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Resumen

En el presente trabajo se realiza una comparacién entre los resultados obtenidos de la caracte-
rizacion quimica a un nuevo medio de cultivo modificado preparado a partir del jugo de guayaba agria
(Psidinm  araca) al 25% p/v, utilizado para el aislamiento y mantenimiento de microorganismos ru-
minales y del estiércol, y su relaciéon nutricional. Los resultados encontrados presentan al medio

de cultivo modificado como una alternativa para el desarrollo y crecimiento de esta microbiota.
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Abstract

The present work compares the results obtained from the chemical characterisation of a new modified
culture medium prepared from 25% p/v bitter guava (Psidium araca) juice used for isolating and maintai-
ning microorganisms from rumen and dung and their nutritional relationship. The results suggested that
the modified culture medium could be a useful alternative for this microbiota’s development and growth.
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Introduccién

En el aislamiento y mantenimiento de los
microorganismos se han empleado medios de
cultivo que aportan energia y elementos nece-
sarios para la sintesis de los constituyentes ce-
lulares. Los medios de cultivo utilizados para
las especies microbianas ruminales han sido
preparados a partir del contenido ruminal clari-
ficado enriquecido con fuentes de energia (car-
bohidratos: celobiosa, glucosa, almidén, etc.),
minerales, agentes reductores y sistema buffer
para mantener el pH; también han sido emplea-
dos medios de cultivo a los cuales no se les adi-
ciona contenido ruminal clarificado pero se les
agrega la totalidad de los componentes quimi-
cos requeridos por esta microbiota (Caldwel et
al., 1966; Bryant, 1962); en ambas preparacio-
nes se hace necesaria la adicion, ya sea parcial
o total, de sustancias quimicas haciéndolas mas
costosas y dispendiosas en su elaboracién; por
otra parte, el uso del contenido ruminal en los
medios de cultivo resulta molesto por el olor

desagradable que despide.

La posibilidad de evaluar medios de culti-
vo a partir de sustratos altamente nutricionales,
que no representen un elevado costo, se hace
necesaria para minimizar la demanda de los
medios preparados a partir de sustancias qui-
micas. En este sentido, y como contribucién al
aislamiento, multiplicacién y mantenimiento de
la microbiota ruminal para su estudio, se de-
sarrollé6 un nuevo medio de cultivo diferente
a los convencionales, utilizando como sustra-
to la fruta guayaba agria (Psidium araca); los re-
sultados obtenidos demostraron que el medio
de cultivo preparado con fruta al 25% p/v y
ajustando el pH a un valor de 6,3 con solucién
de bicarbonato de sodio al 10%, sin adicién de
otras sustancias quimicas, fue apropiado para el
buen desarrollo, crecimiento y mantenimiento
de bacterias y levaduras de rumen y del estiér-
col excluyendo a las celuloliticas estrictas (Lara
y Chalela, 2002a; Lara Mantilla, 2005).

La guayaba agria (Psidium araca) es una
fruta tropical promisoria muy caracteristica de
la region de Cordoba (Colombia); tiene una

produccion de 1200 t/afio (Gobernacién de
Cérdoba, 20006) vy, a pesar de ello, la fruta tiene
una baja explotacién comercial, solamente se le
conocen usos en jugo y como fruta fresca. La
utilizacién de este recurso propio para la elabo-
racion de medios de cultivo es atractiva tenien-
do en cuenta que el precio de 1 kg de medio
de cultivo comercial preparado a partir de sus-
tancias quimicas oscila entre $1.000.000,00 pe-
sos (Merck, 2002), siendo muy significativa en
cuanto al medio de guayaba agria que proviene
de un cultivo de cosecha permanente en la re-
gién a un precio en el mercado de $2000,00 /

kg (Sipsa, 2008).

Teniendo en cuenta la subutilizaciéon que
se le ha dado a esta fruta, y sus grandes ventajas
productivas y econémicas con una nueva apli-
caciéon como medio de cultivo, en el presente
trabajo se revisan algunos aspectos relaciona-
dos con la preparacion del medio de cultivo y
su caracterizaciéon quimica, y se hace una com-
paracién de los nutrientes encontrados en el
medio a partir de guayaba agtia 25%, p/v y un
medio tradicional, para finalmente establecer
una relacién con la nutricién de la microbiota
ruminal estudiada.

