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ABSTRACT. 'The influence of the freeze-deying conditiogs on the
viability of Cellulomonas sp. JIbc was studicd by means of a 27 factoriat
design. The 3 asseyed variabies, as well a8 most of their interactions were
found 10 be significant over the viability after 24 b of lyophitization. The
best conditions {or the process were the sucrose-gelatin (1096 1 %) as
the suspension medium, & semi-slow way of freczing and the synthetic
"MO” for rehydration. Good survival levels were attained after ¢ month
starage for the two best variants of the plan. The growth characteristics
of the strain on bagasse pith were not affected by the freeze-drying
process with the different variants of the plan.

RESUMEN. La influencia de Jas condiciones de [jofitizacion en la
viabilidad de la cepa Cellulomonas sp. IIbx fuc estudiada empleando un
discho factorial 2°. Se encontré que las 3 variables estudiadas v Ja
mayoria de sus interacciones fueron significativas sobre 2 viabilidad a
las 24 h de liofilizacién, obtenidndose como las mejores condiciones la
sacarosa-gelatina (10%: 1 %) como medic de suspension, lacongelacién
semilenta, y €] medio salino *MO" como medio de rehidratacién. ias
mcjores vaniantes del plan presentaron bucnos niveles de sobrevivencia
ajcabo de 9 mescs de almacenamiento. Ia <epa, por olra parte, consevé
su capacidad para crecer en meollo después de la liofilizacidn con las
diferentes variantes del plan.

INTRODUCCION

Las bacterlas del género Celtulomonas son de potencial aplica-
cion Industrial en 18 produccién de peoteina unicelutar & partic de
materiales lignooelulésicos.' S De ahl la importancia de lograr con-
diciones adecundas Os conservacion que aseguren ademas, la pre-
servaciin de su habliidad celulolitica y sus caracteristicas de
crecimiento fundamentales.

La liofiizacién ha sido uno de los métodos mas empleados en
los Gitimes tiempos para 1a conservacion de cultivos microbianos.

Sin embargo, o2 necesanio un estudio ds laa condiciones a
smiplear en los casog particulares (al menos a nivel genérico) para
lograr busnos resuitados de viabilidad y conservacion de las carac-
teristicas del microorganismo.

En estudios sn bacterias 38 han dado a conocer en la literatura
digtintos sfectos de las condiciones de liofilizacidn sobre a viabiii-
dad y otros aspectos celulares en diferantes génaros.“

El empleo de dissfios estadisticos resulta un método suma-
menite Uthi en of estudio simuitineo de diferentes variables sn proce-
s08 bloldgicos. En panticular, los dissfios factoriales han sido
smpleados por algunos autores en el estudlo de las condiciones de
liofilizacién de diferentes levadurae.’®

En aste trabaj; se realizé of estudio de aigunas variables fun-
damentates en Ja liofilizacidn de una cepa de! género Cellulomonas,
maediante o emplec de disshos matam&tjioos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se utltizé [a cepa Celtulomonas sp. libe.!
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Preparacion de la suspensién celular. La cepa fue ¢recida en
cufas de agar-meollo® durants 72 h, las cuales fueron resuspen-
didas an una solucion de lactosa 0,5 % con el fin de lograr una con-
centracidn final de aproximadamente 1. 109 células/mL, la que fue
mezclada con los correspondientes medios de suspensidn en pro-
porcidts de 2 voldmenes de medio por 1 volumen de suspensidn
celufar.

Condiciones de liofilizacidn. Para estudiar el sfecto de las con-
diciones de iofilizacion en la viabilidad de Ia cepa se empled un
disefio factorial 2°, segin Bacon y Henson.'® {as variables en-
sayadas y sus niveles maximos fueron los siguientes:

NIVELES

VARIABLE -1 +1

Xl (mediode suspensién) leche descremada  sacarosa-gelatina

(10 % 1 %)
Xz(vclocidad de congelacién) semi-lenta rapida

Xa(mcdiode rehidratacidn) MO caldo nutriente

La matriz del plan experimental correspondiente 8 1a siguiente:
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El célculo de los coeficientss del polinomio que relaciona ias
variables independientes con la variable dependiente (nivel de
sobrevivencia) se realizd de acuerdo a Ia expresion siguiento:‘°

B=TY

donde:;

B matriz de los coeficientes

T matriz de regresion

Y matriz de Jog rendimientos experimentaies

Para ia estirmacion de [os cosficientes significativos se utilizd un
estimado Interno de la varianza del srror puro, cakculado por repe-
ticiones en un punto del plan experimental.

