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INTRODUCCION

ks conocido el uso generalizado de los medios de cultivos de origen
vegetal y su difusion en Bacteriologia.- De los numerosos autores que
describieron medios vegetales, s6lo citaremos algunos a titulo ilustrativo:
Edgerton (1918), usa las habas para el cultivo de bacterias y hongos > Mickle
y Breed (1925), describen un medio en base a jugo de tomate, para
Lactobacillus » Brewer (1943), usa diversos granos vegetales oy~ lambién
son conocidos los medios de extracto de malta a6y d€ papa, la peptona
de soja (o Fitona), la que constituye el ejemplo tipico de peptona de origen
vegetal , etc.-

Al observar estos medios de cultivos, se aprecia que la mayoria
de ellos, usan partes del vegetal donde se concentran notablemente las

sustancias nutritivas (frutos, semillas), o con alta proporcion de sustancias
de reserva (tubérculo por ejemplo).
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En la presente comunicacién, se prepara y describe un nuevo
medio de cultivo para bacterias y hongos, usando como sustrato "hojas y
tallos tiernos de alfalfa”; constituyendo este hecho, una diferencia con los
anteriores, al usar estas partes del vegetal.

La alfalfa o alfa (Medicago sativa L.- Familia Leguminosas-
Subfamilia Papilionadas- Orden Rosales) 11y Jamada en Europa "Lucerne”

o "Erba Médica", es una planta herbacea, perenne, originaria de Armenia
y Asia Central, donde ain existe en estado silvestre (Foto. No.1).

Es indudablemente la forrajera mas valiosa y cultivada, tanto para

corte como para pastorero , ..

Como la gran mayoria de las Leguminosas, vive en simbiosis
con bacterias fijadoras del Nitrégeno libre de la atmésfera; constituyendo

una caracteristica destacable de estas plantas, la obtencién de elevadas
cantidades de materia cuaternaria del tipo de las proteinas. Evidentemente,

esta simbiosis bacteriana juega un rol importante en la abundancia de
proteinas en estos vegetales.

Cuimicamente, estas proteinas pertenecen en su mayor parte, al
grupo de las llamadas "globulinas vegetales", caracterizadas por su
solubilidad en soluciones diluidas de sales neutras, por su reaccién 4cida,
contenido en glicocola y por la falta de gliadina y glutelina .

La elevada proporcion de proteinas que contiene la alfalfa, sumado
a la profusion de vitaminas y sustancias minerales (Ver cuadros No. 5 y
6), hacen de ella un alimento nutritivo de primerisima calidad (preconizado
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inclusive en alimentacién humana); de alli que se haya pensado en su
utilizacién como sustrato para la preparacién de medios de cultivos
bacteriologicos y micolégicos, objeto del presente trabajo.

Pero para ello, es necesario someter el vegetal al desdoblamiento
de sus proteinas en polipéptidos y aminoacidos (paso indispensable par
su utilizacién como nutriente por parte de las bacterias) , ; para lo cual se
utilizaron tres métodos: Hidrélisis enzimatica, acida y alcalina,

obteniéndose asi las peptonas que constituyen el sustrato nutritivo para la
preparacion del medio de cultivo que se propone.

MATERIALES Y METODOS:

1).- MATERIALES:

a) Alfalfa (Medicago sativa L.): Variedad comercial de la zona.
Plantas de tres meses de edad, de 50 cm. de altura, sin flores.
Recolectadas en el mes de mayo/1996, en Guifiazi (Prov. de

Cérdova. Se usaron las hojas y tallos tiernos de la mitad supe-
rior de la planta.

b) Papaina (React. Merck)

¢) Sulfuro de Sodio (React. Merck)
d) Sol. de HCI1 al 1%
e) Sol. de OHNa al 0,5%

f) Agar: Purified Agar (React. Difco)

e ——————




)  METODOS:

[Las plantas se secaron en la estufa a 37 C durante seis dias. Luego

se pulverizaron las determinaciones cuantitativas siguientes:

CUADRO 1

ALFALFA FRESCA Y DESECA - DETERMINACION DE HUMEDAD
Y PROTEINAS TOTALES

PARTE DEL VEGETAL
ANALIZADO

HOJAS Y FRESCA
TALLOS TIERNOS DESECADA

HUMEDAD |PROTEINAS TOTALES

La humedad se determin6 por método indirecto: las Proteinas
totales, por el método de Kjeldahl.

Preparacion del medio de cultivo

Se siguieron tres técnicas, a saber:

Método I: Hidrolisis enzimatica (2):

En un erlenmeye, se colocan 50 gr. de alfalfa en polvo vy se le
agrega 850 ml. de agua destilada.

