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RESUMEN:

Los medios de cultivo se componen de: una fuente de carbono normalmente son
azucares sencillos como por ejemplo, glucosa o lactosa. El objetivo de esta investigacion
fue elaborar medios de cultivo alternativos y viables para el crecimiento microbiano
del Bacillus subtilis, utiles en las practicas de laboratorio. Se partié de la descripcion
de los principales medios de cultivo empleados dentro del laboratorio, se identificaron
insumos de uso doméstico como, panela, azucar, miel de bajo costo para remplazar
los insumos comerciales. Se realizard el disefio experimental con las variables de
fuentes de carbono y grados brix, manteniendo una estructura similar a los medios
de cultivo comerciales. Una vez ejecutada su elaboracion se procedié a determinar la
viabilidad de los medios de cultivo, usando una bacteria en condiciones controladas
dentro del laboratorio, a través de la inoculacidn de Bacillus subtilis en una dilusion
de 105, incubando a 25°C durante 24 y 48 horas. Como resultado se obtuvo que la
mejor fuente de carbono fue el azucar refinado y el azucar morena que muestran
mejores resultados en crecimiento de microorganismos, ya que el costo de los demas
materiales sobrepasa considerablemente el valor accesible para los estudiantes. El
ANOVA resulto con un p-valor menor a 0,05, lo que quiere decir que no hay diferencias
estadistiamente significativas entre los tratamientos y el control que fue el medio de
cultivo comercial. Se logré elaborar un medio de cultivo para bacterias, con materiales
caseros, resultando ser viables y de bajo costo.

Palabras clave: Bacillus subtilis, medio de cultivo, microbiologia, viabilidad, bacterias.

ABSTRACT:

Culture media are made up of: a carbon source is usually simple sugars such as
glucose or lactose. The objective of this research was to develop alternative and
viable culture media for the microbial growth of Bacillus subtilis, useful in laboratory
practices. It was started from the description of the main culture media used within the
laboratory, household inputs such as panela, sugar, low-cost honey were identified to
replace commercial inputs. The experimental design was carried out with the variables
of carbon sources and brix degrees, maintaining a similar structure to commercial
culture media. Once its elaboration was executed, the viability of the culture media
was determined, using a bacterium under controlled conditions within the laboratory,
through the inoculation of Bacillus subtilis in a dilution of 105, incubating at 25 ° C for
24 and 48 hours. As a result, it was obtained that the best carbon source was refined
sugar and brown sugar, which show better results in the growth of microorganisms,
since the cost of the other materials considerably exceeds the value accessible to
students. The ANOVA resulted with a p-value less than 0.05, which means that there
are no statistically significant differences between the treatments and the control that
was the commercial culture medium. It was possible to develop a culture medium for
bacteria, with homemade materials, proving to be viable and inexpensive.

Keywords: Bacillus subtilis, culture medium, microbiology, viability, bacteria.
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1. INTRODUCCION

Un medio de cultivo es una preparacion liquida o solida utilizada para el crecimiento,
transporte o mantenimiento de microorganismos, en el laboratorio con nutrientes y
condiciones fisicoquimicas adecuadas para su desarrollo. De una forma muy general,
se puede decir que los medios de cultivo se componen de: una fuente de carbono
normalmente son azucares sencillos como por ejemplo, glucosa o lactosa, pero existen
también algunos organismos que usan CO2 (en este caso serian autotrofos, al igual
que las plantas). Como fuente de nitrogeno se suelen usar proteinas parcialmente
hidrolizadas, peptonas u otros componentes, como sodio (Na+), potasio (K+) y
vitaminas. Amortiguadores de pH (soluciones tampon o buffer), son sustancias que
ayudan a mantener el pH del medio de cultivo dentro de un rango adecuado para el
crecimiento de los microorganismos, por ejemplo, suelen usarse como tampones los
fosfatos disddicos (Na2HPO4) o monosddicos (NaH2PO4) (1) (2).

