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RESUMEN

La harina de lombriz de tierra (HL) (Eisenia
fetida) contiene proteinas (> 60 % p/p, base seca),
aminoacidos y acidos grasos esenciales, vitaminas
y minerales importantes en la nutricion humana y
animal. Con la finalidad de evaluar la utilidad de esta
harina como promotor del crecimiento microbiano,
la misma fue sometida a una hidrolisis enzimatica
con papaina. Los productos obtenidos de este
procedimiento se utilizaron para la formulacion de
medios de cultivo solidos y liquidos, sustituyendo
la peptona comercial. Para valorar el crecimiento en
los medios elaborados, se emplearon suspensiones
(1,5x107 UFC/mL) con las cepas microbianas de
referencia para ensayos de aseguramiento de la
calidad de los medios, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
faecalis ATCC 19433 y Streptococcus agalactiae
ATCC 4768. El medio de cultivo de referencia se
prepard con peptona de soya comercial (OXOID).
La evaluacion reveld que los hidrolizados de la HL
aportaron los nutrientes necesarios para la promocion
del crecimiento de los microorganismos ensayados,
lo que indica que esta harina podria ser una fuente
alternativa de peptonas para la elaboracion de bases
nutritivas con fines microbiologicos.
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ABSTRACT

The earthworm flour (WF) (Eisenia fetida)
contains proteins (> 60% w/w, dry weight),
amino acids and essential fatty acids, vitamins
and minerals important for human and animal
nutrition. In this study, the utility of this flour
as supporter of microbial growth was evaluated.
For that reason, it was subjected to an enzymatic
hydrolysis with papain. Products obtained from
this procedure were used for the formulation of
solids and liquids culture media, replacing the
commercial peptone. To estimate the growth in the
elaborated medium, suspensions (1,5x107 CFU/
mL) with the microbial reference strains were used
for testing the quality assurance of the medium,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
19433 and Streptococcus agalactiae ATCC 4768,
were tested. Commercial soy tryptone (OXOID)
was used for the reference medium. The evaluation
revealed that the hydrolysates from the WF provided
the necessary nutrients for promoting the growth
of the microorganisms tested. The results indicate
that this flour could be an alternative source of
peptones for the elaboration of nutritious bases for
microbiological purposes.
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INTRODUCCION

Los medios de cultivo son mezclas de nutrientes,
factores o sustancias que proveen las condiciones
bioquimicas y biofisicas apropiadas para el desarrollo,
aislamiento y mantenimiento de los microorganismos
[1]. La mayoria de las bacterias de importancia
clinica requieren nutrientes complejos similares en
composicion a los liquidos organicos del cuerpo
humano. En virtud de esto, la base de muchos medios
de cultivo es una infusion de extractos de carne y
peptona a la que se agregan otros micronutrientes.
Estas bases se obtienen mediante extraccion o
hidrélisis de fuentes de alto valor nutritivo para
el hombre, como la carne de vacuno proveniente
de animales jovenes y la leche descremada de alta
calidad [2].

Algunos grupos de investigacion han desarrollado
métodos para la obtencion de fuentes proteicas
alternativas a partir de extractos vegetales, como la
papa, maiz, cebada, soya, arroz, batatas, entre otras,
con el fin de sustituir los subproductos procedentes de
animales en la elaboracion de bases nutritivas, dado
el riesgo de transmision al hombre de enfermedades
como la encefalopatia espongiforme bovina y la fiebre
aftosa [3]. Estudios al respecto, han demostrado que los
hidrolizados vegetales a determinadas concentraciones
pueden promover el crecimiento microbiano con
resultados comparables a los obtenidos en medios de
cultivo de referencia [3,4].