En otro, se disuelve 2,30 gr. de papaina de 125 ml. de agua




» agitando hasta disolucion, Se mezclan estas dos
ultimas soluciones Y se deja en reposo 15 minutos.

mezcla: 6,6).

Se ajusta el pH a 5 con HCJ al 10%.

Se deja en estufa a 37°C,
durante 24 hs,

Se filtra a través de gasa y algodén, comprimiéndose el material
hasta que pase todo el liquido. Se filtra por disco Seitz "K" o por papel de
filtro Whatman N°1. Se completa hasta el volumen original de 1.000 ml.,
con agua destilada estéril. Se agrega NaCl al 0,5% (5 gr.).

—

Se ajustael pHa 7,2 - 7.4 (para el cultivo de bacterias) y a 5.5
(para hongos). Se agrega agar al 1,5 - 2%.

Se estiriliza por tindalizacién o por vapor fluente.




SedisponcenpluasdePeu-ioentubosdcensayeen"picodc
flauta”.

M ’ is dcida:
En un erlenmeyer, se colocan 50 gr. de alfalfa en polvo. Se le

agrega 1.000 ml. de Sol. de HCI al 1% (pH de esta mezcla: 3,8).

Se calienta en autoclave a vapor fluente, durante 30 minutos.

Se filtra como en el caso anterior y a partir de alli, se produce con
los distintos pasos, en un todo igual como en el mismo método.

Método III: Hidrdlisis alcalina:

En un erlenmeyer, se colocan 50gr. de alfalfa en polvo. Se le
agrega 1.000 ml. de Sol. de OHNa al 0.5% (pH de esta mezcla; 9).

Se calienta en autoclave a vapor fluente, durante 30 minutos.
Se continlia como en los casos anteriores.

Nota: Los medios de cultivos asi preparados, por cualquiera de
los tres métodos, son de color pardo verduzco.

RESULTADO:

Los medios de cultivos, dispuestos en placas de Petri o en tubos
de ensayo en "pico de flauta", fueron sembrados, las bacterias por estrias
y los hongos, colocando inéculos en la superficie de los mismos.

Los resultados obtenidos, se consignan en los cuadros siguientes:
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CUADRO N* £
DESARRou_o DE
PREPARADO SE
BACTERIA
Staphytococcuys aurraus
Gaffkya letragena
Escherichia coli
e
Kebsiella pnaumonias
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* 3. DESARROLLO DE HONGOS EN EL MEDIO DE ALFALFA (pH:5,5)
PREPARADO SEGUN MET,:1 HIDROLISIS ENZIMATICA

LB

ESPECIE [T* de|Tpo. de| Profusion d Caracteristicas ExAmen mi-| OBSERVACIONES | -
inc | Ine. | desarrolio | del desarrolio croscopi
Candida albicans 37°C| 24 h |Abundante|Colonias cremosas Morfologia AL .
H - humedas - normal S
Nocardia asteroides 48 h . Colonias plegadas granu- " —
L |losas color crema adh. sl
Criptococcus neoformans 48 h P Colonias blanco crema, 9
_ IR humaedas brillantes
Microsporum gypseum "1 72h " Colonias algodonosas . Fotog. N* 4
_ e elevadas, blancas 5 _}
Epidermophyton floccosum “ | 72h 5 Colonias polvarientas .
amarillas verdosas -
Blastomyces darmatitides “ | 15 d | Moderado |Desarrolio seco, yesoso r
ris verdoso 1
Cephalosporium acremaniur] “ | 72h Desarrollo rugoso, . En Sabouraud: color
radiado blanguisimo | ilo intens
Fonsecaa padrosol 5d - Colonia parduzca de v
aspecto gamuzado

Seccharomycas cerevisiae

48 h.

Ahundmlt'ﬂnlunin y peliculas bianca

humedas, cremosas

+

Saccharomyces laclis

L]

Colonias blancas
humedas, cremosas

Pemicillum cemembert

Desarmoiic blanco grisdced

Zygosacharomycas app T* | 72k 3 |Desarrolio himedo "

| | |color blanco _
Aspergillus giganteum " | 7T2h . Desarrollo pulverulento 1
| _|blanco, después verdoso | ___PE
Aspergillus glaucus ZB'Cl 96 h - Desarrolio algodonoso . A |I* ambiente: mejor

|blanco desarrollo

Aspergillus fumigatum 37°Cl 72 h. | Moderado | Desarrolio polvoriento .

| |verde amarillento
Aspergillus niger 1 72h : Desarrolio algodonoso .