Los laboratorios de instituciones académicas emplean medios de cultivo para la
proliferacion y estudio de microorganismos como las bacterias, sin embargo, alrededor
del mundo el desarrollo de estos estudios se ve limitado por factores econdmicos,
geopoliticos, geograficos, que dificultan el acceso de los estudiantes a estos medios
de cultivo para continuar con investigaciones pedagogicas y académicas de cada
localidad. La mayoria de medios de cultivo comerciales son de alto costo ya que no
existe industria nacional y la mayoritariamente son importados. Generalmente estan
formulados por una serie de componentes (fuentes de nitrogeno, carbono, sales,
vitaminas, minerales) que hacen a estos medios muy costosos para el sector industrial
(3)(4).

Ante las dificultades de las importaciones surge la interrogante; sera posible
remplazar los medios de cultivo microbioldgico por medios elaborados con materias
primas accesibles, que rompan las barreras economicas, geopoliticas, geograficas,
con un rendimiento aceptable para tareas académicas dentro del laboratorio, para lo
que se focalizaron las mejores opciones, empleando materiales diferentes pero de
similar desempefio en la proliferacién de microorganismos. Obtener opciones para
remplazar el cultivo tradicional de microorganismos, evitar el desabastecimiento y
eludir el estancamiento de metodologias practicas y de proyectos de investigacion en
los laboratorios de microbiologia de la Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad
Técnica del Norte, constituyo el alcance de esta investigacion, pues las practicas son
una herramienta imprescindible en el desarrollo académico de futuros profesionales

().

El objetivo de esta investigacion fue elaborar medios de cultivo alternativos y viables
para el crecimiento microbiano de Bacillus subtilis, utiles en las practicas de laboratorio,
como herramientas pedagdgicas para el analisis de alimentos y microbiologia. Para lo
cual se describieron las principales fuentes de carbono empleadas en la elaboracion
de medios de cultivo alternativo dentro del laboratorio, identificandose el costo de
materias primas de uso doméstico para remplazar los insumos comerciales, 1o que
permitié disehar medios de cultivo alternativos, manteniendo una estructura funcional
similar a la tradicional. Ademas se determind su viabilidad.
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2. METODOLOGIA

Se utilizdé un estudio experimental, de enfoque cuantitativo, para el cual se plante6
un disefio DCL (Doble Cuadrado Latino). Se compararon las varianzas con la prueba
estadistica ANOVA y un error del 5%, determinando diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos.

La variable independiente fue la fuente de carbono, se utilizd6 el azucar en 5
tratamientos y la muestra control fue el medio de cultivo comercial. La viabilidad se
evaluo verificando el crecimiento microbiano de Bacillus subtilis en el medio de cultivo
desarrollado.

* Variables dependientes: Grados brix.
* Variables independientes: Fuentes de carbono: Azucar

Como fuente de carbono se planificaron probar cinco tratamientos junto al control
siguiendo la formulacién del medio comercial, como se detalla en la tabla 1.

Tabla1. Fuente de carbono: AzUcar

Tratamiento Concentracion de fuente de carbono
P1 Concentracion de azucar 1
P2 Concentracion de azucar 2
P3 Concentracion de azucar 3
P4 Concentracion de azucar 4
P5 Concentraciéon de azucar 5
Control 39g en 1000mL

Para las pruebas de homologacion se realizaron tres repeticiones de cada uno
de los tratamientos como medio de cultivo, tanto comercial como alternativo, cuyas
caracteristicas fisicas fueron equivalentes, frente al control que es el medio comercial.

Como eleccion de los materiales de remplazo de la fuente de carbono se revisaron
materiales que se encuentren al alcance de la poblacion estudiantil, de los cuales se
verificd su calidad y costo beneficio, para ser seleccionada como se detalla en la tabla
2.

Tabla 2. Materiales para evaluar para remplazar la formulacion comercial.

Accién en el medio de cultivo Material o agente bioquimico
Azucar morena

Azucar refinada

Miel

Panela

Fuente de carbono
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Preparacién y condiciones de cultivo.

