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1 INTRODUCCION

Los microorganismos han sido usados desde los tiempos méas remotos por los
humanos; en la actualidad la importancia de estos, radica en la posibilidad de
emplear microorganismos para la obtencion de productos o sustancias de utilidad
para el hombre. La biotecnologia, que estudia los procesos industriales en los
cuales interviene microorganismos, se aprovecha, por asi decir, de la rapida
capacidad de crecimiento de éstos y de su cultivo a gran escala para producir las
sustancias necesarias en cantidades apreciables y en el menor tiempo posible. La
necesidad de mantener la estabilidad de estos microorganismos, requiere tener en
cuenta factores como la alteracion de las condiciones de crecimiento y
supervivencia que a su vez pueden inducir cambios morfolégicos, variacion en los
componentes celulares y presencia de mutaciones espontaneas (Blanco y Brown,
2010)

Cuando un microorganismo como Gluconacetobacter sacchari es mantenido por
fuera de su ambiente natural es posible que las adaptaciones a estas nuevas
condiciones determinen cambios en la viabilidad celular; asi como cambios
genéticos que hacen que se reprima o cambien los genes debido a las mutaciones
gue modifican al microorganismo de manera fortuita, cambios en la actividad
metabolica y por ende un deterioro en la actividad enzimatica, alterando las cepas
puras y la funcionalidad de estas, perdiendo su calidad e importancia para la
mejora del crecimiento vegetal e incluso la pérdida de la cepa.

Por ello se hace necesario implementar métodos de conservacion de las cepas
microbianas lo cual no es tarea facil, ya que se debe garantizar la viabilidad,
preservar los niveles de su productividad inicial y salvaguardar la pureza genética
del cultivo sin perder ninguna de sus propiedades bioquimicas; por lo que es
indispensable elegir la técnica correcta en funcién al tipo de cultivo, susceptibilidad
del microorganismo al proceso de conservacion y tiempo de preservacion (Metrix
Laboratorios, 2015).

La informacion referente a la conservacion es escasa y no se encuentran
antecedentes sobre el impacto que puedan tener las diferentes metodologias
sobre caracteristicas metabdlicas de las bacterias de interés. De igual forma hay
gue tener en cuenta que también son escasos los productos biolégicos que
ayuden a la mejora de los cultivos de una manera mas competente y eficiente con
respecto a los productos quimicos. Por tanto “no existe un método universal a
largo plazo que mantenga una conservacion adecuada por lo que se hace
necesario la evaluacion de los diferentes métodos de acuerdo a las
particularidades de los microorganismos” (Escobar, L. P. B., Rios, D. M. F.,,
Gbomez, M. O., & Franco, M. 2016, Garcia y Uruburu, 2005) y las caracteristicas de
interés que se desea mantener; por lo cual es fundamental garantizar la
disponibilidad de las cepas para poder ser estudiadas y aprovechar su potencial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar el mejor método de conservacién para garantizar la estabilidad
bioquimica de Gluconacetobacter sacchari almacenada en la Coleccion de
Microorganismos de la UCM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar la estabilidad bioguimica de Gluconacetobacter sacchari, como
bacterias promotoras de crecimiento vegetal mediante diferentes métodos
de conservacion, después del tiempo establecido.

e Determinar mediante diferentes pruebas la viabilidad de las bacterias
conservadas durante distintos periodos tiempo.

e Verificar los diferentes procesos y métodos para lograr buenas
conservaciones en futuros proyectos.
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3 REFERENTE TEORICO

3.1 Conservacion microbiana.

Los microorganismos son indispensables en diferentes areas de aprovechamiento
para los seres humanos, ya que cumplen un papel protagénico en la industria
alimenticia, textil, farmacéutica; la agricultura, biomedicina, y para investigaciones
en las diversas areas. Sin embargo, su estancia por fuera de su ambiente natural
(ex situ) puede provocar alteraciones a nivel morfologico, genético y bioquimica de
las cepas, inclusive la pérdida de la viabilidad. Por lo tanto, se utilizan métodos
para preservar los microorganismos, y de esta manera evitar dichos efectos poco
beneficiosos sobre las cepas de interés. (Escobar, L. P. B., et al, 2016). Durante la
conservacion microbiana se presentan diferentes condiciones y variedad de
factores que hacen que el microorganismo disminuya su metabolismo, simulando
los mecanismos naturales de respuesta de la célula ante el estrés.

3.2 Métodos de conservacién microbiana.

Los métodos de conservacion se clasifican segun diversos factores como el
tiempo, temperatura, costos, viabilidad celular y asi se agrupan en 2 grupos:
métodos a largo plazo, métodos a corto plazo o métodos alternativos’. (Cano, D,
2014).

3.2.1 Métodos alargo plazo.

Estos métodos evitan al maximo la proliferacion sucesiva de los microorganismos,
garantizando su estabilidad genética (evitando mutaciones, que se pasan de
generacion en generacion), estabilidad bioquimica y caracteristicas de interés del
microorganismo que lo hacen importante en algun area. De acuerdo a lo anterior
estos son métodos de anabiosis, esto quiere decir, que detienen el metabolismo
del organismo puesto en estas condiciones. (Arencibia, D., Rosario, L., & Gamez,
R. 2008). Entre ellos encontramos:

3.2.1.1 Almacenamiento criogénico.

Ha sido reportado como el mejor método, ya que pone a los organismos en un
estado de anabiosis deteniendo el crecimiento de las células microbianas, sin
provocar la muerte y garantizando la estabilidad genética al evitarse la aparicion
de generaciones sucesivas. (Cardenas, Y, 2010). En la criopreservacion las
células son resuspendidas en sustancias crioprotectoras, de bajo peso molecular,
lo que permite la entrada de estos a la célula, para posteriormente ser congeladas
a temperaturas bajo cero, como son usadas frecuentemente -70 o -80°C, estas se
almacenan durante un periodo de tiempo, para luego ser reactivadas, reanudando
su funcionamiento (Leibo & Pool, 2011). La criopreservacion se lleva a cabo a
diferentes velocidades y temperaturas dependiendo del crioprotector utilizado vy el
microorganismo conservado.
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3.2.2 Métodos a corto plazo o alternativos:

Estos métodos son utilizados cuando no se cuenta con las condiciones necesarias
para implantar métodos de largo plazo, como costos, infraestructura, personal,
equipos. Sin embargo, la eleccion de método depende indispensablemente de la
especie a conservar y las condiciones que se tengan en cada laboratorio. Son
considerados métodos de hipobiosis, ya que reducen el metabolismo de los
microorganismos, pero no lo detienen completamente. (Arencibia, D et al. 2008)
Entre ellos podemos encontrar:

3.2.2.1 Suspension en agua destilada estéril

Este método ha sido reportado con altos porcentajes de viabilidad en
conservaciones con mas de cinco afos (Cano, D, 2014). El agua en el entorno
evita cambios bioquimicos y morfolégicos, dejando a los microorganismos en un
estado de hipobiosis (disminucién del metabolismo) (Nakasone et al., 2004). Es un
método simple, econdémico y seguro, capaz de garantizar la supervivencia de los
cultivos por periodos prolongados, evitando mutaciones.