En los ultimos afios, la investigacion sobre las
propiedades bioldgicas y funcionales de la proteina de
Eisenia fetida, ha demostrado su alto valor nutricional,
gracias a su elevado contenido en proteinas (>60% p/p,
base seca), aminoacidos y acidos grasos esenciales,
vitaminas y minerales [5, 6, 7]. Se ha comprobado con
base al andlisis fisico-quimico, la superioridad de la
proteina de la lombriz de tierra E. fetida con respecto a
las derivadas de extractos vegetales [3]; asi mismo, han
resultado equivalentes a las proteinas de alta calidad
de origen animal [8].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
de los medios de cultivos formulados con los
hidrolizados de la harina de lombriz (E. fetida) para
la promociodn del crecimiento microbiano.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se recolectaron aproximadamente dos
kilos de lombrices de tierra E. fetida provenientes de la
Estacion Experimental de Lombricultura “Circuito de
la Universidad de Los Andes para el Manejo Integral de
los Desechos” (CIULAMIDE), ubicado en Santa Rosa,
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Estado Mérida-Venezuela. La harina de lombriz (HL)
fue elaborada siguiendo la metodologia de Boulogne
y col. [9]. Esta harina fue conservada en frascos de
vidrio tapados a temperatura de refrigeracion (4°C),
hasta el momento de su uso.

Analisis fisico-quimico de la HL: La determinacion
de proteinas (Kjeldahl), grasa (Soxhlet), humedad y
cenizas fueron realizadas segtin los Métodos Oficiales
de la AOAC [10].

Analisis microbiolégico de la HL: Se determinaron
los indicadores sanitarios: coliformes totales (CT) y
coliformes fecales (CF); contaje estandar de bacterias
aerobias-mesofilas (BAM), mohos y levaduras
establecidos por la APHA [11].

Preparacion del hidrolizado de HL. (HHL): Con
la harina de lombriz se prepararon soluciones al 2%
y 5% (con relacion al contenido al contenido total de
proteinas), para ello se pesaron 3,1 gy 7,72 g de HL
respectivamente. El preparado al 2 % fue sonicado
aproximadamente a 10 pulsaciones durante 4 min
de acuerdo al procedimiento descrito por Vielma
y col. [12].

Para la elaboracion de la suspension al 5%, se
seleccion6 una metodologia diferente a la anterior
debido a la cantidad de harina correspondiente para
esta concentracion (7,72 g). La HL fue mezclada con
50 mL de agua milli-Q, se licud por 5 min y luego se
trasvas6 a un balon aforado de 100 mL.

Ambas suspensiones fueron transferidas a vasos
de precipitado de 250 mL y tratadas con papaina
(actividad enzimatica: 0,124 Ucas/mL), a una
concentracion de 10 mg/g de sustrato a pH 6 y
temperatura de 50 °C por 4 horas [13]. Posteriormente,
se procedid a centrifugar cada preparado a 4000 rpm
x 15 min. El sobrenadante se recolectd en frascos
plasticos para su conservacion en refrigeracion. A
cada producto se le determind el Nitrogeno total
(AOAC) [10].

Preparacion de medios de cultivo: Se elaboraron
medios de cultivo soélidos y liquidos, empleando
los hidrolizados al 2% y 5%, en sustitucion de la
peptona de soya comercial seglin las concentraciones
siguientes: en el caso de los medios sélidos, se utilizo
hidrolizado enzimatico de caseina (15 g/L), HHL al
2%y 5% (50 mL/L) respectivamente, cloruro de sodio
(5 g/L) y agar (15 g/L). Para los medios liquidos se
agregaron los siguientes ingredientes: hidrolizado
enzimatico de caseina (17 g/L), HHL al 2% y 5% (50
mL/L) respectivamente; dextrosa (2,5 g/L), fosfato
basico de potasio (2,5 g/L) y cloruro de sodio (5
g/L). Como control se prepararon medios liquidos y
solidos con los ingredientes anteriormente sefialados,
adicionandoles la peptona de soya comercial (Oxoid)
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en lugar de los HHL. El pH se ajust6 entre 6,8 y 7,2
utilizando pHmetro (Microprocessor pHMeter Hanna
Instruments pH 211). La esterilizacion se efectud a
121°C, 15 b de presion, durante 15 min. Previo a la
utilizacién de los medios de cultivo, se procedid a
realizar el control de esterilidad y luego estos fueron
refrigerados hasta el momento de su uso.