El medio de cultivo se preparoé utilizando: erlenmeyer, matraz, balanza analitica de
cuatro topes, caja Petri, agua destilada por osmosis inversa; siguiendo la ficha técnica
del medio de cultivo comercial. El proceso de esterilizacidon se realizdé en autoclave a
125°C por 45 minutos a una presién de 3 atm y el vertido de los medios de cultivo, al
interior de la camara de flujo laminar. La inoculacion del microorganismo se realizé por
estriado dentro de una camara de flujo laminar, con un asa bacterioldgica previamente
esterilizada, se tomo la muestra de Bacillus subtilis, y se realizé la siembra en estriado,
es decir con el asa se ejecutd un movimiento en zigzag sobre el medio de cultivo a
inocular. Para finalizar se cerro la caja Petri y se inici6 el proceso de incubacion.

Figura 1. Esquema de la siembra por estriado

La inoculacién del microorganismo en el medio alternativo y el medio comercial se
llevé a cabo en la misma fecha y hora, incubandose a 25°C durante 24 y 48 horas en
dos etapas respectivamente. Para realizar una comparacion de la viabilidad de ambos
medios de cultivo con bacterias, se empled una dilucion de 105, después de los siete
dias de incubacion se corroboro la presencia del Bacillus subtilis con la técnica de
tincion Gram, por ser un bacilo Gram positivo.

3. RESULTADOS

Se identificaron varios insumos para el remplazo de las fuentes de carbono, tomando
en cuenta materias primas accesibles, de bajo costo, disponibles todos los meses del
afno y que no afecten la composicion nutricional del medio de cultivo alternativo.
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Tabla 3. Costo de materias primas de reemplazo

Accioén en el medio de cultivo M_aten’al_o agente Precio en $ por Kg
bioquimico (Mercado ecuatoriano)
Azucar morena 0.54
Azucar refinada 0.70

Fuente de carbono :
Miel 8.75
Panela 2.34

La Tabla 3. muestra que las fuentes de carbono alternativas mas econdémicas
resultaron ser los azucares refinado y moreno, las cuales se probaron como sustrato
para la preparacion de medios de cultivo alternativos y su viabilidad en el crecimiento
microbiano.

Tabla 4. ANOVA de la variable fuentes de carbono (azucar). Grados Brix.

Suma de . ‘e .
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1994,278 5 398,856 652,673 ,000
Dentro de 7,333 12 611
grupos
Total 2001,611 17

El resultado de la prueba ANOVA con un nivel de significancia de 0,05 demuestra
que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y la
muestra control, con un p valor menor a 0,05 como se muestra en la Tabla 4. Se
midieron los grados Brix, obteniendo valores entre 20° y 40° segun los tratamientos
aplicados, lo cual no afecté el crecimiento microbiano. La muestra control arrojé un
promedio de 8 grados Brix.

UFC/g FUENTE DE CARBONO

50

40

30

20

10

1 2 3 4 5 6 7 dias

P1 P2 P3 P4 P5 e

Figura 2. Dias de crecimiento de microorganismos segun UFC/g.
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En la figura 2 se exhiben las UFC/g en una dilucién de 105 y el tiempo en dias
de crecimiento microbiano. Los ensayos P2, P3 y P4 resultaron viables, siendo P3
(Concentracion 3 de azucar) el que mostré mejores resultados en el momento de la
formulacién bioquimica y presentd suficiente carbono para sustentar la vida. P1 no
contd con la suficiente concentracion de carbono para una adecuada viabilidad y P5
durante la esterilizacion inciner6 el exceso de azucar, dafiando el medio de cultivo y
demostrando no ser viable.

Figura 3. Vista microscopica del cultivo de Bacillus subtilis con Tincion Gram

El medio de cultivo alternativo resulto viable para crecimiento de la bacteria Bacillus
subtilis, lo que se muestra en la Figura 3 a través de la fotografia realizada con el
microscopio trinocular, es una tincion Gram para corroborar si el microorganismo que
crecio fue Bacillus subtilis, obteniendo el resultado Gram positivo.

