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AI3SIRACT. The influence of the freeze-�rying con�itios on the
viability of Cellulomonas sp . Ilbc was stu�ie� by means of a 23 factorial
�esign . The 3 assaye� variables, as well "most of their interactions were
foun� to be significant over the viability after 24 h of lyophilization . The
best con�itions for the process were the sucrose-gelatin (10 % : 1 %) as
the suspension me�ium, a semi-slow way of freezing an� the synthetic
"MO" for rehy�ration . Goo� survival levels were attaine� after 9 month
storage for the two best variants of the plan. The growth characteristics
of the strain on bagassc pith were not affecte� by the freeze-�rying
process with the �ifferent variants of the plan .

INTRODUCCION
Las bacterial �el g6nero Cellulomonas son �o potential splice-

ci6n-in�ustrial on l@ pro�ucci6n �o protein& unicelular a partir �o
material@* lignooolulOsicos . l-3 Do ahi Is Importancia �o lograr con-
�omes a�ecua�as �o conservaci6n quo aseguren a�emes, is pro-
servacl6n �o su habili�a� celulolitica y sus caracteristicas �o
crecimiento fun�amentales.

La Iiofiizaci6n he si�o uno �o lot mbto�os mlis emplea�os en
los t ltimos tiompos para Is conserva�6n �o cultivos microbianos .

Sin embargo, es necesario un estu�io �o [as con�iciones a
emplear en los casos particulares (al menos a nivel generico) para
lograr buenos resuha�os �o viabili�a� y conservation �e las carac-
teristicas �el microorganismo .

En estu�ios en bacterias as han �o�o a conocer en Is literature
�istintos efectos �o [as con�iclones �o liofilizaci6n sobre. Is viabili-
�a� y otros aspectos oelulares en �iferentes gbneros . 4-0

EI empleo �o �isefos esta�isticos results un mbto�o suma-
mente (aril on e1 estu�lo simult5neo �e �iferentes variables on proce-
sos blol6gloos. En particular, loo �iseAos factorialos han si�o
emplea�os por algunce autores en al estu�io �e Is* con�itions �o
lWilzael6n �o �lferentes leva�uras . 7.8

En cite trabajo se roaliz6 el estu�lo �o algunas variables fun-
�amentales en Is liofilizaci6n �o una cops �el gbnero Celiulomonas,
me�lante s1 smpleo �o �isefios matemiticos .

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos . So utiiiz6 Is cape Cellulomonas Sp . Ilbc . 1
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RESUMEN. La influencia �e las con�iciones �e liofilizaci6n en Is
viabili�a� �e Ia cepa Cellulomonas sp . Ilbc fue estu�ia�a emplean�o un
�iseflo factorial 2 . Sc encontr6 que las 3 variables estu�ia�as y Is
mayoria �e sus interacciones fueron significativas sobre Is viabili�a� a
las 24 h �e liofilizaci�n, obtenifn�ose como [as mejores con�iciones Is
sacarosa-gelatina (10 % . 1 %) como me�io �e suspension, Is congelaci6n
semilenta, y el me�io salino "MO" como me�io �e rehi�rataci6n. Las
mejores variantes �el plan presentaron buenos niveles �e sobrevivencia
al cabo �e 9 meses �e almacenamiento . La cepa, por otra pane, conserv6
su capaci�a� pare crecer en meollo �espu6s �e Is liofilizaci6n con las
�iferentes variantcs �el plan .

Preparation �e Is suspension cclular. La ceps fue creci�a en
cufts �o agar-meollo e �urante 72 h, [as cuales fueron resuspen-
�i�as en una solution �e lactosa 0,5 % con el fin �o lograr una con-
oentrac16n final �o aproxima�amente 1 . 109 cAlulas/mL, Is qua fue
mezcla�a con los correspon�ientes me�ios �e suspension en pro-
porci6A �e 2 vol(imenes �o me�io por 1 volumen �e suspension
cellular .