3.2.2.2 Preservacion en papel de filtro.

Utilizando este método, se elimina la mayor cantidad de agua posible en el medio,
utilizando papel filtro Whatmann, impregnado de la suspension microbiana (7.5 x
1078 UFC/ml). Luego se lleva a secado en condiciones estériles, utilizando un
secado de silica y se almacena en un refrigerador a 4°C. (Garcia, D, 2008)

3.2.2.3 Preservacion en aceite mineral.

Se basa en cubrir la cepa a conservar, con aceite mineral estéril, la cual debe
estar en medio nutritivo liquido o sélido, esto con el fin de limitar la obtencién de
oxigeno de la atmosfera, reduciendo el metabolismo de microorganismos
aerobios, que utilizan el oxigeno para su desarrollo celular; ademas de conservar
el medio de cultivo hidratado. Estos cultivos pueden mantenerse por varios afios a
temperatura ambiente 15-20°C (Nakasone et al., 2004). Es un método que no
requiere de equipos caros, ni procedimientos laboriosos. (D, Rodriguez. Y, Gato,
2010)

Los métodos de conservacion para cepas microbianas deben cumplir ciertos
objetivos, los cuales son:

1. El cultivo a conservar debe ser puro, evitando que se produzcan
contaminantes durante el proceso de conservacion.

2. Durante el tiempo de conservacion sobrevivan al menos el 70-80 %
de las células.

3. Las células deben permanecer genéticamente estables.
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La eleccion del método de conservacion se debe realizar segun las condiciones de
cada laboratorio (personal cientifico, disponibilidad de equipos, infraestructura,
costos); y también se debe tener en cuenta el microrganismo a conservar, ya que
cada especie se comporta de manera diferente a los procesos de conservacion.
Pero siempre se debe partir del mantenimiento de las caracteristicas intrinsecas
de cada cepa (estabilidad genética y bioquimica) (Escobar, L. P. B., et al, 2016,
Garcia Uruburu, 2005)

3.3 Solubilizacion de fosforo.

El fésforo es el nutriente inorganico mas requerido por plantas y microorganismos,
ya que este es indispensable en ciertos procesos bioquimicos de los mismo,
ademas, es parte fundamental del ADN de cada organismo. (Ramirez, L. C. C.,
Galvez, Z. Y. A., & Burbano, V. E. M. 2014). Las plantas deben absorberlo del
suelo, el problema es que este se encuentra en muy bajas concentracion, (5y 30
mg kg-1). Estos indices bajos del nutriente se deben a que el fosforo soluble
reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su
precipitacion, disminuyendo su disponibilidad de absorcion para las plantas
(Restrepo, G. M., Sanchez, O. J., Marulanda, S. M., Galeano, N. F., & Taborda, G.
2017). Los fertilizantes quimicos, poseen en su gran mayoria fosforo inorganico,
pero estos también son precipitados en el suelo, no tornandose solubles para ser
los cultivos. Por lo tanto, se considera, importante la capacidad solubilizadora de
diferentes microorganismos del suelo, tomandose como alternativa fundamental
para incrementar la cantidad del nutriente soluble, para el aprovechamiento de los
cultivos (Bobadilla Henao, C., & Rincon Vanegas, S. C. (2008)

3.4 NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate)

Este medio permite la identificacion de microorganismos capaces de solubilizar el
fosforo inorgénico, su composicion es: glucosa 10g, como fuente de carbono; Cas
PO, 59, MgCl, ¢H,O 5g 0,25g, KCI 0,2g, (NH4)?> SO, 0.1g, Agar-agar 20g, H.O
destilada 1L) (Ramirez, L. C. C et, al 2014) al cual se le afadi6 azul de
bromocresol como indicador de pH a una concentracion de 0,025 g/l, permitiendo
determinar la produccion de acido por un cambio de coloracion de azul a amarillo.

3.5 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV).

Los microorganismos promotores de crecimiento vegetal cumple un papel
fundamental en la captacion de diversos nutrientes, en la tolerancia a estrés
ambiental y, en general, el desarrollo radicular, favoreciendo asi el aumento del
rendimiento de los cultivos a través de diferentes mecanismos que se pueden
resumir en: la fijacion biolégica del nitrégeno, sintesis de fitohormonas como las
auxinas; fundamentalmente el acido indo acético (AlA), promocién del crecimiento
de la raiz y proliferacion de pelos radicales, mejora de la absorcion de agua y
nutrientes, solubilizacion los fosfatos di y tricélcicos e inhibicién del crecimiento de
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microorganismos patdgenos lo cual se conoce como biocontrol (E,
Nazarena.2015). Diversos géneros bacterianos se han aislado de las plantas y el
suelo rizosférico entre ellos el género Gluconacetobacter han sido reportadas
como BPCVs. (Torriente, D, 2010).

El empleo de BPCV, fortalece el desarrollo y produccion de cultivos tales como
arroz, trigo y maiz. La fijacion biolégica de nitrogeno (FBN) adquiere relevancia y
puede ser incorporada a través de ciertas asociaciones de BPCV para aportar
nitrogeno (N) al agro ecosistema (Camelo R, 2011).

3.6 Gluconacetobacter sacchari:

Pertenece a la familia Acetobacteraceae y al género Gluconoacetobacter, es
considerada una especie de bacteria acética, perteneciente a la subclase a-
Proteobacteria (Giraldo, J. G, 2010). Se aisl6 de la vaina de la hoja de la cafia de
azucar y de la cochinilla de la cafia de azucar de color rosa. Son bacterias
aerobicas, Gram (-), o Gram variables que se caracterizan fenotipicamente por su
capacidad de oxidar etanol a &cido acético en medios de cultivo con pH neutro o
acido. No hay una caracteristica fenotipica exclusiva de la especie, pero la especie
se puede distinguir fenotipicamente de los miembros estrechamente relacionados
de las bacterias de acido acético por el crecimiento en presencia de verde
malaquita al 0,01%, el crecimiento de 30% en glucosa, una incapacidad para fijar
nitrdgeno y un incapacidad para crecer con los acidos L-asparagina amino, glicina,
glutamina, treonina y tript6fano cuando D-manitol se suministr6 como Unica fuente
de carbono y energia. Se destaca por su degradacion bacteriana de celulosa y por
ser un enddfito en la cafia de azlcar es decir que vive dentro de una planta por lo
menos durante parte de su ciclo de vida sin causar enfermedad aparente. La cepa
tipo de esta especie, es la cepa SRI 1794T (Franke et al., 2015, Restrepo, G. M. et
al ,2017)