4. DISCUSION

Disenar medios de cultivo alternativos demanda tener en cuenta los requerimientos
nutricionales de estos microorganismos empleandolos en la forma y proporcion
adecuadas. El estudio de las fuentes de carbono que emplean microorganismos
heterotrofos que permite una mayor comprensién de su ecologia y su comportamiento
durante la produccion industrial de inoculantes (5).

Los azucares refinado y moreno como fuentes de carbono alternativas mostraron
ser las mas econdmicas, mismas que se probaron como sustrato para la preparacion
de medios de cultivo alternativos y su viabilidad en el crecimiento microbiano. Un
estudio del 2018 muestra resultados similares en el crecimiento de Rhizobium sp., un
microorganismo que emplea diferentes fuentes de carbono para su crecimiento, con
capacidad para multiplicarse en manitol, glucosa y glicerol aprovechandose para el
disefio de medios de cultivo mas econdémicos (6).

ISSN 1390-910X Edici6n impresa Pagina 86 - 94
ISSN 2773-756X Edicion digital La U Investiga - Volimen 8 - Nimero 1




ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO ALTERNATIVOS Y VIABLES PARA EL CRECIMIENTO MICROBIANO DEL BACILLUS SUBTILIS

Rodriguez Cervantes Edison Geovanny, Gémez Gordillo Alejandra Maribel, Anaya Gonzalez Jorge Luis, Miniet Castillo Adriana Edit, Velasquez
Calderon Claudia Amparo

En el presente estudio el azucar mostrd los mejores resultados en la viabilidad
del crecimiento microbiano, pues la facil liberacion del carbono permite que los
microorganismos no deban realizar una accion de degradacion para obtenerlo, como
se muestra en la tabla 4. Segun Osorio, se presentaron similares resultados desde el
punto de vista econdmico, en un estudio de reemplazos de las fuentes de carbono y
nitrdgeno alternativas, los medios que posibilitaron la actividad enzimatica son los que
contienen suero de leche (como fuente de carbono y de nitrégeno) y harina de maiz
(como fuente de nitrogeno). Al ser el suero de leche un sub producto de la industria
lactea que constituye un residuo para muchas empresas, resulta una materia prima
favorecedora, a nivel economico, en la elaboracion de los medios de cultivo (7).

Después de haber realizado los experimentos y determinar los mejores tratamientos
para fuentes de carbono, el resultado de la prueba ANOVA con un nivel de significancia
de 0,05 demuestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos y la muestra control, con un p valor menor a 0,05, se midieron los
grados Brix, obteniendo valores entre 20° y 40° segun los tratamientos aplicados,
lo cual no afectd el crecimiento microbiano. La muestra control arrojo un promedio
de 8 grados Brix. En un estudio realizado en el 2015 muestra como resultado se
obtuvo un medio compuesto por sacarosa y extracto de levadura fue suficiente para
un crecimiento efectivo de la bacteria B. licheniformis, C-232, desde el punto de vista
de la productividad y del costo por gramo de biomasa obtenida, lo cual se compara a
nuestro estudio, en el que se utilizé una fuente de carbono como el azucar (8).

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se identificaron la gelatina sin sabor y el azucar como insumos de uso domeéstico
gue se obtienen a un bajo costo, como materia prima para remplazar los medios de
cultivo comerciales. De acuerdo con los resultados obtenidos, el medio de cultivo
elaborado con estos materiales alternativos fue viable para el crecimiento de Bacillus
subtilis, obteniendo un mayor crecimiento en las combinaciones de T2 (25g de gelatina
sin sabor, agente solidificante), con P2 (30g azucar, fuentes de carbono) demostraron
presencia de un microorganismo bacilo gran positivo, viabilizando su desarrollo y
albergandolo un tiempo posterior a los siete dias de incubacion a 25°C. Los demas
tratamientos no fueron viables.
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