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RESUMEN

En el presente trabajo se propone la elaboracién de un medio de cultivo a base de un cereal autéctono (Pert) por ser altamente
nutritivo y que pueda competir con la soya y asi se propone el Agar-Almidon-Kiwicha similar al Agar Almidon, reemplazando la

Peptona y el Almidén por harina de Kiwicha respectivamente.

El anlisis quimico del grano de Kiwicha nos muestra que el contenido de Protefna es de 12.9% y de Almidén es de 62%,
cantidades que hacen posible que se pueda disefiar medios de cultivos de diversos contenidos para el crecimiento bacteriano, con las
mismas caracteristicas morfologicas semejantes al crecimiento en los medios de cultivo convencionales que contienen Peptona y

Almidén.

SUMMARY

In this work the propose is to elaborate a bacterial medium culture with a peruvian bean to name “kiwicha” because is very
nutritive similar to soy, in one nutritive agar replace to peptone and starch respectively.

The quimical study of kiwicha seed, demostrate the contain in protein is 12.9% and 62% of starch, quantity to posibility to do
several bacterial culture media, with similar morpology of colonies grow in convencional medias with peptone and starch.

INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por finalidad proponer el di-
sefio de medios de cultivo utilizando la harina de Kiwicha
(A. Caudatus), reemplazando la cantidad de Peptona, me-
dio de cultivo para el crecimiento bacteriano; mientras
que en otro medio de cultivo se va a reemplazar la canti-
dad de Almidén para la prueba de Hidrdlisis del Almidén,
determinando asf la técnica apropiada para la obtencién
de dichos medios de cultivo, y que en un futuro puedan
aplicarse en los laboratorios de Microbiologia porque este
cereal es altamente nutritivo.

Las Enterobacterias desarrollan bien en medios ordi-
narios Agar o Caldo Nutritivo que son a base de Peptona
o Triptosa y que van a ser reemplazados por este cereal
peruano que es la Kiwicha (Amaranthus caudatus).
(Koneman; 1,992).

El desarrollo normal de las caracteristicas morfolégicas
en la formacion de colonias en este nuevo medio de culti-
vo a base de kiwicha (Agar Kiwicha), acreditar la eficien-
cia de este substrato que se propone en el presente traba-
jo; lo que demuestra que puede utilizarse la harina de los
granos de las plantas nativas del Perd, en la confeccién
rutinaria de medios de cultivo para el desarrollo de bacte-
rias; para que en el futuro puedan aplicarse en las tecno-
logias de materias primas de origen natural

MATERIALES Y METODOS

A)MATERIALES:

A.l. Material Biologico:
Se caracteriza la kiwicha (A. caudatus) cultiva-
da en el Callején de Huaylas (Ancash) de grano blanco
amarillento y dulce (crudo y tostado).

A.2. Medios de Cultivo:
Agar Nutritivo
Agar-agar
Almidén soluble
Caldo Nutritivo
Peptona

A.5. Cepas Microbianas:
Escherichia coli.
Salmonella paratyphi B.
Klebsiella pneumoiae.
Proteus mirabilis.
Saccharomyces cerevisiae.
Bacillus subtilis.

Shigella flexnerii.
Enterobacter cloacae.
Klebsiella oxytoca.

Staphylococcus aureus.
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B)METODOS:
B.1. Meétodo Experimental:

B.1.1. Procesamiento: En el desarrollo de este traba-
JO se va a optar por las siguientes formas:
a) Kiwicha de Grano Crudo.
b). Kiwicha de Grano tostado.

Lalimpieza se realiza de forma manual, separando las
pajas, cdscaras, y material raro, después se realiza el lava-
do para eliminar el polvo, tierra y a la vez humedecer el
grano (el lavado se aplica en la kiwicha de grano crudo).

Considerando las dimensiones del grano de kiwicha y
su dureza, para la molienda se utilizé una licuadora eléctri-
cay luego de cernir con un colador fino (Imm. De porosi-
dad) se obtiene asi la harina fina.

B.1.2.- Uso de la Kiwicha de Grano Crudo: Para deter-
minar su uso se propuso 2 formas:

a) En agua fria.
b) En Agua caliente.