3.7 Antecedentes

Escobar, L. P. B., Rios, D. M. F., Gobmez, M. O., & Franco, M. 2016, Realizaron un
estudio poniendo a prueba el método de criopreservacion, durante 6 meses,
utilizando 12 cepas de interés cafetero, para dar creacion asi dar creacion a una
coleccion de microrganismos en el SENA REGIONAL CALDAS, para la formacién
e investigacion de sus estudiantes. Esto se encuentra en el articulo, Coleccién de
cepas microbianas usadas en formacién y proyectos de investigacion aplicada en
el centro para la formacion cafetera SENA Regional Caldas (2016)

El método de conservacion en agua destilada estéril es muy facil y economico de
usar, lo cual quedo demostrado en la investigacion realizada por Pérez J, Casas
M, Beltran C. (2011), en donde el objetivo de su trabajo, fue la utilizacion del
método en la conservacion de diferentes géneros bacterianos (como
Xanthomonas, Bradyrhizobium y Xynorhizobium) a temperatura ambiente y
refrigeracion por un periodo de tiempo establecido. Como resultados obtuvieron
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que el método de agua destilada es un método de mediano plazo y es mas
efectivo en temperaturas ambiente. Con el empleo de este método, las cepas
bacterianas se mantienen puras y sin alteracion morfolégica, es decir en estado de
hipobiosis y los géneros bacterianos de la Coleccion del Microorganismos del
Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA) con mayor
supervivencia fueron Xanthomonas, Bradyrhizobium y Xynorhizobium con un 80 %
de viabilidad.

Vibha B y Neelam G (2012) realizaron un andlisis literario sobre la importancia de
exploracion de la biodiversidad microbiana por el hecho de que los
microorganismos son esenciales para la vida ya que realizan numerosas funciones
esenciales para la biosfera que incluyen el reciclaje de nutrientes y desintoxicacién
del ambiente. En este articulo de revision exponen ademas la importancia de las
anabiosis, el cual es un estado donde se frena el metabolismo de los
microorganismos, utilizando diferentes métodos de conservacion, entre los cuales
podemos encontrar criopreservacion, agua destilada, liofilizacién, secado y
conservacion en nitrégeno liquido. Y de esta forma mantener la estabilidad y
viabilidad genética de los microorganismos conservados.

Franke J (2015) realizé un analisis sobre Gluconacetobacter sacchari, una nueva
especie del genero Gluconacetobacter, la cual se destaca por su degradacion
bacteriana de celulosa y por ser un endéfito en la cafia de azlcar es decir que vive
dentro de una planta por lo menos durante parte de su ciclo de vida sin causar
enfermedad aparente y en este caso es la cafia de azUcar. También se sabe que
fue aislada de tomate y hace parte de las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal.

19



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio

El trabajo se bas6é en un estudio cuantitativo, experimental poniendo en analisis
diferentes métodos de conservacion, por periodos de tiempo establecidos; donde
se evaluard cada uno de los métodos y se seleccionara el mas viable para
preservar la estabilidad bioquimica de las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal almacenadas actualmente en la coleccion de microorganismos de la UCM.

4.2 Poblacién y muestra

Los microorganismos a utilizados fueron bacterias del genero Gluconacetobacter
sacchari, en sus dos cepas GIBI014 y GIBIO31, las cuales son provenientes de
cultivos caldenses de cafia de azUcar y tomate, siendo aisladas de investigaciones
anteriores y actualmente almacenadas en la coleccion de Microrganismo de la
Universidad Catdlica de Manizales.

4.3 Procedimiento

4.3.1 Preparacion de las muestras a conservar:

Antes de realizar los debidos procedimientos para conservar las cepas en cada
uno de los métodos, se debe realizar la reactivacion de las mismas (Anexo 1), ya
gue estas cepas se encontraban conservadas en el freezer de -80°C perteneciente
a la coleccion de microorganismos de la UCM, y posteriormente realizar la
recoleccion de la biomasa (Anexo 2), y por ultimo ser conservadas en los 4
métodos respectivos.

4.3.2 Conservacion de BPCVs por criopreservacion a -80°C.

Posterior a la obtencion de la biomasa (Anexo 2) se agrego glicerol al 10% a la
biomasa recolectada, homogenizando en vortex y se dispenso 1 ml en tubos
eppendorf de 2 ml, siendo estos almacenados en el freezer a -80°C, obteniendo 3
lotes de 9 viales cada uno.

4.3.3 Conservacion de BPCVs por desecacién sobre discos de papel filtro.

Posterior a la obtencion de la biomasa (Anexo 2), se agregd agua destilada estéril
a la biomasa recolectada, homogenizando gracias al vortex y luego se adicionaron
al homogenizado discos de 2 cm cada uno de papel filtro Whatman N° 3, los
cuales estaban debidamente esterilizados; luego se llevo a vortex durante 1 min,
dejando en reposo durante 2 o 3 minutos; y por ultimo, empleando pinzas estériles
se depositaron los discos de papel filtro en cajas de Petri estériles, las cuales
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fueron llevadas a un desecador con el fin de retirar la mayor cantidad de agua
posible, y de esta manera ser almacenados en sobre de papel estériles a 4°C.

4.3.4 Conservacion de BPCVs por suspension en agua destilada estéril.

Antes de realizar este método de conservacion, se realiz0 la recoleccion de la
biomasa (Anexo 2), y posterior a este procedimiento se agreg6é agua destilada
estéril a la biomasa recolectada, homogenizando gracias al vortex y dispensando
1 ml de la suspension en tubos eppendorf de 2 ml, hasta obtener 3 lotes de 9
viales cada uno, siendo estos almacenados a temperatura ambiente.

4.3.5 Preservacion en aceite mineral

Las dos cepas (GIBI014 y GIBI0O31) se sembraron en medio de cultivo PD en
tubos pico de flauta (Anexo 3), luego se llevé a incubacion a 30° C por 72 horas, y
posterior a su crecimiento optimo, se afiadié aceite mineral para cubrir todo el
medio con la cepa; almacenandose a temperatura ambiente.

4.3.6 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosforo:

Se determind la capacidad de solubilizacion del fésforo por cada bacteria a las 24
horas y a los 3, 6, 9 y 12 meses de ser sometidas a conservacion por los
diferentes métodos. Para lo anterior se us6 Cas(PO4); insoluble en agar NBRIP
(Anexo 3) Después de tener preparados los medios de cultivo, se inocul6 20 ul de
la suspension de cada una de las cepas conservadas, en 3 puntos del agar y se
incubo a 30°C, midiendo el tamafio de las colonias y los halos a las 24, 48 y 72
horas después de incubacion (Ramirez, L. C. C et, al 2014).

Para hallar el indice de solubilizacion (1S), se utilizo la siguiente formula:

I5=—=
B

Formula 1 indice de solubilizacién (IS) segin Kumar y Narula, (1999).

Donde A, es el Diametro Total (Diametro de la colonia + Diametro del halo) y B, es
el Diametro de la colonia.