Materiales y métodos

Microorganismos utilizados: los mi-
croorganismos empleados correspondieron a
bacterias tipo Lactobacillus spp, Streptococcus spp,
Clostridium spp, Ruminococcus spp y levaduras de
los géneros Saccharomyces spp vy Debaryomyces spp,
aisladas del contenido ruminal y del estiércol
de vacuno raza Romosinuano (oriundos del de-
partamento de Cérdoba, Colombia), con fistula
en el rumen y alimentados con pastos propios
de la misma regién.

Medios de cultivo empleados: fueron
utilizados dos medios de cultivo: a) Medio de
cultivo a partir de guayaba agtia (Psidium araca);
este medio modificado fue preparado a partir
del jugo de la fruta al 25% p/v en agua desti-
lada; luego de ser filtrado, su pH se ajustd en
un valor de 6,3 con solucidon de bicarbonato
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de sodio al 10% (Lara, 2005; Lara y Chalela,
2002a; Lara y Chalela, 2002b); y b) Medio de
cultivo tradicional a partir de contenido rumi-
nal clarificado, preparado utilizando contenido
ruminal clarificado al 40% v/v en agua desti-
lada y entiquecido con glucosa (0,05% p/v),
celobiosa (0,05% p/v), almidon soluble (0,05%
p/v), minerales (3,75% p/v), sulfuro de sodio
nonahidratado (0,025% p/v), Cisteina, HCI,
HO (0,025% p/v), tesarzurina (0,0001% p/v),
carbonato de Sodio (0,4% p/v), y pH = 6,3
(Caldwel et al., 1966; Dehority, 1963). Ambos
medios (a y b) fueron esterilizados a 15 PSI, 121
°C, durante 15-20 minutos, y saturados de CO:
mediante gaseado para luego ser utilizados.

Determinacién de biomasa microbia-
nay analisis estadistico: los microorganismos
seleccionados fueron crecidos individualmente
en cada uno de los medios de cultivo bajo con-
diciones de anoxigenia y a una temperatura de
incubacién de 40 °C. La biomasa fue determi-
nada por la técnica de turbidimetria usando un
equipo Spectronic D a una longitud de onda de
640 nm (ensayos por triplicado).

Se llevd a cabo un andlisis de varianza
(Anova), y regresion multiple segin el modelo
de Durbin-Watson, para comparar la incidencia
de los medios sobre el crecimiento microbiano.

Analisis quimico: el medio de cultivo a
partir de guayaba agria (25% p/v) esterilizado
fue caracterizado quimicamente determinan-
dose los siguientes parametros segin Bernal
(1994): porcentaje de proteina, porcentaje de
azucares totales, porcentaje de azicares reduc-
tores y no reductores, porcentaje de azicares
invertidos, grados Brix, pH e indice de refrac-
cion. Por absorcién atémica (manual Perkin
Elmer, 1984) se determinaron los elementos
presentes: hierro (Fe), calcio (Ca), magnesio

(Mg), sodio (Na) y potasio(K).

Utilizando la técnica de cromatografia de
gases descrita por Salanitro (1975), y adaptada
a las condiciones del equipo del laboratorio se
determinaron los acidos acético y butirico. To-
dos los ensayos se realizaron por triplicado.

Resultados y discusiéon

Biomasa microbiana
y andlisis estadistico

Los resultados previos obtenidos de la de-
terminaciéon de biomasa microbiana y analisis
estadistico aplicados para observar la incidencia
de los medios sobre el crecimiento de los mi-
croorganismos estudiados son reportados en el
trabajo de Lara (2005); allf se muestra que el cre-
cimiento de las bacterias y levaduras no se vio
afectado por ninguno de los medios, ni por el
tipo de microorganismo involucrado (valor de P
> 0,3914). El analisis estadistico realizado para
grupos de microorganismos por separado (P>
0,2234 bacilos, P > 0,1042 cocos y P > 0,1262
levaduras) mostré que no hubo diferencias es-
tadfsticamente significativas entre las diferentes
poblaciones microbianas con respecto a los me-
dios. (El modelo estadistico dice que para un
valor de P > 0,10, no hay diferencia estadisti-
camente significativa entre las variables). Estos
resultados permitieron sugerir que el crecimien-
to de las poblaciones microbianas estudiadas no
varié con los medios de cultivo: guayaba agtia
y medio tradicional utilizado con contenido ru-
minal clarificado; en consecuencia, se asumio
que la composicion de los medios es semejante
y ninguno de ellos influyé marcadamente en el
crecimiento de los microorganismos, por tanto,
las diferentes poblaciones crecen adecuadamen-
te y se multiplican sin dificultad.