Con�iciones �e liofilizaci6n. Para estu�iar el efecto �e las con-
�iciones �e liofilizaci6n en Is viabili�a� �e Is cape so emple6 un
�iseiio factorial 2 3, segtn Bacon y Henson . 10 Las variables en-
saya�as y sus niveles m�ximos fueron los siguientes :

NIVELES

VARIABLE

	

-1

	

+1

XI (me�io�e suspension)

	

leche �escrema�a sacarosa-gelatina

(10 %: 1 %)

X2 (veloci�a� �e congelaci6n) semi-Ienta

	

rapi�s

X3 (me�io�e rehi�rataci6n)

	

"MO"

	

cal�omutriente

La matriz �el plan experimental correspon�iente as Is siguiente :



El c5lculo �e Ice coeficientes �el polinomio que relaclona las
variables in�epen�ientes con la variable �epen�iente (nivel �e
sobrevivencia) so realiz6 �o acuer�o a Is expresi6n siguiente : t0

B=TY

�on�e :

B matriz �o los cooticientes

T matriz �o regresi6n

Y matriz �o los ren�imientos experimentales

Para la estimaci6n �e los coeficientes significativos so utiliz6 un
estima�o interno �o Is varianza �el error puro, calcula�o por repe-
ticiones en un punto �el plan experimental .

So asumi6 como criterio �o significancia el coeficiente cuyo
valor fue manor quo 2 veces su �esviaci6n estan�ar . La varianza �el
error puro fue �o 12,49 y Is varianza �o los coeficiontes �o 1,56 .

La congelaci6n ripi�a so llev6 a cabo me�iante inmersi6n on
nitr6geno lfqui�o . La congelacl6n semi-lenta fue realiza�a on un
congela�or a -40 *C . La figura 1 represents Is curve �o enfriamlen-
to obteni�a pare este caso. Lin tiempo �o 40 min result6 apropla�o
pare alcaniar una temperature �o -34 .°C, con�iciones Was quo
fueron manteni�as en to�as las experlencias.
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Fig. 1 . Curve �o eniriamiento �uranto Ia congelacl6n semilenta
en congela�or a una temperature �e -40 °C

La�iofilizacl6n so llev6 a cabo en un equipo �o laboratorio mares
E�war�s, a una presi6n �o 0,665 Pascals �urante 20 h . Se em-
plearon 8mpules �o vi�rlo quo contenlan 0,2 mL ca�a una, las
cuales fueron sella�as al vacfo �espubs �o termina�a Is operac16n .
Posteriormente fueron conserva�as a 10 °C, realizt n�ose mues-
treos al cabo �o 24 h (el quo a consi�er6 comp ell tiampo 0), sell
como �o 1 ; 6 y 9 muses �espu6s �o Is liofflizacl6n, pare �eterminar
Is viabili�a�.
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La rehi�rataci6n a Ilev6 a cabo aha�len�o 0,5 mL �el me�ic �o
rehi�rataci6n en ca�s 6mpula, agitan�o Is suspens16n �urante 1 min
y �ejan�ola en reposo 15 min antes �o proce�er a Is �llucl6n y
siembra on placas �o agar- nutrients, �on�e so reallz6 al conteo �o
viables alas 72 h �o sembra�as.

La composicl6n �o los me�ics �o rehi�ratac16n fue Is siguiente :

Me�io MO (g/L)2: Na2HP04 .12 H20, 10,0; KH2PO4, 2,5 ; NH,CI,
2,0; NaCl, 0,25; MQSO4 .7 H20,0,25.

Me�lo cal�o nutrients (pro�ucto Oxoi�) (g/L) : polvo Lab-Lemco,
10,0 ; Peptona, 10,0 ; Nap, 5,0.

Pruebas �e crecimiento. Con las �istintas variantes liofiliza�as so
realizaron cultlvos en zaran�a reciprocanto en tubos quo contenfan
10 mL �el me�ic "MO' suplementa�o con tiamina (0,001 %),
emplean�o meollo pre-trata�o como fuents �o carbono y energia
(5 g/L) . EI conteni�o �o un �mpula liofiliza�a y rehi�rata�s fue
emplea�o pare inocular ca�& tubo. Los cultivos so realizaron a
32 °C y 100 golpes por minuto, �urante 72 h .

