
Los microorganismos son el grupo de
seres vivos menos conocido y con una
gran potencialidad para el sector agroali-
mentario. Desde tiempos remotos han
sido empleados como materiales esen-
ciales de trabajo en la obtención de anti-
bióticos, vitaminas y aminoácidos, en la
elaboración de alimentos (pan, queso, le-
che, bebidas y licores) y en la fabricación
de solventes y reactivos, entre otras apli-
caciones.
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La importancia de conocer y conser-
var la biodiversidad microbiana, y el cre-
ciente uso de microorganismos en la bio-
tecnología, han contribuido a reconocer
el valor que tienen las Colecciones de
Cultivos Microbianos en la preservación
ex-situ de los recursos genéticos. El ma-
nejo y conservación de una colección de
microorganismos son tareas exigentes,
que requieren de conocimientos no sólo
de los propios microorganismos, sino



también de sus condiciones de creci-
miento y preservación, de sus propieda-
des y posibles aplicaciones.

Para realizar una conservación de mi-
croorganismos, en primer lugar debe dis-
ponerse de cultivos microbianos puros y,
en segundo lugar, de herramientas que
aseguren su correcta preservación.

Un cultivo puro es aquél en el que to-
dos los microorganismos provienen de
una célula (Figura 1). Para su obtención el
microorganismo tiene que aislarse de su
nicho ecológico en el que, generalmente,
se encuentra formando parte de pobla-
ciones mixtas. Durante este proceso, se
debe proporcionar a los microorganismos
las condiciones físicas y nutritivas ade-
cuadas que permitan la obtención de co-
lonias aisladas en medios de cultivos sóli-
dos. Por su parte, la conservación de
cultivos se debe hacer asegurando su pu-
reza, viabilidad y estabilidad genética. Es
decir, hay que evitar que se produzcan
contaminaciones durante el proceso de
conservación, la tasa de supervivencia de
las células debe ser alta y éstas tienen
que permanecer genéticamente estables. 

No existe un método universal para
mantener los recursos microbianos.
Durante décadas la conservación de ce-
pas se realizó con refrigeración en cultivo

activo mediante transferencia periódica.
Sin embargo, este procedimiento ya no
es considerado una práctica estándar pa-
ra la mayoría de los microorganismos, de-
bido al elevado riesgo de que se produz-
can cambios genéticos durante el
almacenamiento. Con el fin de minimizar
estos cambios, se desarrollaron metodo-
logías basadas en la conservación de mi-
croorganismos en un estado metabólica-
mente inactivo, siendo las más utilizadas
la congelación y la liofilización. La conge-
lación consiste en preservar los microor-
ganismos, a temperaturas inferiores a
cero grados centígrados, mediante la pa-
ralización del metabolismo celular por
disminución del agua disponible. Mien-
tras que la liofilización, se fundamenta en
la deshidratación de las células mediante
desecación por congelación a través de
vacío. Son estos dos últimos métodos los
considerados como más idóneos para la
conservación de recursos microbianos a
largo plazo.

El Área de Tecnología de Alimentos
del SERIDA inició la conservación ex situ
de recursos microbianos de origen sidre-
ro en la década de los 80. El trabajo co-
menzó con una prospección de microor-
ganismos en ocho lagares asturianos.
Dada la importancia que tiene la elabora-
ción de sidra en Asturias se priorizó la
conservación de microorganismos autóc-
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Figura 1.-Observaciones
microscópicas de sidra
natural y cultivos puros
de microorganismos.
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Levadura
Saccharomyces bayanus

Bacteria láctica
Lactobacillus plantarum/pentosus

Población mixtas de levaduras y
bacterias en sidra natural

400X

400X

400X

1000X
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Tabla 1.-Origen y número 
de microorganismos 

sidreros conservados en 
el Área de Tecnología de 

los Alimentos del SERIDA.

�

Figura 2.-Conservación
de recursos microbianos

de origen sidrero
mediante congelación.

tonos responsables de las principales
transformaciones que se producen du-
rante la elaboración de sidra: la fermen-
tación alcohólica (levaduras) y la transfor-
mación maloláctica (bacterias lácticas).
También, se puso énfasis en que los ais-
lados fueran representativos de las zonas
geográficas con mayor producción de si-
dra en Asturias. Fruto de este trabajo fue
el inicio de la Colección de Cultivos
Autóctonos del SERIDA, constituida por
23 cepas de levaduras y 22 de bacterias
lácticas.