Se asumid como criterio de significancia el coeficients cuyo
valor fue manor que 2 veces su desviacion sstandar. La varianza del
arror purc fue de 12,49 y ia varianza de loa coeficientes de 1,56,

La congelacion rapida se llevd a cabo mediante Inmersidn en
nitrégeno liquido. La congelacién sami-lenta fue realizada en un
congelador a -40 °C . La figura 1 representa la curva de enfiiamien-
to obtenida para este 0aso. Un tlempo de 40 min resultd apropiado
para alcaniar una temperatura de -34 °C, condiciones sstas que
tueron mantenicdas en todas las axperiencias.

Temperatura {°C)
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Fig. 1. Curva de enfriamiento durants Ia congelacion urnihnla
en congelador & una temperatura de 40 °C

Laliofilizacién se [levl a cabo en un equipo de laboratorio marca
Edwards, a una presién de 0,665 Pascals durante 20 h . Se em-
plearon Ampulas de vidrio que contenfan 0,2 mi. cada una, las
cunles fuaron selladag al vacio despubs de terminada la operacibn,
Posteriorments fueron conservadas a 10 °C, realizéndose mues-
trecs al cabo de 24 h {sl que 98 considerd como & tiempo 0}, asé
como de 1; 6 y § meses después de la liofilizacién, para determinar
la viabilidad.

La rehidratacin se llevd a cabo afiadiendo 0.5 mL del medio de
rehidratacin en cada dmpuis, agitando s suspensién durante 1 min
y dejindols sn reposc 13 min antes de proceder a la dilucién y
siombra sn placas de agar- nutriente, donde se realizd ¢l conteo de
viablee & las 72 h de sembradas.

La composiclon de los medios de rehidratacidn fue ia siguiente:

Medic MO {g/L)°: NagHPOx . 12 Hz0, 10,0; KHaPOu, 2,%; NH(CI,
2n°; Naan 0-25: wso4 4 "bon 0;25-

Medio caldo nutrisnte {producto Oxoid) {g/L}: polve Lab-Lemco,
10,0: Peptona, 10,0; NaCl, 5.0.

Prucbas de crecimiento. Con las distintas variantes liofilizadas se
reglizaron cultivos en zarands reciprocants en tubos que contenian
10 mL del medic "MO" suplementade con tiamina {0,001 %),
empleando meollo pra-tratado como fuente de carbonc y snergfa
(5 g/1). Bl contenide de un Ampuls liofillzada y rehidratads fue
smpleado pars Inocular cada tubo.  Los cultivos se realizaron a
32 °C y 100 golpes por minuto, durante 72 h .,

Al final del crecimliento s midi& la sbsorbancis a 600 nm, asi
como la biornasa seca producida y of sustrato consumido, de acuer-
do a los procedimisntos descritos con anteriotidad.?

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla | se muosﬁan fos niveles de sobrevivencia de cada
una de las variantes del plan 2° obtenidas para el iempe O (24 h de
liofilizadas}.

TABLA |

Niveles de sobrevivencia de ias distintas variantes del plan 22,
determinados a laa 24 h de Uofillzadas

WVarignte  Medioc de Velocidad de Medio de Nivel de
SUSpENSIGR congelacion hidratacidn sobrevivencia

(%)
1 leche descremads semilenta M) 41,3
2 sacerosa-gefatina  scmilents MO 1000
3 leche descremada  rpida 1] 54,3
4 sacarosa-gelating  rapida MO 0
5 leche descremada  semilenta caldo nutrichte 251
[ sacarosa-gelating  semilenta caldo nutrienle 1008
7 leche descremada  répida taldo nutricnte 168
8 sacarosa-gelatina  répida caldo nutrignte 872

40 t{min)
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Los coéﬁciontesl obtenldos se muestcan en ia Tabla 1.