-3 | | blanco poco poivonento

Aspergillus oryzas * | 72 h | Abundante| Desarrolio algodonoso -

4 L bianco
Pemicilhum notatum *|72h . Desarrollo rugosos aigo- .

Lt I 4 donoso blanco cenaa

Stretomyces app *172h Escaso |Desarrolio humedo color -
bisnco
NuCor racamosus J?'a TZHFWMW -




desarrollo

[ Profusion dell

Examen Microscépico

Abundante

i

Muy abundantes bastones Gram
negat. y algunos Gram posit.

Abundante

Cocos Gram Negat. Algunos diplococos

Gram. posit. y bastones Gram negat. W

Muy abmda;ta

Abundantes estafilococos y algunos

baslones Gram. posit.

Mét. II

. |
endometnal
mn
' VA
Escobillado

H. acida (medio liquido)

Mél |I-H. acida + 10%
de conejo(med.liquido)

Abundante Muy abundantes bastones Gr;m_ negat. y
. Jr _____|algunos cocos y diplococos Gram Posit.
Abundante Diplococos Gram negal. amifionados del
! ! |tipo de N.catarrhalis.Cocos y Diplococ. G. pos.
| x 48 h. |Turbidez Abundante cantidad de Diplococos
Inutahlﬂ |Gram. posit.
sangre ' 48 h. |Turbidez Muy abundante cantidad de diplococos .
_J __|muy notable Gram. posit y en cortadas cadenas. |
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Finalmente el desarrollo de bacterias contenidas en diversos
materiales patolégicos, puede observarse en el cuadro siguiente:

CUADRO N* &:

: o SNlAs g
[ % | NI S[Gleles _
" 38 INIRaEdea | W | oW o8
. 030] O3l ilevela | W | iN 18
ST e S w0 e

Nota: Con ligeras diferencias el desarrollo de las bacterias y hﬂnlol
que figuran en los tres cuadros anteriores, es semejante al que se

observa en los medios preparados por los métodos II y IIL.-

Discusién:
[) E s conocido que los requenmientos nutritivos de la bacterias

a) Compuestos necesanos comu wuente de encrgia - b) Compuestos
indispensables para la sintesis de material celular: Fuente de carbono.
Cmmw“&ﬁm-ﬁuuh«mﬁm(ﬂ.
punnas, pinmidinas, etc.) ¢) lones inorgénicos v oligoelementos (5-12).




como fuente de Nitrégeno; por que como es conocido

poseen enzimas proteoliticas ex

{ll) La hidrélisis de las proteinas. puede llevarse a cabo por
distintos métodos: Hidrélisis enzimatica, dcida o alcalina ( 13).

mwmmmmﬁmymu
peptonas caracteristicas. Ummnried.ddepepwmpudum




obtenidas asi, permitiendo que diferentes enzimas proteoliticas, actien |
sobre diferentes sustratos proteicos. ‘

Comercialmente, se usan tres enzimas: Pancreatina, pepsina y
papaina.

La pancreatina, es una mezcla de extracto crudo de pancreas.
Contiene tripsina, quimiotripsima y lipasas. Requiere la presencia de
iones Ca™ para su reaccion autocatalitica sobre las proteinas.

La pepsina, es extraida de la mucosa del estomago de animales.

Es muy selectiva en su accién sobre los enlaces peptidicos y prefiere
aquellos con enlaces aromaticos.

La papaina, es probablemente la mas usada en la preparacion de
medios de cultivos.

La papaina comercial, es un litex seco y granuloso, extraido del
fruto’'y hojas de la planta "Carica papaya”. Un concentrado enzimético
muy activo, puede obtenerse como un polvo fino y blanco, pero esta forma
€s toxica y su inhalacion debe evitarse a toda costa o

En el presente trabajo, se usé la papaina comercial (litex seco y
granuloso), pero en caso de trabajar con el concentrado enzimdtico de

polvo fino y blanco, hay que tomar las precauciones debidas para evitar
su inhalacién y se debe trabajar siempre bajo campana.




por ejemplo sobre un tripéptido es

Hidrolisis de la Papaina

Carbobenzoxiglicina Tirosilglicinamida

C:Hs-CHz-O-CO-NH-CH:-CO - |- NH-C'H-CD-NHCH:-CONH:

|
OH

CTicenida

Carbobenzoxigliciltirosina




Qﬂﬂ{m Agar {Oxoid):

Extracto de came

s e 1gr.
Extractode levadura ... Sgr.
PODISEN ool esissssessinntt Sgr.
CINa...ooe, SRR
Agar N*3 Oxoid .. 15gr

Medio de Sabouraud;

Inptona.........