El número de microorganismos con-
servados se ha incrementado a lo largo
de estos años, bien con entradas prove-
nientes de nuevas prospecciones en la-
gares del concejo de Villaviciosa y/o de
aislamientos realizados en muestras del
Servicio de Análisis externo ofertado por
el SERIDA. En la actualidad, la Colección
está constituida por más de 2900 micro-
organismos autóctonos (Tabla 1).

En el laboratorio de microbiología del
Área de Tecnología de Alimentos se lleva

a cabo la conservación de estos recursos
microbianos (Figura 2). El proceso co-
mienza con la siembra de la muestra en
medios de cultivos selectivos que facilitan
el crecimiento de forma individualizada
de los grupos microbianos: levaduras/
hongos y bacterias lácticas. La selectivi-
dad de los medios utilizados está aporta-
da tanto por el uso de antibióticos como
por las diferentes condiciones de creci-
miento (Tabla 2). Una vez que se dispone
de colonias aisladas, y antes de proceder
a su conservación, se comprueba su pu-
reza mediante siembra por agotamiento
en los mismos medios de cultivo. Cuando
se observa una total homogeneidad de
colonias, se obtiene un cultivo puro a par-
tir de una colonia.

Las células se hacen crecer hasta el fi-
nal de la fase logarítmica, en los medios
descritos preparados como caldos, poste-
riormente se separan del medio por cen-
trifugación y se resuspenden en un agen-
te crioprotector (Tabla 3). La conservación
se realiza por congelación de los cultivos,
enfriando estos a razón de unos 10ºC por
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Siembra en medios
selectivos

Aislamientos de
microorganismos

Conservación a -190ºC Adición de
crioprotector

Obtención de
cultivos puros

Prospecciones

900

480

Levaduras

Bacterias lácticas

Servicio de Análisis

324

1.201

Total

1.224

1.681



�

Tabla 2.-Composición de
los medios de cultivo y
condiciones de 
crecimiento utilizados
para el crecimiento de 
microorganismos de
origen sidrero.

�

Tabla 3.-Composición de
los agentes
crioprotectores utilizados 
en la conservación de los 
recursos genéticos
sidreros.

minuto hasta alcanzar los -80ºC. Los dis-
tintos crioprotectores utilizados tienen
como función minimizar los daños de las
células, durante la congelación, favore-
ciendo la vitrificación del agua y evitando
la formación de cristales de hielo. De for-
ma rutinaria, y para minimizar la probabili-
dad de perder aislados, se conservan dos
copias de cada microorganismo alma-
cenadas a -80ºC (arcón congelador) y a
-190ºC (nitrógeno líquido).

Cuando se necesita recuperar los mi-
croorganismos, se descongelan en condi-
ciones controladas (37ºC/20 minutos) y
se inoculan en los correspondientes me-
dios de cultivo para revitalizar o rejuvene-
cer las células. Posteriormente y antes de
su uso se realizan controles de viabilidad,
pureza y autenticidad de los microorga-
nismos mediante: recuento de viables,
observaciones microscópicas, siembras
por agotamiento y comprobación de pro-
piedades y características con respecto al
microorganismo original.

Con el mantenimiento y la incorpora-
ción de nuevos recursos genéticos mi-

crobianos en la Colección de Cultivos
Autóctonos del SERIDA se pretende:
conservar la biodiversidad de los recur-
sos microbianos sidreros, conocer la eco-
logía microbiana de las elaboraciones de
sidra, y disponer de material para realizar
investigaciones que permitan ahondar en
el conocimiento de las características de
las diferentes cepas para poder utilizarlas
en beneficio de la industria y, en último
caso, de los consumidores que deman-
dan productos innovadores, seguros y de
calidad contrastada. 
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Grupo microbiano Crioprotector

Levaduras
15% glicerol

15% glucosa

Bacterias lácticas
20% glicerol

1% ácido glutámico

Grupo microbiano Medio de cultivo Composición Condiciones de
crecimiento

Medio comercial (Laboratorios
Microkit S.L.) suplementado

con 0,0025% de penicilina G
y 0,01% de estreptomicina

(pH=5,5)

Aerobiosis,
30ºC, 2 días

Levaduras/hongos WL Nutrient Agar

Zumo de manzana (d=1.020
g/l) suplementado con 0,4%

de extracto de levadura, 0,1%
de peptona, 0,1% de triptona,
0,05% de fosfato triamónico,
0,05% de fosfato disódico,

0,05% de fosfato bipotásico,
0,1% de Tween 80, 0,005%

de pimaricina y 3% agar
(pH=4,8)

Anaerobiosis,
30ºC, 5 días

Bacterias lácticas ZMA