Andlisis quimico al medio de cultivo

a partir de guayaba agria

El medio de cultivo a partir de guayaba
agtia (25% p/v) y esterilizado fue caracterizado
quimicamente. Los resultados obtenidos se re-
sumen en la tabla 1 (Lara, 2008).

En la preparacién del medio de cultivo a
partir de la guayaba agria para el aislamiento
y mantenimiento de la microbiota ruminal se
hizo necesario ajustar el pH en un valor de 6,3
con bicarbonato de sodio al 10% porque el pH
del jugo de la fruta es muy bajo (2,29 - 3,17) y
los microorganismos del rumen se ven afecta-
dos a este valot.
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Tabla 1. Caracterizacion quimica al medio
de cultivo liquido a partir de guayaba agria
(Psidium araca) al 25% p/v

Determinacion Valor (%)
Azlcares totales 1,00
Azlcares reductores 0,59
Azlcares no reductores 0,41
Azlcares invertidos 59,0
Proteinas 0,27
Grados Briz ( ° Brix) 4.8
pH 6,3
indice de refraccién 1,340
Acido acético 0,7 mM
Acido butirico 0,3 mM
Mg 22,12 mg/l
Ca 52,69 mg/I
Fe 9,8 mg/I
K 323,12 mg/l
Na 14,93 mg/l

mM= Milimolar

mg/| = partes por millén

% = porcentaje (% de cada componente en 100 ml de
jugo de fruta al 25%)

La composicion quimica del medio de
guayaba agria indica que los microorganismos
en estudio disponen de los mayores requeri-
mientos nutricionales descritos en los trabajos
de Russel (1998), Krause y Russel (1996) y Mac-
kie (1990): a) carbohidratos, representados por
azucares totales y reductores que basicamente
son todos los monosacaridos (por ejemplo,
glucosa, maltosa, etc.) como fuente de energfa;
b) proteinas, como fuente de nitrégeno utili-
zada para la sintesis de biomasa microbiana; c)
factores de crecimiento (acidos acético y buti-
rico) requeridos por algunas especies rumina-
les; d) minerales o elementos traza (Mg, Ca, Fe,
K y Na) indispensables en la activacion de las
enzimas, respiracién celular, entre otras. Aun-
que los nutrientes necesitados por las especies
ruminales han sido identificados, los tipos, las
cantidades y las combinaciones para optimizar

el crecimiento total constituyen motivo cons-
tante de investigacion.

La composicion quimica de los medios
tradicionales descritos por Caldwel et 4l. (1966)
y Dehority (1963), es: medio I, con contenido
ruminal clarificado, y medio 11, sin contenido
ruminal al que se deben adicionar todos los nu-
trientes (tabla 2).

El medio de cultivo tradicional utilizado
en la presente investigacion, y descrito en la
seccion de materiales y métodos, correspondié
al medio I de la tabla 2. Una comparacién en-
tre los medios I y II (tabla 2) muestra que el
contenido ruminal presente en el medio I pro-
porciona principalmente proteina y hemina,
haciéndose innecesaria la adiciéon de hemina
(0,0%), tripticasa (0,0%), y extracto de levadu-
ra (0,0%), al igual que factores de crecimiento
importantes como los 4cidos grasos volatiles
(0,0%); el medio II carece de contenido ru-
minal, por lo que se hace necesario agregar la
fuente de proteina (hemina, 0,001%, tripticasa,
0,2%, y extracto de levadura, 0,05), y factores
de crecimiento de tipo organico (acidos grasos
volatiles 0,31%). Ambos medios requieren de
la adicion de fuentes de energia como los car-
bohidratos (celobiosa, 0,05%; glucosa, 0,05%,
y almidén 0,05%) y algunas sales minerales
(3,75%).

