metodo ecométrico de Mossel.
(AP: altamente productivo; MP:
medianamente productivo; PP:
poco productivo; NP: no
productivo)

Medio ICA  Productividad
Agar PDA 1,8 PP
Agar nutritivo 0 NP
Agar guayaba 14 PP
agria
Agar avena 0 NP
Agar arroz 0 NP
Agar papa 0,8 PP
9
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Agar jugo de 0,6 PP
vegetales
Agarvainade 04 PP
frijol
Agar hoja de 0,2 PP
maiz
Agar corazon 1,2 PP
de pifia
Agar 1,4 PP
zanahoria

Tras la realizacion de cada uno de los
pasos descritos en la metodologia, se
obtuvieron los resultados mostrados
anteriormente.

Se evalu6 el pardmetro de presencia
de crecimiento microbiano segun el
método de ecometria de Mossel.

Agar PDA

El crecimiento en este medio por
parte del microorganismo no fue el
esperado, puesto que se ha
demostrado que este agar es
especifico para el crecimiento de este
tipo de microorganismos eucariotas
presentando una alta productividad.
Se presentd un crecimiento escaso
(fig. 1), un ICA de 1,8 (tabla 1), lo cual
no es ideal partiendo de Ila
composicién de este medio que es
Optima para levaduras por su
composicién de glucosa puesto que
la gran mayoria de los
microorganismos como S. cerevisiae
tienen predileccion por  este
carbohidrato(11). Este medio fue
tomado como control.

Agar nutritivo

El crecimiento de S. cerevisiae en
este medio estuvo completamente
inhibido (fig. 1), se present6 un ICA
de O (tabla 1). Esto es explicado con
la teoria del medio de cultivo, pues
esta diseflado para crecimiento
bacteriano y no de levaduras, ya go
presenta los nutrientes necesarios
para que se desarrolle un crecimiento
de bueno a 6ptimo(12).

Agar guayaba agria (Psidium
araca)

El crecimiento que se presenté en
este medio fue el mejor en
comparacion con los demas medios
naturales (fig. 2), teniendo en cuenta
el hecho de que el crecimiento de
este microorganismo no fue el mas
Optimo durante todo el estudio. El ICA
gue este medio obtuvo fue de 1,4, es
decir, su productividad fue poca (tabla
1). Se ha demostrado la gran
concentracion de fructosa presente
en las frutas de este género, el cual
es un carbohidrato que este
microorganismo degrada de una
forma Optima(13,14).

Agar avena (Avena sativa)
El crecimiento en este medio fue
inhibido (fig. 3). No se present6
formacion de colonias ni en la primera
estria de la siembra. El ICA de este
medio fue de 0, es decir, no
productivo para esta levadura (tabla
1). Esto se debe a que un gran
porcentaje de los carbohidratos
10

*Estudiantes  Ill  semestre. Programa de  Microbiologia.  **Docente. Programa de  Microbiologia.

adalucy.alvareza@unilibre.edu.co. Universidad Libre Pereira.



mailto:adalucy.alvareza@unilibre.edu.co

contenidos en la Avena sativa son
almidones, glucido que S. cerevisiae
no es capaz de degradar debido a
gue no produce la enzima amilasa,
necesaria para la degradacion de las
moléculas de almidon(15).

Agar arroz (Oryza sativa)

En este medio se presentod inhibicion
total del microorganismo, no hubo
crecimiento ni en la estria de in6culo
(fig. 4). La productividad fue igual a
cero, no fue un agar productivo para
nuestra levadura (tabla 1). De forma
similar a la obtenida en el agar avena,
los resultados obtenidos concuerdan
con el hecho de que el porcentaje de
carbohidratos de arroz radica
principalmente en almidon, y sélo un
pequefio porcentaje pertenece a un
monosacarido(16). Como
anteriormente se indico, S. cerevisiae
no es capaz de degradar el almidon
por su incapacidad de producir
amilasa para desdoblar este glucido
de estructura méas compleja en
comparacion con los  demas
carbohidratos. Aunque existe una
cepa de este microorganismo, S.
cerevisiae sake, que tiene la
capacidad de fermentar el almidén
contenido dentro de la estructura del
arroz(17).