Para ambas formas se tomé 1 gr. de la harina y se le
afiadi6 100 ml. de agua destilada y se mezcl6, para luego
filtrarlo, en la forma de agua caliente se hace hervir por 5
min. y luego se filtra.

B.1.3.- Uso de la kiwicha de Grano Tostado: Para de-
terminar su uso se propuso 2 formas:

a) En agua fria
b) En Agua caliente.

Para ambas formas se tomé6 1gr. de la Harina y se le
afiadié 100d. De agua destilada y se mezcld, para luego
filtrarlo, en la forma de agua caliente se hace hervir por 5
min. Y luego se filtra.

B.1.4..- Determinacion de la Harina de kiwicha a usar-
se: Para la preparacion del nuevo medio de cultivo, Agar
kiwicha; se determind usar la harina de kiwicha de grano
crudo en agua fria, ya que por la Prueba del Lugol esta
muestra de harina no contiene Almidén al dar una reac-
cion Negativa con el Lugol (color amarillo); mientras que
en la harina de kiwicha de grano crudo (en agua caliente)
y en la harina tostada (en agua caliente y fria) se observé
la presencia de Almidén al dar una reaccién positiva con
el Lugol (color azul).

En el caso de utilizar la harina de grano crudo para
reemplazar la Peptona presente en el Agar Nutritivo, se le
realizard el andlisis para determinar la cantidad de proteina
que presenta el liquido que se obtiene al procesar la hari-
nay que va a ser utilizado en la preparacion del nuevo
Medio de Cultivo.
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De la misma manera se determinard la cantidad de Al-
midon presente en el liquido de las otras harinas, que van
a ser utilizadas en la preparacién de un medio de cultivo
similar al Agar Almidén.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO AGAR
KIWICHA

En la elaboracién del medio de cultivo Agar Kiwicha
se opto por preparar en tres concentraciones de harina de
kiwicha de grano crudo disueltos en agua fria, al 10%,
20% y 30% de harina de kiwicha presente en el nuevo
medio de cultivo; Agar Kiwicha.

Se prepard los ingredientes similares al Agar Nutritivo
tradicional y luego se mezclé con el liquido obtenido de la
harina de kiwicha de grano crudo en agua fria; la mezcla
es en cantidades iguales, obteniéndose el contenido de
nutrientes similares al del medio de cultivo; luego se ajus-
taelpHa7.2.

El' medio de cultivo preparado Agar Kiwicha y el Agar
Nutritivo se llevaron a esterilizar en autoclave a 15 Ib. De
presién a 121°. por 15 min. para luego distribuirlos en
placas petri estériles.

A).- CULTIVODE LAS CEPAS:

Para determinar cual es la concentracién mds adecua-
da se sembr6 4 cepas de Enterobacterias, en las concen-
traciones propuestas para observar cual de ellas es la mejor
en el desarrollo de las bacterias. Para dicha determinacion
se utilizo las siguientes cepas de Enterobacterias:

1. Escherichia coli

2. Proteus mirabilis

3. Enterobacter cloacae
4. Salmonella paratyphi B

Debido a que las cepas se conservan refrigeradas, pri-
mero se les va a sembrar en Caldo Nutritivo para su activa-
cién por un tiempo de 24 hrs. Después de este tiempo con
la ayuda del Asa de Koll en Aro (4 mm. De didmetro) se va
a sembrar cada cepa en las placas petri correspondientes
por el Método de Estrias sobre la Superficie, tanto en el
nuevo medio de cultivo Agar Kiwicha como en el Agar
Nutritivo (placa patrén). Las placas petri sembradas se
llevaron a incubar en la estufa a 37°c. Por 24 hrs.

B).- CUANTIFICACION DE COLONIAS:

Para poder cuantificar las colonias de las cepas pre-
sentes en el medio de cultivo se realizé la siembra por
medio de diluciones de la cepa utilizada en Agua Peptonada
y luego se sembro por incorporacién en el medio de culti-
vo Agar Kiwicha y en el Agar Nutritivo. Para esta prueba
se utiliz6 las cepas que se encuentran en los Andlisis
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Microbiolégicos con mds frecuencia como lo son:
Escherichia coli y Salmonella paratyphi B.; siendo la pri-
mera Lactosa Positiva y la segunda Lactosa Negativa.