Promocion del crecimiento microbiano: Para
la evaluacion del desempefio de los medios de
cultivo en funcion del crecimiento microbiano, se
utilizaron cepas de referencia provenientes de la
American Type Culture Collection: Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 19433 y Streptococcus
agalactiae ATCC 4768; asi mismo, se ensayaron
Streptococcus pneumoniae (aislamiento clinico,
suministrado por el Laboratorio de Microbiologia
del Instituto Autonomo Hospital Universitario de
Los Andes) y Candida albicans (aislamiento clinico,
cedido por el Laboratorio de Micologia de la Escuela
de Bioanalisis, Universidad de Los Andes). Con
cada cepa microbiana se preparé una suspension
en solucion salina estéril (0,85%) equivalente a una
turbidez estandar de 0,5 en la escala de McFarland,
luego se hizo una dilucién 1:10 y a partir de ésta se
inocul6 10 pL sobre el agar, extendiéndose mediante
la técnica de siembra por estria sobre superficie,
tanto en los medios de cultivo experimentales como
de referencia; luego se incubaron a una temperatura
de 35°C, bajo condiciones aerdbicas, por 18-24 horas
[14]. La valoracion del crecimiento microbiano
se realizd por medio de pruebas cualitativas [15].
En este sentido, en los medios de cultivos so6lidos
ésta se efectud mediante la observacion de colonias
sobre la superficie del agar hasta ltimo trazado, y
en los medios liquidos por aumento de la turbidez
al compararlos con un tubo con medio experimental
sin inocular y con el caldo de referencia. Posterior a
la incubacion, a todos los medios de cultivo liquidos
inoculados se les practicéd subcultivo en agar sangre
y extendidos para tincién de Gram. La experiencia
se llevd a cabo por duplicado para cada medio de
cultivo preparado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion Quimica de la harina de lombriz
(HL): La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos del
analisis proximal de la HL. Estos valores indican el
potencial que tiene esta harina como materia prima
para la formulacion de medios de cultivo, debido a que
el contenido de nitrégeno total requerido en las bases
nutritivas oscila entre 5y 20 % [13].
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TABLA1
Composicion Quimica de la HL

Muestra | % Humedad |% Cenizas |% Grasa | % Proteina | % N total

HL 763+0,18 6,08+029 | 754+007 | 6476+017 | 10,36+0,04

HL: harina de lombriz. N: nitrégeno

Analisis microbiologico de la harina de lombriz
(HL): En la Tabla 2, se sefalan los datos de calidad
sanitaria de la HL, los cuales se encontraron
dentro de los pardmetros permitidos para harinas
de consumo humano o animal [16]. Resultados
similares fueron encontrados por Vielma y col. [12].
Este hallazgo aunado al bajo contenido de humedad
(7,63%), garantizaron los estudios de promocion del
crecimiento microbiano sin riesgo de contaminacion
durante la elaboracion de los medios de cultivo.

TABLA 2
Analisis microbioldgico de la harina de lombriz (HL)

BAM Coliformes  Coliformes Mohos Levaduras
(UFClg) Totales fecales (UFClg) (UFClg)
(NMP/g) (NMP/g)
4,6x10* <3 <3 2x102 4x102

BAM: Bacterias aerobias mesoéfilas. NMP: nimero mas probable.
UFC: unidades formadoras de colonias.