Finaimente, se obiuvo ef polinomio sigulents:

Y= 86271 + 28,34 X, - 3,89 X2 - 5,44 X3 - 5,06 Xg2 + 7,00 X9a +
+ 3,94 Xy23.

Las 3 variablos y la mayoria de sus interacciones resultaron sig-
nificativas sobre la viabilidad de la ceps, Esto as indicative de que
ks procesos desarroliados durante la liofilizacion son aitaments
sensibles a estos factores. Se observa sin embargo, un mayor peso
de i variable X;, 93 decir, que Ia sacarosa- geiating resultd mucho
mis adecuada que la leche descramada como maedio de suspen-
8idn, y ademiés juega un papel importante en la interaccién con el
resto de las variables.



TABLA I
Valores de jos coeficiantes obtenidos para el poiinomio del plan 2°

Cocficiente  Valor Significacién
by, 62,7 -
bl 8.3 sf
b, 3,89 s
b3 =544 si
b12 5,06 sf
b13 199 sf
b23 -1,39 no
by 3 si

El signo {-} para Ja variable Xz Indica que i congelacién semi-
lenta permitié una sobrevivencia superior & ia rapida. Es conocida
que durants ix congelacién rkpida se forma hielc intracelular que
rompe fas chiutas, misntras qua durante la congelacién jenta sblo
38 forma hislo extracelular, por lo cual se ha ssftalado por varios
autores [ ventaja de esta Gitima en la congelacion v liofillzacién de
microorganismos, 12

En cuanio al medio ds rehidratacién, éste resulta uno de ios fac-
tores mis importantea en of process, yi qus #n este pasc las obiuias
tienen la oportunided de reparar y recupersr ias funciones que
pudieron ser afectadas durants la Hofilizacién.' En ol caso es-
tudiads, ol medic salino "MOr resulté superior al medio de caldo
nutiiente pasa & viabllidad de las células. Esto pudiera deberse a
ia prosencia_de M2+g sn & medic MO, el cual se hs planteado
como un importante slemento estabilizador sobre Is membrana
celular con relacin al sfecto camdélico, y también respecto al RNA
enddgenc. '

E! sfecto significativo encontrado en (& mayoria de las intersc-
ciones enire [as 3 variables coincide con seftalamlentos de numero-
306 autores sobys ia interaccion de estos pardmetros. Por sjermpio,
Heckiy'? sefialé que las sustancias protectoras def medio de sus-
pensidn varian su efecto cuando ls congelacién es ripida o lenta.
En dependancia del madic utilizado, la velocidad de songelacidn
puede atectar an diferents gracio In forma de los cristales y of agua
libre ramanents.

De acuerdo con los resultados de! plan factorisl, las variantes de
maejores resultados (2 y 6, Tabis [} fusron sstudiadas en relacidn con
los niveles de viabilidad con e tiempo de aimacenamisnto. Los
resultados se muesiran en la figurs 2,

La mayor pérdide de viabilidad se observa en jos primeros §
meses, slandio Ia velocidad de muerie menor sntre o sexto y »f
novenc mes del aimacensmiento. Se observd un comportemiento
semejants entre ambas variantes, con una ligers supedoridad en la
6. Fateeva y 0ol.”, an la liofilizacién de cepas de levaduras, en-
contraren tambidn una mayor muerte celular en los primercs meses
ds consarvacion.

Después de 9 meses de almacsnamisnto a 10 °C, se obtuvo un
10 % de sobrevivencia para la variante 2y un 18 % para la variante
8, io cual constituys un buen resultade en ambos casos.

Lin nivel de sobrevivencia det 0,1 % es considerado satisfactorio
on la conservacion de cultivos bacterianos despubs de un periodo
adecuadc de alhacenamisnto.'