N final �el crecimiento so mi�i6 Is absorbancia a 600 nm, asl
como Is biomass coca pro�uci�a y al sustrato oonsumi�o, �o acuer-
�o a los proce�imientos �escritos con anteriorl�a� . 3

RESULTADOS Y DISCUSION
En Is Table I so muestran lot niveles �o sobrevivencia �o ca�s

una �o [as variantes �el plan 0 obteni�as par& el tlempo 0 (24 h �o
liofiliza�as) .

TABLA I
Niveles �o sobrevivencla �o let �istintas variantes �el plan 2 3,

�etermina�os a las 24 h �o liofiliza�as

MO

	

41,3
MO

	

100,0
MO

	

54,3

MO 77,0
cal�o nutricnte 25,1
cal�o nutrients 100,0
cal�o nutricnlc 16 .8
cal�o nutricntc

	

87,2

Los coeficientes obteni�os so muostran en Is Table II .

Finalmente, so obtuvo s1 polinomlo siguiente :

Y = 62,71 + 28,34 Xt - 3,89X2 - 5,44X3 - 5,06 X,2 + 7,99 X13 +
+ 3,94 X123 .

Las 3 variables y la mayorfa �o sus Interacciones resultaron sig-
nificativas sobre Is viabili�a� �o la caps . Esto es In�icativo �o quo
los procesos �esarrolla�os �uranto la llofilizacl6n son altaments
sensibles a estos factores . So observa sin embargo, un mayor peso
�o Is variable X1, es �ecir, quo Is sacarosa- gelatins result mucho
mss a�ecua�a que la leche �escrema�a comp-me�lo �o suspen-
si6n, y a�emas juega un papel importante on Is interacci6n con el
resto �o Ias variables.

4- .

a 1 leche �escrema�a semilcnta
`-' 1 0 - 2 sacarosa-gelatine scmilenta

3 Ieche �escrema�a rApi�a0 -
4 sacarosa-gelatin rapi�s

~- 5 leche �escrcma�a semilentap - 1 0 _
6 sacarosa-gelatins aemilcnta

a - 7 leche �escrema�a rtlpi�a

m 8 sacarosa-gelatine rtipi�a
1, -50-

-50-

X 1 x2 x3

-1

	

-1

	

-1
1 -1

	

-1
-1

	

1 -1
D = 1

	

1

	

-1
-1

	

-1

	

1
1

	

-1

	

1
-1

	

1

	

1
1

	

1

	

1



TABLA II
Valores �o lot coeficientes obtoni�os pare .I polinomio �el plan 23

EI signo () par& I& variable X2 ln�ica quo Is oongelaci6n semi-
lenta psrmiti6 una sobrovivencia superior a Is rapi�s . Es oonoci�o
quo �urante I& oongelscl6n ripi�a so forma hielo intracelular quo
romp* las oblulas, misntras quo �urante I& oongalacl6n lonta s6lo
to forma hielo extracolular, poi lo cual se ha sefiala�o por varios
autores la ventaja �o seta tr/tima on Is oongelaol6n y liofilizaci6n �e
microorganismos . 11 .12

En cuanto al ms�io �o rehi�rataci6n, bate results uno �o lot fac-
tores mks important.. en sl proceso, ya quo en sets peso las cblulas
tienen Is oportuni�a� �e reparar y reouperar las funclones quo
pu�leron ear afecta�as �urants Is Iiofilizaci6n . t3 En el caso as-
tu�ia�o, el me�ic salino 'MO' result6 superior al me�ic �o cal�o
nutrients par& Is viabill�a� �e las cblulas . Esto pu�iera �ebars* a
la presencia,�o M2+g en e1 me�io MO, all cual se he plantea�o
como un important. elemento estabiliza�or sobre Is membrane
celular con relaci6n a1 ofecto osm6tloo, y tambibn rospecto al RNA
en�6geno .' 4

El efecto signiffoativo encontra�o en la mayorfa �o las interac-
ciones antis las 3 variables coinci�e con seAalamlentos �o numero-
sos autores sobre Is interaoci6n �e estos pare metros . Por ejemplo,
Heckly13 seAal6 quo las sustanclas protectoras �el me�ic �o sus-
pension varlan su ofecto cuari�o Is congela�6n es ripi�a o lenta .
En �epen�.ncia �el me�lo utiliza�o, Is veloci�a� �o oongelaci6n
pue�o afectar en �lferente gra�o Is forma �o lot cristalos y e1 ague
libre remanente.