Caracteristicas de los medios de cultivo
elaborados con HHL al 2% y 5%: Los medios de
cultivo sdlidos formulados con HHL fueron de color
beige y de aspecto opaco; mientras que, los medios
liquidos preparados con HHL presentaron ligera
turbidez, debido a la presencia de materia organica
insoluble; este hecho imposibilitd la valoracion del
crecimiento microbiano por densidad optica. Es
importante resaltar, que la transparencia es un aspecto
relevante desde el punto de vista microbiologico en
la mayoria de los medios de cultivos, por lo que se
recomienda la filtracion, evaporacion y secado por
aspersion para eliminar sustancias insolubles [13]. No
obstante, este aspecto no fue considerado primordial
en este estudio preliminar.

Evaluacion microbiolégica de los medios
de cultivo: Las formulaciones con HHL sélidas,
soportaron el desarrollo de todos los microorganismos
probados, excepto S. pneumoniae, representante de las
bacterias de requerimientos nutricionales exigentes,
que no desarrolld colonias detectables a simple vista
en estos medios (Tabla 3). En los medios liquidos
suplementados con la HHL al 2% y al 5%, todos




los microorganismos ensayados desarrollaron un
aumento en la turbidez, del caldo, comparados con
los medios de referencia. A partir de cada medio se
realizd subcultivo en agar sangre y extendidos en
laminas portaobjeto para tefiir con Gram. En todos los
casos se obtuvo desarrollo bacteriano y se observaron
microorganismos en la tinciéon compatibles con la cepa
ensayada.

TABLA 3
Resultados del crecimiento microbiano en medios sélidos
experimentales

Agar con peptona
. . HHL 2% HHL 5% comercial
Microorganismos
(control)
Escherichia coli
ATCC 25922 2 2 2
Enterococcus faecalis 5 5 5
ATCC 19433
Staphylococcus  aureus 9 9 9
ATCC 25923
Streptococcus y y y
agalactiae ATCC 4768
Streptococcus
. 0 0 0
pneumoniae
Candidaalbicans
1 1 1

HHL: hidrolizado de harina de lombriz.

2: hubo crecimiento hasta cuarto cuadrante de la placa de agar.
1: hubo crecimiento entre primer y segundo cuadrante de la placa.
0: no hubo crecimiento

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
presencia de factores de crecimiento microbiano en los
subproductos de la HL (E. fetida). Este hallazgo resalta
la utilidad de esta fuente de compuestos nitrogenados,
carbono y otros factores para la elaboracion de medios
de cultivo con diferentes propdsitos. Originalmente,
todas estas sustancias se suministraban en forma de
infusiones de carne, extractos de carne o extractos
de levadura. Sin embargo, durante la preparacion de
los medios de cultivo muchos de estos componentes
se desnaturalizaban durante el calentamiento.
Actualmente, la forma mas extendida de aportar
estos factores a los medios es utilizando peptona que,
ademas, representa una fuente facilmente asequible
de nitrégeno y carbono ya que la mayoria de los
microorganismos, que no suelen utilizar directamente
las proteinas naturales, tienen capacidad de atacar
los aminoacidos y otros compuestos mas simples de
nitrégeno presentes en la peptona [17].

En este trabajo no se observaron diferencias en
cuanto a la promocion del crecimiento microbiano
empleando los HHL tanto al 2% como al 5%. En tal
sentido, se recomienda caracterizar desde el punto de
vista fisico-quimico los productos obtenidos y evaluar
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el costo-beneficio que significa la utilizacion de uno u
otro subproducto como una fuente proteica alternativa
para la preparacion de bases nutritivas.

Es importante sefialar que estos resultados
preliminares, forman parte del estudio sobre la
diversificacion del uso de la harina de lombriz de
tierra; por lo tanto, el presente trabajo ofrece un aporte
interesante en la fabricacion de bases nutritivas sin
ningun tipo de riesgo microbiologico.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este ensayo, los hidrolizados
de la HL (Eisenia fetida) proporcionaron los nutrientes
necesarios para el desarrollo de microorganismos
exigentes y no exigentes. Se sugiere eliminar las
particulas insolubles de estos hidrolizados, para
obtener medios de cultivo conforme a las exigencias
de los ensayos microbioldgicos.
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