4.3.7 Prueba Viabilidad Celular.

Se considera como porcentaje de recuperaciéon de 100% a lo obtenido en el primer
repigue efectuando a las 0 horas (antes de iniciar la conservacion). Se determina
la viabilidad de las bacterias antes y después de ser conservadas por los cuatro
meétodos a utilizar (crio preservacion, suspension en agua destilada, aceite mineral
y desecacion en papel filtro). Para esto se realizo diluciones seriadas en base 10y
siembras por superficie en agar PD (Anexo 3) de los in6culos antes de ser
conservados y a las 24 horas, a los 3, 6, 9 y 12 meses post conservacion el
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namero de células se expresan en UFC/ml de cultivo y el porcentaje de viabilidad
celular se calculard usando la siguiente formula:

o UFC OBTENIDAS
% Viabilidad celular = UFC INICILES x 100

Formula 2. Porcentaje de viabilidad celular

4.3.8 Anélisis estadistico

Después de transcurridos los periodos de tiempo, en donde se realiz6 la viabilidad
y mediciones de los parametros establecidos anteriormente, se dio paso a la
realizacion del analisis estadistico utilizando el software R x64 3.4.3, con el cual se
obtuvieron los resultados de los analisis.
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5 RESULTADOS

5.1 Densidades oOpticas de crecimiento bacteriano

Los resultados de las densidades opticas de las cepas a conservar fueron los
siguientes:

Tabla 1 Densidades Opticas pre-conservacion (A 640nm)

Replica | Cepa GIBIO14 | Cepa GIBIO31
1 0,941 0.942
2 0,360 1.122
3 1,061 1.067
4 0.956 0.449
5 1.007 1.035
6 1.036 0.939
7 0.977 1.046
8 0.467 1.001
9 0.395 1.024
10 1.031 1.108
11 1.013 1.104
12 1.103 1.096

5.2 Descripcion macroscopica

Las caracteristicas macroscopicas para Gluconacetobacter sacchari que se
observaron fueron, colonias cremosas, con borde regular, convexas, pequefias,
brillantes, circulares, con un halo traslucido alrededor y de color café. Estas
caracteristicas son para las dos cepas (GiBI014 y GiBIO31 los cuales hace
referencia a Gluconacetobacter sacchari).

Sus tamafios fueron:

- GIBI014: 3.0 mm aproximadamente

- GIBIO31: 2.5 mm aproximadamente

Figura 1. Descripcion macroscépica de cepas Gluconacetobacter sacchari. A. GIBI014 y B. GIBI0031
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5.3 Descripcion microscopica

Se realizé tincion de Gram en el cual se observaron bacilos cortos Gram
negativos. Lo cual hace referencia a la literatura consultada (Franke et al., 2015)

Figura 2 Descripcion microscopica de cepas Gluconacetobacter sacchari. A. GIBI014 B. GIBI031.

5.4 Determinacion de la viabilidad celular:

La prueba de viabilidad se llevo a cabo a las 24 horas, 3, 6, 9 y 12 meses post
conservacion, en donde en cada uno de estos periodos de tiempo se realizé el
conteo de unidades formadoras de colonia (colonias con caracteristicas cremosas,
con borde regular, convexas, pequefias, brillantes, circulares, con un halo
traslucido alrededor y de color café), las cuales se obtenian a las 72 horas de
incubacion en agar PD.
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Figura 3 Determinacién viabilidad celular. A. Método de Criopreservacion. B. Método de Agua Destilada
Estéril. C. Método de Papel Filtro

Al método de aceite mineral no se le realizo el recuento en placa, ya que las dos
cepas (GIBIO14 y GIBIO31) fueron sembradas por agotamiento, tomando una
colonia de la cepa conservada en aceite mineral, e inoculando en agar PD por
medio de un asa bacteriolégica. De esta manera se verifico la pureza de las
cepas, observando y teniendo en cuenta sus caracteristicas propias tanto
macroscopicas (borde, color, textura, pigmentacion) y microscopicas (tamafo,
forma y coloracion de Gram). Por tanto para este metodo no se aplico el
porcentaje de viabilidad celular.

Figura 4 Determinacién viabilidad celular. Método Aceite Mineral

5.5 Graficas porcentaje de viabilidad celular
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Figura 5 Porcentaje viabilidad de las cepas GIBI014 Y GIBIO31 durante el tiempo de preservacion. Método de
criopreservacion
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Figura 6 Porcentaje viabilidad de las cepas GIBI014 Y GIBIO31 durante el tiempo de preservacion. Método de
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Figura 7. Porcentaje viabilidad de las cepas GIBI0O14 Y GIBIO31 durante el tiempo de preservacion. Método
de papel filtro
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Figura 8. Grafica unificada de los porcentajes de viabilidad de las cepas GIBI014 Y GIBIO31 durante el tiempo
de preservacién. Métodos: criopreservacion, agua destilada estéril y papel filtro

5.6 Determinacién de la capacidad de solubilizacién de fosforo

La prueba de la solubilizacion en fosforo se llevé a cabo a las 24 horas, 3, 6, 9y
12 meses post-conservacion, en donde en cada uno de estos periodos de tiempo
se midi6é el tamafio de los halos y las colonias producidas en el medio a las 24, 48
y 72 horas. Como dato relevante se observo que, en la lectura de las 72 horas, las
cepas han logrado el 100% de solubilizacién con respecto al didmetro de la caja
de Petri. A continuacion, se mostrara evidencia fotografica de las cepas en un
método y tiempo de conservacién determinado.




CRIOPRESERVACION GIBI
014 DA 1

CRIOPRESERVACION GIBI
014 DIA 2

CRIOPRESERVACION GIBI
014DIA 3

Figura 9. Prueba solubilizacion de fosforo en medio NBRIP, cepa GIBI014 A. Método de criopreservacion a
las 24 horas de incubacion, cepa GIBI014. B. Método de criopreservacion a las 48 horas de incubacion,
cepa GIBI014. C. Método de criopreservacion a las 72 horas de incubacidn, cepa GIBI014.

5.7 Graficas de la prueba de solubilizacion de fésforo

Los resultados obtenidos son los siguientes, en cuanto a la eficiencia de
solubilizacion de fosforo en el medio NBRIP:
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Figura 10. Porcentaje de eficiencia de solubilizacion de fosfatos de las cepas GIBI014 Y GIBIO31 durante el
tiempo de preservacion. Método de criopreservacion.
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Figura 11. Porcentaje de eficiencia de solubilizacién de fosfatos de las cepas GIBI014 Y GIBI031 durante el

tiempo de preservacion. Método de agua destilada
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Figura 12. Porcentaje de eficiencia de solubilizacién de fosfatos de las cepas GIBI014 Y GIBI031 durante el

tiempo de preservacion. Método de aceite mineral
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% DE EFICIENCIA SOLUBILIZACION DE FOSFORO.
METODO PAPEL FILTRO
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Figura 13. Porcentaje de eficiencia de solubilizacién de fosfatos de las cepas GIBI014 Y GIBI031 durante el
tiempo de preservacion. Método de aceite mineral
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6 DISCUSION

Es importante destacar como esta investigacién partié del objetivo de identificar y
determinar el mejor método de conservacién, para garantizar la estabilidad
bioquimica de Gluconacetobacter sacchari, almacenada en la coleccion de
microrganismos de la UCM. Teniendo en cuenta que los microrganismos por fuera
del ambiente natural (ex situ), requieren de unas condiciones Optimas, lo cual
permite una adecuada reproduccion. Con estos datos se definid el mejor método
de conservacion basidndose en la estadistica; donde cada una de las pruebas
realizadas (solubilizacion de fosforo y viabilidad celular) tiene uno criterios de
aceptacion los cuales son, porcentaje de viabilidad >70% y un porcentaje de
solubilizacion de fosfato tricalcico >85%. (Bobadilla Henao, C, et. al, 2008, Cuellar.
C, 2018)

Teniendo en cuenta estos parametros, se analizaron los diferentes ensayos que
permitieron obtener los siguientes resultados.