Agar papa (Solanum tuberosum)

Contrario al PDA, en este agar no se
agrego ningun carbohidrato de mas.
El resultado obtenido no fue el mejor
puesto que el ICA obtenido en este

medio fue de 0,8, lo que lo cataloga
como poco productivo (tabla 1), pero
si hubo crecimiento (fig. 5). Esto
probablemente se deba a que aun asi
la papa contenga una gran proporcion
de almiddén dentro de los
carbohidratos contenidos, también
presenta un porcentaje moderado de
glucosa, monosacéarido que para el
microorganismo de estudio utiliza de
manera ideal(18). Para este medio no
se utilizaron las cortezas de estos
tubérculos, los cuales fueron
utilizados para el siguiente medio de
cultivo natural.

Agar jugo de vegetales

El crecimiento en este medio fue casi
similar al resultado obtenido con el
agar papa (fig. 6). Este medio
contenia tallos de hojas de de
lechuga (Lactuca sativa); tallos de
hojas de repollo blanco (Brassica
oleracea var. capitata); corteza de los
tubérculos de patata (Solanum
tuberosum); raices de cebollin (Allium
schoenoprasum) y piel del fruto de
tomate (Solanum lycopersicum). La
concentracion de estos ingredientes
para el agar tuvo una proporcion
igual, de 50% por cada uno de ellos.
Debido a la gran variedad de fuentes
de nutrientes en este medio, se
esperaba fuese el que obtuviera los
mejores resultados, puesto que la
composicion de carbohidratos iba
desde monosacéaridos a glucidos
complejos como el almidén y la
celulosa(18-22). El ICA de este
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medio fue de 0,6, por lo que se toma
como un medio poco productivo
(tabla 1). Se produjo crecimiento en el
medio, no fue el ideal pero si fue
bueno teniendo en cuenta que los
carbohidratos contenidos en este
medio eran en gran parte aquellos
que S. cerevisiae es incapaz de
degradar.

Agar vaina de frijol (Phaseolus sp.)
El ICA en este medio fue de 0,4, es
decir, el agar vaina de frijol es un
medio poco productivo para este
microorganismo (tabla 1). Aunque
escaso, en este medio hubo
presencia de crecimiento de nuestro
microorganismo en estudio en unas
cuantas de las estrias de inoculacion
(fig. 7). Esto concuerda con estudios
gue han demostrado que las vainas
de frijol (Phaseolus sp.) ademas de
contener un alto porcentaje de
almiddn, también contiene un escaso
contenido de fructosa, carbohidrato
que S. cerevisiae degrada con
facilidad, por lo que se puede concluir
gue en este medio el crecimiento de
la levadura no seria el ideal(23).

Agar hoja de maiz (Zea mays)

El ICA de este medio es de 0,2 (poco
productivo) (tablal). Aunque se
esperaba que en este medio el
crecimiento fuera inhibido debido a
que el material utilizado posee una
gran concentracion de celulosa, para
sorpresa nuestra, aungque hubiese
sido poco, hubo formacion de unas

escasas colonias (fig. 8). Esto
corresponde a que se ha descrito que
dentro de los componentes de las
hojas de maiz (Zea mays) que cubren
la “mazorca” ademas de los grandes
porcentajes de holocelulosa y a-
celulosa, también hay un notable
contenido de azucares solubles, los
cuales en este caso S. cerevisiae
pudo degradar(24-26).