Cada cepa se cultivé en 10 ml. de Caldo Nutritivo a
37°c x 24 hrs., luego se saca 1 ml. del cultivo a 37°c x 24 hrs.
luego se saca 1 ml. del cultivo en Caldo Nutritivo y se
vierte en 9 ml. de Agua Peptonada (dilucién -1), luego se
mezcla bien y de este tubo se saca 1 ml. y se vierte en otro
tubo con 9 ml. de Agua Peptonada (dilucién -2) y asi
sucesivamente hasta diluir 7 veces el caldo de cultivo con
la cepa (dilucién -7).

Para la siembra se utiliz6 1 ml. de Agua Peptonada de
las diluciones -1, -3, -5 y -7 respectivamente, que se colo-
caron en cada placa petri y luego se le afiadi6 15 ml. del
medio de cultivo (Agar Nutritivo y Agar Kiwicha), luego
se mezcla por medio de movimientos rotatorios. Se deja
enfriar y se llevaa incubar a37°c x 24 hrs. y se cuantifica
las colonias que se aprecian en las placas petri de cada
medio de cultivo correspondiente.

RESULTADOS

MEDIO DE CULTIVO AGAR KIWICHA

CRECIMIENTO BACTERIANOENLAS
CONCENTRACIONES PROPUESTAS

CEPAN°1: Escherichia coli

Concentracién 20%: Las colonias son pequefias de
color blanco cremosas. El crecimiento es abundante.

Agar Nautritivo: Las colonias son blanco cremosas. El
crecimiento es abundante.

CEPAN°®2: Proteus mirabilis:

Concentracién 20%: Las colonias son blanco
cremosas y pequefias. El crecimiento es abundante y de
mejor aspecto.

Agar Nutritivo: Las colonias son blanco cremosas y
pequefias. El crecimiento es abundante.

CEPAN°3: Enterobacter cloacae:

Concentracion 20%: Las colonias son grandes y algo
hdmedas de color blanco cremosas. El crecimiento es

abundante.

Agar Nutritivo: Las colonias son grandes, himedas
de color blanco cremosos. El crecimiento es abundante.

CEPAN°4: Salmonella paratyphi B:

Concentraciéon 20%: Las colonias son pequefias, algo
irregular de color crema. El crecimiento es abundante.

Agar Nutritivo: Las colonias son pequefias, redon-
das de color crema. El crecimiento es abundante.

La comparacién del medio de cultivo Agar Kiwicha
con el Agar Nutritivo, en cuanto al desarrollo de las colo-
nias, se observé que con 20% de harina de Kiwicha pre-
sente en el medio de cultivo disefiado, el crecimiento y
aspecto de las colonias es similar al Agar Nutritivo.

Después de observar el crecimiento de cada cepa
bacteriana se pas6 a cuantificar. Demostrandose que el
medio de cultivo Agar kiwicha, se puede utilizar para cuan-
tificar las colonias de las bacterias de una muestra diluida
o concentrada, ya que contiene los nutrientes necesarios
para su desarrollo.

De los resultados se puede decir que ambos medios
de cultivo son similarmente iguales, ya que los valores
cuantificados de las colonias son muy similares, y se pue-
de decir de que si se puede reemplazar el Agar Nutritivo
por el Agar Kiwicha.

DISCUSION

La propuesta de la modificacién de dos medios de cul-
tivo como lo es, el Agar Nutritivo y el Agar Almidon re-
emplazando la cantidad de Peptona y de Almidén por la
harina de kiwicha respectivamente; es un trabajo que no
ha sido realizado anteriormente, ya que los estudios reali-
zados en los productos andinos son en su mayoria de
cardcter nutricional, ecolégico y econémico.

En este trabajo el uso de la harina de kiwicha cruda
(sin hervir) en la modificacién del medio de cultivo Agar
Nutritivo en Agar Kiwicha para la comprobacion del creci-
miento bacteriano, ha dado resultados favorables; ya que
se ha comprobado que con la modificacion realizada el
crecimiento bacteriano de las cepas utilizadas es 6ptimo;
salvo algunas modificaciones en la forma de las colonias
observadas.

Nuestros resultados finales indican la modificacion en
algunos medios de cultivo, como el Agar Nutritivo y el
Agar Almidén; utilizando la harina de kiwicha sea cruda o
tostada segin sea el caso; pudiendo de esta manera pre-
pararse de forma rutinaria en algunos laboratorios.
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CONCLUSIONES

Se observé que el crecimiento de Enterobacterias es

Optimo y que conservan sus caracteristicas culturales.