6.1 Densidades Opticas de crecimiento bacteriano:

La densidad bacteriana se puede medir por varios métodos, uno de ellos es
mediante la turbidez del medio de crecimiento en un espectrofotometro midiendo
el crecimiento de la masa celular, o determinando el numero de individuos por
unidad de area (Pérez et al.,, 2004; Romero, 2007). Segun los resultados
obtenidos en el estudio, con respecto al adecuado inoculo que cumpliera el
criterio de aceptacion (densidad optima entre 0.9-1.1 para obtener un
concentracion estandar de 10° células/ml.), la cepa GIBI014 obtuvo un promedio
de 0.9 y la cepa GIBIO31 obtuvo un promedio de 0.99 (tabla 1) en cuanto a la
densidad optima real, lo cual expresa que las densidades estan dentro del rango
aceptado y se deduce que los microorganismos fueron cultivados en condiciones
Optimas, teniendo siempre en cuenta criterios como la temperatura, la
disponibilidad de oxigeno, el pH, el tiempo y los nutrientes necesarios , para este
género bacteriano el cual se considera un microorganismo de lento crecimiento
(crecimiento optimo , alas 72 horas de incubacioén). (Franke et al., 2015)

6.2 Descripcion macroscoOpicay microscopica

Durante el transcurso del estudio se tuvo en cuenta, la morfologia macroscopica
de las cepas obtenidas en cada viabilidad, teniendo como resultado colonias
caracteristicas de la especie bacteriana, descritas en la literatura, colonias
cremosas, con borde regular, convexas, pequefias, brillantes, circulares, con un
halo traslucido alrededor y de color café, ademas con un crecimiento optimo a las
72 horas de incubacién, con morfologia microscépica , de Bacilos cortos Gram
Negativos (Franke et al., 2015), lo cual coincide y denota la no alteracién de la
morfolégica bacteriana de las cepas tanto macroscopicamente como
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microscopicamente, a través del tiempo y de los distintos métodos de
conservacion bacterianos utilizados en el estudio.

6.3 Reactivaciéon de las cepas post-conservacion

El procedimiento para la descongelacion se realiz6 segun lo planteado por
Sanchez Leal y Corrales Ramirez, (2005): choque térmico a 37°C por 5 minutos
en agitacion constante y vortex para homogenizar. Este es un proceso sencillo,
pero tiene grandes repercusiones si ho se hace de manera adecuada y aun mas si
se trata de los crio-viales del método de criopreservacion, debido a que se debe
descongelar rapidamente para evitar la formacién de cristales de hielo que pueden
lisar la membrana de la célula, causando la disminucién del porcentaje de
viabilidad. Para el método de Agua destilada estéril, se resuspendi6é en los mismos
viales utilizando vortex; para el caso del método en aceite mineral, con un asa
estéril, se extrajo una colonia del tubo y se realizé una siembra por estria en medio
APD y por ultimo para el método de papel filtro, se resuspendieron los papeles en
una alicuota con agua destilada estéril y se llevd a vortex. El éxito de la
reactivacion celular, se evidencia en el crecimiento del agar PD.

6.4 Determinacion de la viabilidad celular

La prueba de viabilidad celular se realizd6 en ciertos periodos de tiempo
especificados anteriormente (a las 24 horas, 3, 6, 9 y 12 meses post
conservacion), los cuales son de gran importancia ya que la medicion a las 24
horas se toma como el valor cero, siendo estas las UFC INICIALES, y de las
cuales se parte para obtener el porcentaje de viabilidad de cada uno de los
periodos y para cada una de las cepas analizadas, GIBI014 y GIBI031, segun la
férmula 1.
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6.4.1 Criopreservacion:

Segun Leibo & Pool (2011) el método de crio preservacion se considera un
método a largo plazo y uno de los mas eficientes ya que permite mantener al
menos el 70% de viabilidad de las cepas conservadas, afirmando lo anterior, se
partié de las UFC INICIALES obtenidas por cada cepa (tabla 2y 3), estos valores
se toman como el 100% de viabilidad en el primer periodo de medicion y
analizando los valores obtenidos durante el tiempo de conservacion se deduce
gue existen tanto diferencias entre las dos cepas como también en los periodos de
medicion, sin embargo, la cepa GIBI014 mantuvo el 100% hasta los 6 meses de
medicion, en el periodo de 9 meses descendio al 98,9% perdiendo tan solo el
1,1% y en el periodo de 12 meses obtuvo el 89,8 % perdiendo tan solo el 9, 1%,
para un total de pérdida del 10,2% en el periodo de un afio; por otra parte, la cepa
GIBIO31 descendi6 del 100% al 90,3% perdiendo el 9,7% en los primeros 3 meses
de conservacion, en el periodo de 6 meses obtuvo el 87,6% perdiendo el 2,7%, en
el periodo de 9 meses obtuvo el 85,8%, perdiendo el 1,8% y en el mes 12 obtuvo
el 79,9% perdiendo el 5,9%, para un total de perdida durante el afio de
conservacion del 20,1%, lo anterior indica que la cepa GIBI0O14 obtuvo mejores
resultados durante el tiempo de conservacion con respecto a la cepa GIBI031, sin
embargo este método cumplié con sus funciones en las cepas ya que durante el
afo de conservacion se obtuvo mas del 70% de viabilidad, por lo cual se deduce
que en cuanto a la viabilidad celular el método de crio preservacion es la mejor
opcién con respecto a los 3 métodos siguientes.