Agar corazén de pifia (Ananas
comosus)

El crecimiento en este medio fue uno
de los mejores (fig. 9), reiterando el
hecho de que en cada uno de ellos, el
crecimiento fue moderado porque el
microorganismo no presentd una
buena formacién de colonias ni en el
medio con mas productividad. El ICA
obtenido en este medio fue de 1,2
(tabla 1). El crecimiento obtenido en
este agar compuesto Unicamente por
el corazébn de una pifia (Ananas
comosus) se debe a que esta porcién
de la fruta contiene un alto contenido
de azlcares solubles que S.
cerevisiae puede utilizar(27).
Adicional a esto, se tuvo en cuenta el
hecho de que en esta porcion de la
piia se encuentra una alta
concentracion de bromelina (EC
3.4.22.32), enzima proteolitica
caracteristica de las bromeliaceas,
por lo cual el pH del corazon de la
pifia es mas acido con respecto al
resto de la fruta(28).

12

*Estudiantes  Ill  semestre. Programa de  Microbiologia.  **Docente. Programa de  Microbiologia.

adalucy.alvareza@unilibre.edu.co. Universidad Libre Pereira.



mailto:adalucy.alvareza@unilibre.edu.co

Agar zanahoria (Daucus carota
subsp. sativus)

En este medio de cultivo natural, el
resultado del método ecométrico fue
exactamente igual al agar guayaba
agria. Se obtuvo un ICA de 1,4 (tabla
1). Teniendo en cuenta las
condiciones anteriormente
enunciadas acerca de las
caracteristicas de crecimiento celular
de S. cerevisiae en este estudio, fue
uno de los mejores resultados (fig.
10). Esto se debe a que es un medio
rico en carbohidratos ideales para el
metabolismo de esta levadura, ya que
contiene  porcentajes altos de
sacarosa, fructosa y glucosa, y solo
un escaso porcentaje de celulosa y
almidon(29).

CONCLUSIONES

El aprovechamiento de los residuos
sélidos de las empresas
agroindustriales para la produccion
de medios de cultivo es una idea muy
factible, puesto que muchos de estos
residuos que se desechan contienen
nutrientes como carbohidratos que
pueden ser aprovechados de una
forma productiva y darle valor
agregado a los residuos.

Dentro de nuestro estudio, en los
medios en los que se produjo un
mayor crecimiento microbiano con
respecto a los demas fueron el agar
guayaba agria y el agar zanahoria,

seguidos del agar corazon de piia.
Estos fueron los mas indicados para
el cultivo de microorganismos con
caracteristicas similares al utilizado
en este estudio, puesto que son
medios ricos en azucares de facil
degradacion, tales como sacarosa,
glucosa y fructosa. Teniendo en
cuenta de que los mejores medios
tuvieron un ICA de poca
productividad, pero ese fue el
comportamiento del medio de cultivo
control PDA.

Constatando el resultado del medio
agar papa dextrosa, se notdé que el
crecimiento de la levadura S.
cerevisiae  presentd un  pobre
incremento en su numero de UFC.
Esto pudo ser debido a que la
muestra de donde se tomé el
microorganismo no presentaba las
condiciones de viabilidad para hacer
un cultivo con un desarrollo éptimo,
por lo que valdria la pena repetir los
experimentos, ya que sin un ICA de
5,0 en el PDA es una sefal de fakta
de viabilidad microbiana.

Se encontré que el pH es un factor
influyente en la solidificacién del agar,
puesto que si este presentaba una
alta acidez, o una alta alcalinidad no
ocurria la solidificacion del medio, por
lo que se recomienda medir el pH de
la solucién con la que se vaya a
realizar el medio natural, puesto que
algunos de los materiales utilizados
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pueden no tener una neutralidad en la
concentracion de hidrogeniones.

En un balance general se pudo
observar que de acuerdo al
microorganismo  al cual esté
destinado el medio natural, se debe
mejorar la composicion de acuerdo
con sus necesidades tales como: uso
de fuentes de carbono, actividad
enzimatica, pH ideal para el
crecimiento, entro otros factores que
podrian afectar la eficacia del
crecimiento celular, esto para futuros
estudios en los que se pretenda
utilizar residuos o mejorar alguna
composicién de los nutrientes de un
medio para el cultivo de
microorganismos.
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