De acuer�o con los resulta�os �el plan factorial, Its variants : �o
mejores resulta�os (2 y 6, Table I) fusion estu�la�as on rslaci6n con
los nivelos �o visbili�a� con of tiempo �e almacenamiento . Los
resulta�os so muestran on Is figure 2 .

La mayor pbr�i�a �o viabili�a� so observe en los primeros 6
meses, sien�o Is velo��a� �e muerte manor entre of soxto y el
noveno met �el almaoenamlento . So observ6 un oomportamiento
semejante antis ambas variants*, con una ligete supetior�a� on Is
6. Fateeva y ool . 7, on Is (fofilizacl6n �o copes �o leva�uras, en-
contraron tambibn una mayor muerte cslulsi en lot primsros masse
�e oonservacl6n.

Despubs �e 9 moses �o almaoenamiento a 10 °C, so obtuvo un
10 % �o sobrevivencia para Is variants 2 y un 18 % pars Is variants
6, t cual oonstltuys un buen resulta�o, en ambos casos .

Un navel �* sobrevivencia �el 0,1,% as consi�era�o satisfactorio
en Is conserva�66n �e eultivos bacterlanos �espubs �o un perfo�o
a�ecua�o �o alrttacenamiento.'3

Es oono��o quo las caractertstlcas bfoqufmicas �o lot microor-
ganismos pue�en atterarse temporal o permanentemento poi efeo-
to �o Ia congelacl6n y of seca�o . 15 Por silo as proce�i6 a oomprobar
Is capsci�a� �o Is caps part tracer on me�ic selectivo (sustrato lig-
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nocelulbsico): Los resulta�os �el crecimiento �o Is caps Iiofiliza�a
Begun Its �istintas variant** on comparacl6n con Is ceps sin lio-
filizar, on me�ic minimo y meollo 0,5 % se muestran en la Tabla III.

Viabili�a� (%)

IM

60H

20H

„ Variante 2o Variante 6

F/1I	
9 t (meses )

Fig . 2. Niveles �e viabili�a� a �iferentes tiompos �o almac ena-
miento pare Ampules ilofiliza�as segun las variantes 2 y 6

TABLA III
Crecimiento �o Is ceps Cellulomonas sp. llbc antes y �espubs �e

Iiofiliza�a on me�ic salino MO + meollo 0,5 %

No existieron �iferencias significative* entre lot parflmetros
evalua�os pare Is cape Iiofiliza�a on comparacl6n con Is ceps sin
liofilizar. Por en�s, al pareoer, las caracterfsticas �o crecimlento no
as afectaron por Ia liofilizaci6n .

CONCLUSIONES
Do acuor�o con las variantes analiza�as, lasmejores con�iclo-

nes �e Iiofiliza�6n resultaron Ia sacarosa-golatina como me�ic �e
suspensi6n, Is congela�bn semilonta y Ia r hl�rata�6n on mo�lo
salino MO. La variants 6 (sacarosa- gelatin&, congsla�6n seml-
lenta y ms�io �o rehi�rata�6n cal�o nutrients) tambl6n ofreci6
buenos resulta�os.

Variante Absotbancia

final
Masa

seta

(g/L)

Consumo

�e sustrato

(%)

1,2 1,0 58,1
2 1,1 0,9 59,0
3 1,3- 1,1 61,1
4 i,i 1,0 60,2
5 1,4 1,1 60,4
6 1,4 1,2 61,2
7 1,1 1,0 59,3
8 1,0 0,9 58,9

sin liofilizar 1,3 1,0 60,1

Coeficiente Valor Signiricaci6n

b 0 62,71 -

b l 28,34 sf

b2 -3,89 sf
b3 -5,44 $ f
b 12 -5,06 sf
b13 7,99 sf
b23 -1,39 no

b123 3,94 sf



Despuas �e 9 meses �e almacenamiento a 10 °C Is viabili�a�
en las ampulas liofiliza�as con las mejores variantes se mantuvo en
buenos niveles (18 y 10 96) .

La capaci�a� �e crecimiento �e la ceps en meollo no se afect6
�espubs �e la liofilizaci6n, en ninguna �e las variantes emplea�as .
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