6.4.2 Agua destilada

Segun Pérez J, Casas M, Beltran C. (2011), el método de agua destilada es un
método de mediano plazo y es mas efectivo en temperaturas ambiente. Con el
empleo de este método, las cepas bacterianas se mantienen puras y sin alteraciéon
morfologica, es decir en estado de hipobiosis. De acuerdo a lo anterior, el analisis
del porcentaje de viabilidad celular para el método de agua destilada fue el
siguiente, las UFC INICIALES obtenidas por cada cepa (tabla 1 y 2), se toman
como el 100% de viabilidad en el primer periodo de medicion, La cepa GIBI014
descendi6 del 100%, al 85,5 % perdiendo asi el 14,5% en los 3 primeros meses de
conservacion, en el periodo de 6 meses descendio al 79,4% perdiendo tan solo el
6,1%, en el periodo de 9 meses descendio al 71,5% perdiendo el 8,9%, y en el
periodo de 12 meses obtuvo el 69,7 % perdiendo el 1,8%, para un total de pérdida
del 30,3% en el periodo de un afio; por otra parte, la cepa GIBIO31 descendi6 del
100% al 84,4% perdiendo el 15,6% en los primeros 3 meses de conservacion, en
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el periodo de 6 meses obtuvo el 79,6%, valor que se asemeja al porcentaje de los
seis meses en la cepa GIBI0O14 perdiendo el 4,8%, en el periodo de 9 meses
obtuvo el 78,4%, perdiendo el 1,2% y en el mes 12 obtuvo el 75,4% perdiendo el
3%, para un total de perdida durante el afio de conservacion del 24,6%; segun los
valores anteriores este método obtuvo valores similares durante el tiempo de
conservacion y entre las dos cepas, pero comparado con el método de crio
preservacion, su desempefio fue menor, sin embargo, este método se puede
considerar como un método alternativo y a mediano plazo, para la conservacion
de Gluconacetobacter sacchari, ya que cumple con mantener la viabilidad celular
del microorganismo.

6.4.3 Papel Filtro

A comparaciéon de los deméas métodos, este tuvo un desempefio bajo en cuanto a
la viabilidad de Gluconacetobacter sacchari, esto se evidencia en el siguiente
andlisis de resultados. La cepa GIBI014 descendi6 del 100%, al 42,5% perdiendo
asi mas de la mitad de la viabilidad en tan solo los 3 primeros meses de
conservacion y quedando descartado dentro de los métodos desde la primera
estancia ya que no cumplié con el 70% esperado; en el periodo de 6, 9 y 12
meses perdié aproximadamente el 12,5% para un total de pérdida del 69,9% en el
periodo de un afio, cifra que debié mantener a cambio de perder, por otra parte, la
cepa GIBIO31 descendié del 100%, al 43,9% perdiendo asi mas de la mitad del
porcentaje en tan solo los 3 primeros meses de conservacion; en el periodo de 6
meses siguié descendiendo de manera significativa, obteniendo el 1,09% vy
perdiendo casi todo su porcentaje; en los periodos 9 y 12 meses siguid
disminuyendo hasta obtener 0,54% valor totalmente ineficiente, para un total de
pérdida del 99,46%, lo que afirma que este método no es apto para este
microorganismo, ni se podria tomar como un opcioén alternativa, aunque la
literatura expresa que este método funciona para diferentes especies bacterianas
(Duque, et al. 2012).

6.4.4 Aceite Mineral:

Es un método facil de realizar y no requiere de equipos caros. Los cultivos pueden
mantenerse por varios afios (D, Rodriguez. Y, Gato, 2010)(Nakasone et al., 2004),
lo anterior se afirma con los resultados obtenidos, ya que durante los periodos de
conservacion, se obtuvieron siembras puras del microorganismo, las cuales
cumplian con las caracteristicas macroscopicas y microscopicas propias de
Gluconacetobacter sacchari (colonias cremosas, con borde regular, convexas,
pequefias, brillantes, circulares, con un halo traslucido alrededor y de color cafe,
ademas crecimiento optimo a las 72 horas de incubacion, con morfologia
microscopica , de Bacilos Gram Negativos (Franke et al., 2015)), determinando asi
gue en cuanto a este parametro el método se podria tomar como alternativa de
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conservacion en caso de no poseer los métodos de crio preservacion y de agua
destilada, ademas no posee procedimientos rigurosos y funciona a temperatura
ambiente.

6.5 Prueba de solubilizacion de fosforo
6.5.1 Criopreservacion:

Con respecto a los resultados obtenidos durante el afio de conservacion, se
evidencia que las cepas GIBIO14 y GIBIO31, manifestaron un comportamiento
similar en su capacidad intrinseca de solubilizar el fosforo, evidenciandose en los
valores obtenidos en el tiempo momento de medir la viabilidad a las 24 horas
después de la conservacion (figura 5); GIBIO14 obtuvo el 95,74% vy GIBIO31
96,34%; y a medida de que transcurrieron los periodos de medicion las cepas
disminuyeron un poco su capacidad de solubilizacién, en el caso de GIBI014,
disminuyo el 5,56%, obteniendo como resultado final de la conservacion el
90,18%; por otra parte la cepa GIBIO31 disminuyo el 4,74%, obteniendo como
resultado al final del afio de conservacién el 91,6%. Sin embargo, los resultados
obtenidos cumplen con lo estipulado, es decir el porcentaje de solubilizacion es
mayor a 85% en cada una de las mediciones y a terminar el afio de conservacion.

6.5.2 Agua destilada:

Los resultados obtenidos para el método de agua destilada estéril, fueron muy
eficientes, ya que cumplieron con lo estipulado por (B, Bobadilla Henao, C., et al
2008, Cuellar. C., 2018), es decir mas de 85% de solubilizacién de fésfatos, y al
terminar con el periodo de conservacion estos resultados se mantuvieron,
perdiendo tan solo el 6,91% de capacidad solubilizadora para la cepa GIBI014 y el
9,16 % para la cepa GIBIO31 (figura 6), por lo cual se deduce que este método de
conservacion es eficiente y se puede tomar como alternativa para conservar el
microorganismo.

6.5.3 Aceite Mineral:

Este método de conservacion obtuvo resultados similares con respecto al método
de agua destilada, ya que en cuanto a las dos cepas y a los resultados obtenidos
en la medicion inicial, los dos métodos obtuvieron valores cercanos e iguales al
96% y con respecto al ultimo periodo de medicion, los valores estuvieron entre el
89-87% (figura 7), esto confirma la eficiencia del método, garantizando la
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conservacion de una de las caracteristicas intrinsecas de Gluconacetobacter
sacchari, como lo es la solubilizacién de fosfatos.

6.5.4 Papel Filtro:

Este método de conservacion obtuvo valores deficientes con respecto a los deméas
meétodos, y con lo descrito por (Bobadilla Henao, C., et al 2008, Cuellar C 2018),
ya que los valores cero, son resultados coherentes, que cumplen con lo
estipulado, (GIBI014: 89,05% y GIBI031:87,08%) (figura 8), pero estos porcentajes
van disminuyendo, desde los 3 meses, y a medida que de que transcurren los
periodos de analisis, obteniendo como resultados finales para la cepa GIBI014
solo el 28,9% y para la cepa GIBIO31 el 31,95%; valores muy deficientes e
inaceptables para el microorganismo, ya que esto indica la perdida de una de sus
caracteristicas mas importante a nivel agroindustrial.