£s conocido que las caracterfaticas bioquimicas de los microor-
ganismos pueden alterarss temporai ¢ permanentsments por efec-
1o de lacongeiacidn y et secado. ' Por sfio se procedis a comprobar
ia capacidad de la cepa para crecer sn medio selectivo {sustrato lig-
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noceluldsico), Los resultados dei crecimiento de la cepr llofilizada
segun las distinias variantes sn comparacién con [a caps sin lio-
filizar, s medic minimo y meolio 0,5 % se musstran en [a Tabis (i

Viabilidad (%)

y Variante 2
1001 ) vaoriante 8
6 O+
/1

6

0] 3 9 t {meses)

Fig. 2. Niveles de viabilidad a diferentes tiempos de aimacena-
miento park &mpulas liofiltizadas segan [as variantes 2y 6

TABLA Il

Crecimisnto de Ia cepa Cellulomonas 8p. libc antes y después da
liotiizada en madic salino MO + meolle 0,5 %

Variante Absotbancia Masa  Consumo
final seCk de sustrato
(&/L) (%)
1 1,2 1,0 58,1
2 Ll 09 59,0
3 13 11 61,1
4 L1 1,0 60,2
5 14 1,1 504
6 14 1,2 61,2
7 1,1 10 593
8 1.0 09 589
sin liofilizar 13 1,0 60,1

No existieron difsrenclas significativas entre ios parimetros
evaluados para la cepa liofifizade en comparacién con Ia cepa sin
liofilizar. Por sndle, ai parecer, las caracieristicas de crecimisnto no
s# afectaron por la liofilizacidn. : : :

CONCLUSIONES

De acusrdo con las variantes analizadas, las mejores condicio-
nes de llofilizacién resultaron ia sacarosa-gelatine como medic de
suspensitn, la congeiacidén semilenta v la rehidratacion en medio
safino MO. La varants 8 {sacarcsa- gelatina, congelncién semi-
lenta y medio de rehidratacién caido nutients) tamblén otrecis
buencs resultados.



Después de § meses de aimacenamiento a 10 °C fa viabilidad
en las ampulasg liofilizadas con las mejores variantes se mantuvo en
buenocs niveles {18y 10 %}.

La capacidad de crecimiento de ia cepa en meollo no se afecté
después de (& liofilizacidn, en ninguna de las variantes empleadas,
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PRIMERA CONFERENCIA LATINOAMERICANA
DE APLICACIONES DE LA MATEMATICA
Y LA COMPUTACION A LA BIOLOGIA

29 de octubre al 2 de noviembre de 1990
" Ciudad de La Habana, Cuba

ACTIVIDADES PROGRAMADAS

Las sesiones cientificas del evento se organizarén sobre la
base de conferencias, mesas redondas y la presentacién de
los trabajos recibidos, lo cual se hard principalmente en
forma de posters una vez que hayan sido aprobados por el
Comité Organirador. Ademds se realizardn otras actividades
como exposiciones, visitas técnicas y una actividad final.

IDIOMAS OFICIALES
Espaniol e Inglés

INVITADOS

Varias conferencias serdn impartidas por destacados
cientificos de prestigio intemacional, especialmente in-
vitados a participar en el evento por ¢l Comité Organizador.

PARTICIPACION

La participacién en el evento seré como conferencista,
ponente u observador. La cuota de inscripcién serd de
USD 100,001a cual podré ser abonada directamente en efec-
tivo o mediante cheques de viajero en la oficina de la Con-
ferencia en el momento de la acreditacién. Esta cuota
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incluye la participacion en las actividades cientificas, la ad-
quisicion de toda la documentacion del evento y el disfrute
de meniendas y un cocktail de bicavenida.

INSTRUCCIONES PARA LA ENTREGA
DE LOS RESUMENES

Los restimenes se entregardn mecanografiados a dos
espacios en papel de 8 1/2" X 11" yiendrdn una extenstén no
mayor de 150 palabrus. Deberdn incluir el nombre y los
apellidos del autor y los cogutores, asi como las instituciones
Yy direcciones respectivas. Los titules de los trabajos tendrén
120 caracteres como méximo
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