No se puede hacer una comparacion di-
rectamente de los nutrientes existentes en el
medio de guayaba agria (tabla 1) y en los me-
dios tradicionales (tabla 2) para todos los com-
ponentes; se observa similitud en los valores
de las fuentes de nitrégeno: 0,27% de proteina
para el medio de guayaba, y 0,25% para el me-
dio II (0,2% tripticasa y 0,005% de extracto de
levadura); en el medio I la cantidad de protei-
na esta incluida en el contenido ruminal como
se explic anteriormente. En cuanto a carbo-
hidratos, el medio de guayaba posee un valor
mas elevado, 1% (azucares totales), en compa-
racién con un valor de 0,15% para los medios
tradicionales (0,05% glucosa, 0,05% celubiosa
y 0,05% almidén soluble); esto permite que las
especies microbianas dispongan de una mayor
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Tabla 2. Composicién de los medios tradicionales modificados para aislamiento
de microbios ruminales (Caldwel et al. (1966) y Dehority (1963)

Porcentaje de nutrientes en
Componente el medio

Medio | Medio Il
Contenido ruminal clarificado 40,0 0,0
Glucosa 0,05 0,05
Celobiosa 0,05 0,05
Almidon soluble 0,05 0,05
Minerales 3,75 3,75
Sulfuro de sodio nonahidratado 0,025 0,025
Cisteina, HCIl, H,O 0,025 0,025
Resarzurina 0,0001 0,0001
Carbonato de sodio 0,4 0,4
Tripticase 0,0 0,2
Extracto de levadura 0,0 0,05
Acidos grasos volatiles (a, p, b, isob, isov.) 0,0 0,31
Hemina 0,0 0,001
Dioxido de carbono (CO; ) 100 100

Minerales: sulfato de potasio, cloruro de potasio, fosfato de fotasio,cloruro de calcio, cloruro de sodio, sulfato de magnesio.
Acidos grasos volatiles: a = acético; b = butirico; p = propidénico; isob = isobutirico; isov = isovalérico.

fuente de energfa. Con respecto a las cantida-
des de acidos grasos volatiles y la cantidad de
elementos presentes en los medios tradiciona-
les no se puede realizar una comparacién con
el medio de guayaba agria; para el caso de los
acidos grasos se determind la presencia de dos
acidos; sin embargo, el acido acético, que es el
mas utilizado por algunas de las especies ru-
minales (Cadwell, 1960) esta presente. La pro-
duccién y disponibilidad del 4dcido acético en
el rumen depende de la dieta consumida por el
animal, luego las cantidades precisas para la mi-
crobiota son dificiles de determinar; en el me-
dio tradicional, preparado utilizando contenido
ruminal clarificado, se asume que la cantidad
de este acido, al igual que otros, se encuentra
en cantidades apropiadas para el desarrollo de
los microorganismos. La cantidad de elemen-
tos presentes tampoco puede ser comparada;

solo se observa que el potasio se encuentra en
gran cantidad en el medio de guayaba, y en los
medios tradicionales los elementos estan repre-
sentados como sales siendo las de potasio las
que se encuentran en mayor cantidad.

Aunque en la actualidad los medios de
cultivo utilizados para el aislamiento de los
microorganismos ruminales se basan en me-
dios de formulacién tradicional descritos por
Caldwell y Bryant (1966) y Dehority (1963), ya
sea usando contenido ruminal clarificado, (me-
dio I), o adicionando todos los componentes
(medio II') (tabla 2), algunos géneros bacteria-
nos son mas exigentes que otros y requieren
mayores cantidades de fuentes de energfa asi
como 4acidos grasos ramificados, vitaminas y
minerales para su 6ptima actividad (Fondevilla,
1998). El conocimiento de las cantidades exac-
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tas de nutrientes que permitan una actividad y
crecimiento microbianos éptimo se conocen
de manera particular y dependen de los tipos
microbianos y de su habitat.

Conclusiones

El medio de cultivo elaborado a partir de
sustrato guayaba agria, totalmente diferente a
los utilizados para esta microbiota, posee en
forma natural sustancias nutricionales esencia-
les como son: fuentes de nitrégeno (proteinas),
fuente de energfa (carbohidratos) y factores de
crecimiento (icidos grasos volatiles: acético y
butirico y elementos presentes), que les permi-
ten un buen desarrollo y crecimiento; se pro-
pone como medio alterno capaz de competir
en sus beneficios nutricionales con medios tra-
dicionales y de composicién quimica teniendo
la ventaja de ser mucho mas barato.

La utilizacién de materias primas propias
de la regiéon de Cérdoba se convierte en una
fortaleza para enriquecer, aprovechar y apor-
tar estrategias de sostenimiento que tienen un
componente econémico muy importante.
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