Comparando los diferentes métodos de conservacion durante el tiempo
establecido, se puede llegar a la conclusién de que el método de criopreservacion
obtuvé porcentajes mayores en cuanto a la capacidad de solubilizar el fosforo, en
las dos cepas analizadas, sin embargo los métodos de aceite mineral y agua
destilada, obtuvieron resultados éptimos y similares; ya que todos los métodos
mencionados anteriormente cumplieron con el valor estandar que es mayor a 85%
de capacidad solubilizadora (Bobadilla Henao, C., et al 2008), lo cual indica que
estos métodos de conservacion son apropiados para la conservacion de este tipo
de microorganismo considerado promotor de crecimiento vegetal, el cual
contribuye a alternativas bioldgicas que mejoran notablemente el rendimiento de
las cosechas y garantizan la proteccién del medio ambiente. (Ramirez, L. C. C et.
al, 2014).

6.6 Indice de Solubilizacién de fosfatos:

El indice de solubilizacién es una medida expresada en milimetros (mm), que nos
indica el radio de solubilizacion total que obtuvo cada una de las cepas, en los
métodos y tiempos determinados de analisis. (Restrepo, G. M. et al ,2017) En este
caso el método de criopreservacion obtuvo el indice de solubilizarian mas alto, en
las dos cepas conservadas (Tabla 1 y 2) manteniendo un promedio de 105,2 mm
+/- 6,3 (GIBI014) y 106,4 mm +/- 13,0 (GIBIO31); estos datos confirman la
eficiencia en la conservacion de las caracteristicas bioquimicas de las bacterias
con el método, medidas no solo en porcentaje de solubilizacion si no como indice
total del mismo. Los métodos de agua destilada (GIBIO14: 87,2 mm +/- 3,1 y
GIBIO31: 87,8 mm +/- 1,3) y aceite mineral (GIBI014: 64 mm +/- 6,8 y GIBIO31: 68
mm +/- 2,3) obtuvieron valores mas bajos, comparados con los del método de
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criopreservacion. Sin embargo, el método de papel filtro (GIBI014: y GIBI031: 11,6
mm +/- 10,6) obtuvo desde la medicion cero un indice bajo, el cual fue decayendo
cada vez mas durante el transcurso del ensayo y dejando una vez mas claro el no
funcionamiento de éste método para Gluconacetobacter sacchari.
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7 CONCLUSIONES

Mediante la comparaciéon de los métodos de conservacion empleados en el
proyecto de investigacion, y analizando los resultados de las pruebas realizadas,
que fueron el porcentaje de viabilidad celular y el porcentaje de solubilizacién de
fosforo, se llegd a la conclusion de que el método de criopreservacion es el
método mas eficiente y adecuado para conservar la estabilidad bioquimica de
Guconacetobacter sacchari ya que en las dos pruebas obtuvo mayores
porcentajes de viabilidad y solubilizacién de fosfato comparado con los demas
métodos. Esto indica que se pueden tomar como eleccion en futuras
preservaciones de este microorganismo, ya que este es un método de anabiosis,
gue no requiere manipulacién constante, es de facil uso y ademas garantiza su
utilizacion para la preservacion de microorganismos por periodos prolongados de
tiempo. Las dos cepas, cumplieron con el objetivo, de garantizar mas de 70% de
viabilidad y mas de 85% de solubilizacion de fosforo durante los 12 meses de
conservacion.

En cuanto a los métodos de agua destilada estéril y aceite mineral, se concluye
que estos métodos pueden ser utilizados como alternativa, en el caso de no contar
con los recursos, materiales y metodologia requerida por el método de
ciopreservacion, ya que al ser métodos de hipobiosis, limitan el metabolismo
microbiano, pero no lo detienen completamente, sin embargo, cumplen con lo
estipulado, acerca de los porcentajes de viabilidad y solubilizacion de fésforo.

El método de papel filtro no funciond, este método no conservo las células, ya que
tuvo baja viabilidad desde el primer trimestre de la conservacion, y obteniendo
como resultado a los 12 meses de medicion valores por debajo de estipulado. Este
es considerado un meétodo de hipobiosis, es decir disminuye la actividad
metabdlica del microorganismo y en este caso esta podria ser la causa del no
funcionamiento del mismo, ya que el microorganismo tuvo una proliferacion
constante que lo llevo a la nula viabilidad celular de las dos cepas.

En conclusion, el método de criopreservacion, es el método mas recomendable,
gue puede mantener estable la bacteria Gluconacetobacter sacchari tanto
fisiolégica como bioquimicamente, ya que mantuvo las dos cepas viables, con
resultados por encima de los criterios de aceptaciéon. Por lo tanto, se recomienda
la utilizacion de este método para conservar los microorganismos de estas
especie, la cual es de importancia industrial en la coleccion de Microorganismos
de la UCM
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8 RECOMENDACIONES

Se podria considerar el uso de crioprotectores diferentes al glicerol, como
una buena alternativa para demostrar cuél de ellos ayuda a mantener las
células sin dafo alguno durante la criopreservacion. El DimetilSulfoxido, se
puede tomar como opcidén, ya que es un crioprotector intracelular con
funciones similares a las de glicerol, y de esta manera aumentar el
porcentaje de viabilidad en las células.

No usar el método de papel filtro para futuras conservaciones de
Gluconacetobacter sacchari, o se debe revisar y ajustar la técnica segun las
condiciones necesarias y adecuadas para que el microorganismo, posea
una viabilidad aceptable y mantenga las caracteristicas intrinsecas de
importancia industrial.

Investigar y tratar de implantar nuevos métodos de congelacion analizando,
los costos, la infraestructura y el personal, para determinar si es viable su
uso en la UCM. Dentro de estos métodos se puede considerar la
liofilizacibn o criopreservacion en nitrégeno liquido, los cuales se
consideran metodologias a largo plazo, que garantizan la viabilidad de las
cepas conservadas.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1.Procedimiento de reactivacién de las cepas

1.

2.

Seleccionar los crio viales con las cepas GIBI014 y GIBIO31 del freezer a
-80° C.

Llevar al termomixer los crio viales por 5 minutos a 37°C y de esta manera
generar un choque térmico.

Inocular empleando la técnica de agotamiento en medio de cultivo PD (Agar
Papa Dextrosa, previamente preparado).

Identificar los medios de cultivo a utilizar con el nombre de la persona que
realizo el procedimiento, fecha, nimero de cepa y método de conservacion
almacenada la cepa. Nota: Si no se presenta crecimiento en el medio de
cultivo PD, se debe realizar siembra en caldo DYGS.

Llevar a incubacion por 72 horas a 30°C, verificando constantemente el
crecimiento de la cepa, con sus caracteristicas propias.

Posterior al crecimiento optimo obtenido en el medio de cultivo PD, se
inoculo una colonia de crecimiento mencionado en un medio de cultivo
liquido, el cual fue caldo DYGS, realizando 2 réplicas por cada crecimiento
y llevando a incubar con constante agitacion a 30°C por 72 horas.

Posterior al crecimiento en este medio liquido mencionado, se sembré de
nuevo en caldo DYGS, dispensando el inoculo anterior en cantidades
iguales, pero esta vez obteniendo 12 réplicas por cada cepa.

Luego de realizar este proceso de siembra, se llevé a incubar a 30°C en
constante agitacion (150rpm) por 72 horas.