Peptaming lha&miu
Maltosa

Agar en polvo
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V) Se ha preferido desecar el material en estufa a 37° C ., ya
que secado al sol presenta una serie de pérdidas en su contenido
nutritivo; por el contrario, deshidratado artificialmente. conserva la
composicion y digestabilidad de las proteinas y potencialidad de
Vitamina "A" (Caroteno). Efectivamente, el Caroteno o Provitamina
"A", se conserva en su totalidad por el deshidratacién -

Vi) .El desarrollo en este medio de bacterias exigentes, tales
como Streptococcus Spp. y la falta de formas degenerativas o de
involucion (Ver Cuadros N° 2 y 3), que como es sabido, se producen
cuando las bacterias crecen en condiciones nutritivas deficientes .
demuestra que se trata de un medio de cultivo "enriquecido”, que




no sélo permite el desarrollo de bacterias comunes, sino también de
bacterias exigentes.

VII) Ventajas econémicas del medio propuesto:

Es indudable, que el alto precio de los medios de cultivos,
hace necesario pensar continuamente en su abaratamiento.

Al respecto y para establecer comparaciones del costo de este
medio con otros usados, se dan los siguientes datos (precios en
comercio de la ciudad de Cordoba (R.A.):

-Agar nutritivo (Britania): Por 100 gr.:$25.

Para 1 litro de medio: 31 gr. Precio por litro: $7,75.

-Agar Sabouraud glucosado (Britania): Por 100 gr.:$19. !
Para 1 litro de medio: 65gr. Precio por litro: $12.

De estos datos, se deduce que el precio del medio que s¢ propone
es muy bajo y se reduce al precio de la Papaina, ya que el SNa2 es una
sustancia muy barata:

-Papaina (Merck): Por 100 gr.: $47. Pero con wo..a?ﬂ, ¢
pueden prepararse 43 litros de medio. O sea: '

1

R

Precio del medio propuesto, por litro: $1.



Mas ain, el precio del medio preparado por los otros dos
metodos (hidrélisis acida y alcalina), es infino.

En resumen, el bajisimo costo del medio que se propone €s
innegable y lo hace apropiado para su uso corriente, en reemplazo de
los medios tradicionales.

CONCLUSION

Por lo expuesto, se puede concluir que la peptona obtenida
de la "alfalfa" (Medicago sativa L.), por hidrélisis enzimatica, acida
0 alcalina, constituye un sustrato muy adecuado para la preparacién
de medios de cultivos para el desarrollo de bacterias y hongos, la
que reune indudablemente los requerimientos energéticos y

plasticos, necesarios para su desarrollo y multiplicacién.

Que esta materia prima, es un recurso 6ptimo para el cultivo
de bacterias y hongos, no solamente por tratarse de un vegetal
cosmopolita de facil adquisicién y por su riqueza en proteinas,
vitaminas y sustancias minerales, si no por la sencillez de la
preparaciéon del medio de cultivo y por su bajisimo precio.
Finalmente, que éste constituye un medio "enriquecido”, al permitir

también el desarrollo de bacterias exigentes.




RESUMEN:

NUEVA PREPONA DE ORIGEN VEGETAL COMO MEDIO DE
CULTIVO PARA BACTERIAS Y HONGOS
(MEDIO DE CULTIVO DE CERUZZI)

En la presente comunicacion, se prepara y describe un nuevo
medio de cultivo para bacterias y hongos, usando como sustrato la peptona

obtenida por hidrolisis enzimdtica, deida o alcalina, de hojas y tallos
tiernos de "alfalfa” (Medicago sativa L.).

Se detallan las técnicas de preparacion de este nuevo medio de
cultivo, se mencionan las especies bacterianas y fungicas que desarrollan
y las caracteristicas del crecimiento. como también la evaluacion
comparativa de proliferacion con otros medios de cultivos.

Se concluye que la "alfalfa”, constituye indudablemente wn

recurso optimo, para la prepacion de medios de cultivos bacteriologicos

Y micolégicos, por tratarse de un vegetal cos mopolita y de facil

adquisicion, por la gran cantidad de sustancias nutritivas que contiene,
por la sencillez de la prepacion del medio Y por su bajo costo.




are detailled. The bacterial and Jungal species that are grown, their

growth characteristics and the proliferative evaluation compared with
other culture media are mentioned.

optical way for the preparation the bacteriological and my cological
culture media,mainly because is a cosmop

olitan vegetal, very easy to
obtain.

The great quality of nutritios substances in the preparation and
low price, make the ideal way for elaboration of alternetive culture
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