Es posible reemplazar la cantidad de Peptona del Agar
Nutritivo por la harina de kiwicha cruda sin hervor, para la
preparacion rutinaria del Agar Kiwicha.

COMPOSICION QUiMICA DE LA SEMILLA DEL AMARANTOY OTROS GRANOS
(en 100 gr. de cereal)

SEMILLA A. Soya Canihua Cebada Maiz Quinua Trigo  Arroz

COMPOSICION Caudatus (b) (a) (b) (b) (b) (a) (a)
(b)

Calorias 366 403 379 348 361 388 336 348
Humedad (%) 12.3 10 12.5 10.5 10.6 10.8 12.0 12.0
Proteina (gr. %) 129 34.1 17.6 9.7 94 14.6 8.6 59
Grasa (gr. %) 72 17.7 82 1.9 43 9.0 1.5 2.0
Carbohidratos (gr. %)  65.1 335 61.7 75.4 74.4 59.7 73.7 74.7
Fibra (gr. %) 6.7 49 11.0 6.5 1.8 32 0.4 0.6
Ceniza (gr. %) 25 4.7 21 2.5 1.3 2.7 23 2.1
Tiamina (mgr. %) 0.14 1.1 0.57 0.98 90.49 0.13 0.3 0.16
Riboflavina (mgr. %)  0.32 091 0.75 0.2 0.1 0.38 0.68 0.07
Niacina (mgr. %) 1.0 22 1.56 7.2 1.9 1.1 2.85 3.85
Ac. Ascérbico (mgr.%) 3.0 e — trazos trazos E— 2.5 -

(a) Fuente de Informacion INCAP-11961.

(B) Fuente de Informacién Kidway y Smith citados por Sanchez Marroquin 1 980.

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
PROTEINA PRESENTE EN EL LIQUIDO DE
KIWICHA A USAR

Elliquido de la Harina de Kiwicha de Grano Crudo (sin
hervor), se hace secar por evaporacién quedando la parte
solida, que se va a utilizar para determinar la cantidad de
Proteina que se ha utilizado; se aplicé el método de Micro-
Kendhalj, desarrollandose de la siguiente manera:

a.- Preparado: Se pesa (0.1 gr. de muestra sélida obte-
nida por evaporacién y se le afiade 2 ml. De Acido Sulfi-
rico Concentrado, con 0,5 gr. de muestra analitica.

b.- Fase de Digestion: La mezcla anterior se pone en
calentamiento en la cocina eléctrica por espacio de una
horay media, la reaccion es rapida y se termina cuando la
mezcla de un color negro pasa a un color verde claro trans-
parente.

c.- Fase de Destilacion: A la mezcla obtenida en la fase
anterior se le anade 4 ml. de agua destilada y 10 ml. de
Hidréxido de Sodio al 50% y se mezcla hasta disolver; y en
otro matraz receptor se afiade 3-4 gotas del indicador a
utilizar que consiste en una mezcla de Rojo de Metilo con
Azul de Metileno en Alcohol. Se prosigue a destilar te-
niendo cuidado en la recepcion del destilado para que no
haya pérdida alguna. Este proceso dura aproximadamente
30min.
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d.- Fase de Titulacion: El liquido obtenido en la fase
anterior se lleva a titular con Acido Sulftrico al 0.1N, ob-
servando el cambio de color del liquido de un color verde
claro a un color gris azul o purpura claro, que nos indica el
equilibrio entre lo dcido y alcalino. Se mide el volumen de
acido gastado para los cdlculos.

e.- Calculo: Es de la siguiente manera:

Nitrogeno = (Vm - Vb) X 0.0014 X 100
Muestra (gr.)

Nitrogeno = (0.6 ml. - 0) X 0.0014 x 100
0.1 gr.

Nitrégeno = 0.84%.

Proteina = Nitrogeno x 6.25 gr.

Proteina = 0.84% X 6.25 gr.

Proteina = 5.25 gr.%

NOTA: Vm: Volumen de acido sulftrico gastado de la
muestra.

Vb: Volumen de édcido sulftrico gastado del blanco.
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