9.2 Anexo 2. Procedimiento de recoleccién de la biomasa

1.

w

5.

Posterior a obtener un crecimiento optimo en las 12 réplicas, inoculadas en
caldo DYGS se midi6 la densidad optima a una longitud de onda de OD640
nm, lo cual es equivalente 0.9-1.0 para obtener una concentracion estandar
de 108 células/ml; utilizando un espectrofotémetro.

Luego de haber obtenido una densidad optima adecuada se dio paso a la
recoleccion de la biomasa la cual consiste de 3 pasos:

Centrifugacion maxima a 4000 rpm x 45 minutos

Agregar agua destilada estéril (5 ml) y agitar en vortex para diluir el botén
de células

Nuevamente centrifugar x 20 min a la maxima velocidad de la centrifuga

9.3 Anexo 3. Preparacion de medios de cultivo

9.3.1 Agar PD

Fueron preparadas 168 medios de cultivo, donde cada una de las cajas contenia 8
ml de mismo.

1000 ml — 39g =131.040g
3360ml — X
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9.3.2 Preparacion Agar NBRIP
Fueron preparadas 96 cajas del medio, cada una con 20 ml, para un total de 1920

ml.
Componentes. Para 1 Litro. Formula. Para 1920mi

Glucosa: 10g 1000mI—>10g 0,89
1920m—> X

MgClI2 6H20 50 1000ml— 5¢g 0,89
1920mI—*> X

MgSO4 7 H20: 0.25¢g 1000m— 0.25¢g 0,69
1920—> X

KCI 0.2g 1000mH—— 0.2¢g 0,89
1920 — X

(NH4)2504 0.1g 1000m——> 0.1g 0,29
1920mI—* X

Verde de 0.02g 1000mI—>0.02¢g 0,29

bromocresol 1920ml—» X

Fosfato tricélcico 5g 1000ml—>»5g 0,69
1920m|I—> X

Agar Bacteriologico 12 g 1000mI—»12g 23.04 g

1920ml > X

9.3.3 Preparacién caldo DYGS
Para preparar este insumo se deben tener en cuenta las siguientes cantidades

para un litro del mismo:

Componentes. Para 1 Litro. Formula. Para 400mi

Glucosa: 29 1000mI —>2g 0,89
400ml —> X

Acido Malico: 29 1000ml —>2g 0,89
400ml —> X

Peptona 1.5¢g 1000mlI —>1.5¢ 0,69

Bacteriologica: 400ml—> X

Extracto de 29 1000ml —> 2g 0,89

levadura. 400ml — X
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K, HPO4 0.59 1000mI —>0.5g 0,29
400ml —> X

MgSOs. 7H,0 0.59 1000mI—> 0.5g 0,29
400mlI—> X

Acido glutamico. 1.5g 1000m|—> 1.5¢ 0,69
400mI— X

Luego de tener las cantidades especificas de cada uno de los componentes del
medio de cultivo se debe ajustar el pH con NaOH hasta 5,8 — 6,0 y el pH final
después de la autoclave es de 7.
Preparacion de medios de cultivo APD (Agar Papa Dextrosa).
Preparacién de 25 cajas de Petri en cada una de ellas se agregan 8 ml de agar.
1000ml — 2g =3,12¢g
400 ml — X

9.3.4 Tabla 2. UFC obtenidas los diferentes periodos de tiempo post-
conservacion en medio APD. Cepa GIBI014

GIBI014 UFC INICIALES UFC INICIALES % de Viabilidad
(UFC/ml) (UFC/ml) celular
Crio- 0 10 x10"8 10x10"8 100
Crio- 3 10 x10"8 10 x10"8 100
Crio- 6 10 x10"8 10 x10"8 100
Crio-9 98x10"7 10 x10"8 98,5
Crio-12 89x1077 10 x10"8 89,8
Agua D-0 58x1077 58x10"7 100
Agua D-3 50x1077 58x10"7 85,54
Agua D-6 47x10"N7 58x1077 79,42
Agua D-9 42x10°7 58x1077 71,59
Agua D-12 41x1077 58x1077 69,72
Papel F-0 30x1077 30x1077 100
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Papel F-3 13x1077 30x1077 42,05
Papel F-6 91x10"6 30x1077 30,13
Papel F-9 91x10"6 30x1077 30,13
Papel F-12 99x10"6 30x1077 32,78

9.3.5 Tabla 3. UFC obtenidas
conservacion en medio APD. Cepa GIBI031

los diferentes periodos de tiempo post-

GIBI031 UFC INICIALES UFCINICIALES | % de Viabilidad
(UFC/ml) (UFC/ml) celular
Crio- 0 10 x10"8 10x10"8 100
Crio- 3 90 x107"7 10 x10"8 90,3
Crio- 6 88 x10"7 10 x10"8 87,6
Crio-9 86x10"7 10 x10”8 85,8
Crio-12 80x10"7 10 x10”8 79,9
Agua D-0 67x10"7 67x10"7 100
Agua D-3 57x10"7 67x10"7 84,45
Agua D-6 53x1077 67x10"7 79,67
Agua D-9 52x1077 67x10"7 78,43
Agua D-12 50x1077 67x10"7 75,48
Papel F-0 18x107"7 18x10"7 100
Papel F-3 80x10"6 18x10"7 43,95
Papel F-6 20x1075 18x10"7 1,09
Papel F-9 10x1075 18x10"7 0,54
Papel F-12 10x1075 18x10"7 0,54
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9.3.6 Tabla 4. indice de solubilizacion obtenidos en los diferentes métodos y
periodos de tiempo post-conservacion. Cepa GIBI014

Cepa

GIBIO14

Cepa

GIBI014

Metodo
crio-0
crio-3
crio- 6
crio-9
crio -12

Metodo
agua d-0
agua d-3
agua d-6
agua d-9
agua d-12

IS (mm)
116
102
101
106
101
IS (mm)
91
85
83
88
89

Cepa

GIBIO14

Cepa

GIBIO14

Metodo
aceite-0
aceite-3
aceite -6
aceite-9
aceite-12

Metodo
p filtro-0
p filtro-3
p filtro -6
p filtro-9
p filtro-12

IS (mm)
74
55
65
64
62

IS (mm)
35
10

9.3.7 Tabla 5. indice de solubilizacion obtenidos en los diferentes métodos
periodos de tiempo post-conservacion. Cepa GIBIO31.

Cepa

GIBIO31

Cepa

GIBIO31

Metodo
crio-0
crio-3
crio- 6
crio-9
crio-12

Metodo
agua d-0
agua d-3
agua d-6
agua d-9
agua d-12

IS (mm)
129
106
99
98
100
IS (mm)
89
89
86
88
87

Cepa

GIBIO31

Cepa

GIBIO31

Metodo
aceite-0
aceite-3
aceite -6
aceite-9
aceite-12

Metodo
p filtro-0
p filtro-3
p filtro -6
p filtro-9
p filtro-12

IS (mm)
69
64
68
69
70

IS (mm)
30
11

(9]
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