ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA INGENIERIA EN INDUSTRIAS PECUARIAS

“EFECTO DE TRES CRIOPROTECTORES EN BACTERIAS
ACIDO LACTICAS OBTENIDAS DEL SUELO DE RIO NEGRO,
BANOS”

Trabajo de Titulacion

Tipo: Trabajo Experimental

Presentado para obtener al grado académico de:
INGENIERA EN INDUSTRIAS PECUARIAS

AUTORA: JOSSELIN KATERINE CHACHA GUAMAN
DIRECTOR: Ing. CESAR IVAN FLORES MANCHENO PhD.

Riobamba — Ecuador
2022



© 2022, Josselin Katerine Chacha Guaman

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo cita bibliogréafica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho del Autor.



Yo, JOSSELIN KATERINE CHACHA GUAMAN, declaro que el presente Trabajo de Titulacion
es de mi autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento que

provienen de otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.

Como autora asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de
Titulacion; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Riobamba, 22 de diciembre de 2022

IEN_

.

\ S

Josselin Katerine Chacha Guaman
060624184-9



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
CARRERA INGENIERIA EN INDUSTRIAS PECUARIAS

El Tribunal del Trabajo de Titulacion certifica que: El Trabajo de Titulacion: Tipo: Trabajo
Experimental, “EFECTO DE TRES CRIOPROTECTORES EN BACTERIAS ACIDO
LACTICAS OBTENIDAS DEL SUELO DEL BOSQUE PRIMARIO RIO NEGRO,
BANOS”, realizado por la sefiorita: JOSSELIN KATERINE CHACHA GUAMAN, ha sido
minuciosamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de Titulacién, el mismo que
cumple con los requisitos cientificos, técnicos, legales, en tal virtud el Tribunal Autoriza su

presentacion.

FIRMA FECHA
Ing. Paola Fernanda Arguello Herndndez MSc. ' ' ‘ 2022-12-22
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL
Ing. Cesar Ivan Flores Mancheno PhD. /4" P 4 2022-12-22
DIRECTOR DEL
TRABAJO DE TITULACION
Ing. Byron Leoncio Diaz Monroy PhD. o 2022-12-22

ASESOR DEL TRABAJO DE
TITULACION



DEDICATORIA

A Dios quien ha sido mi guia, fortaleza y su mano de fidelidad, amor han estado conmigo hasta
el dia de hoy. A mi hermana quien ha sido ejemplo de lucha y perseverancia, estuvo guidndome
a cada paso que daba, aunque muchas veces pareciera que estuviéramos peleando, hay momentos
donde el fuego desaparece y nos unimos en una sola persona para poder alcanzar todos nuestros
objetivos. Gracias no solo por ser parte fundamental de este gran logro, sino también por todos

aquellos momentos bonitos que pasamos a lo largo de todo este proceso.

Josselin



AGRADECIMIENTO

A Dios quien ha sido mi guia, fortaleza y su mano de fidelidad, amor han estado conmigo hasta
el dia de hoy. A mi hermana Silvia Alexandra por su amor y apoyo incondicional, durante toda
mi vida por estar conmigo en todo momento gracias porque con sus consejos y palabras de aliento
hicieron de mi una mejor persona, gracias por acompafarme en todos mis suefios y metas. A mis
sobrinas Sara, Abigail y Ainoha quien con sus ocurrencias no me dejaron desistir y ayudaron a
perseguir mis suefos.

Finalmente, a mis amig@s Gema, Sofia y Luis por apoyarme cuando mas los necesitaba, por

extender su mano en momentos dificiles y por el carifio brindado cada dia.

Josselin



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS. ...ttt esa st IX
INDICE DE ILUSTRACIONES.......ooiiieieieieie ettt sas s s, X
INDICE DE ANEXOS ...ttt asas s asss s s s Xi
RESUMEN ..o Xii
ABSTRACT L. Xiii
INTRODUGCCION ..ottt s 1

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL .......oooveveieeeeeeee oo es s 3
1.1. MELOAOS dE CONSEIVACION .....viieiiiiicie et 3
1.1.1.  Maétodos de conservacion a largo plazo ..........ccccccevvveiiiiiiiicsc s 3
0 1 T I 1) 1 2 1o [ OO SRURSRSRSRRN 3
1.1.2. Métodos de conservacion @ mediano Plazo..........coccveeereiieiienee s 3
1.1.2. 1. CONQEIACION ...ttt et 3
1.1.3. Métodos de conservacion @ COrto PlAz0.........ccouevreririerininiee s 4
IR TR U o o | 1Y SR 4
1.1.3.2.  Conservacion por suspension en agua destilada o en agua de mar estéril.................. 4
1.1.3.3.  Desecacion en papel de filtro...........cooiiiiiiiiie s 4
1.1.3.4. Desecacion en suelo, arena, Silicagel..........ocoveiiiiiiiiii i 4
1.1.3.5.  Desecacion en bolitas de alginato ...........ccceoeiriiriiiiinee s 4
1.2. (O o] o] 0] (=101 (0] =1 J SRS U USSR 5
1.2.1. Caracteristicas de 10S CriOPrOtECIOTES........ccvveveiiiiieiecte e 5
1.2.2. Agentes crioprotectores Permeables ... 5
1220, GHICEION...eiiiiiiieeee ettt sttt re s 6
1.2.2.2. ELHENGIICOL ...t 6
1.2.2.3. Dimetil sSUIfOXidO (DMSO) ....cuviiiiieciece ettt e 6
1.3. Bacterias ACIA0 TACHICAS. ........cucvvirieeiee e 7
1.3.1. Caracteristicas macroscOpicas de 1aS BAL .......ccocvevvvreienerieiee e 7
1.3.2. Viabilidad de 18S BAL ........ooiiiie e e 8
1.3.3. Dinamica de crecimiento de las Bacterias acido lACtiCas............ccccvevevericricvenanns 9

CAPITULO Il

Vi



2.

2.1.
2.2.
2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.4.

2.4.

2.4.1.
2.4.2.

2.5

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.

2.6.

2.6.1.
2.6.2.
2.6.3.
2.6.4.
2.6.5.

METODOLOGIA . ......ooooeeeeeee ettt 12

Localizacion y duracion del eXperimento .........ccccooeireenneieinee s 12
Unidades EXPerimentales. ..........oooiiiiiiiiiieecsesese e 12
Materiales, equip0S € INSTAIACIONES ..........coveiiiiiiiiiie s 12
o 0= = LRSS 12
EQUIDOS. .. 13
FNSUIMIOS 1.ttt bbbttt bt bbbt e b et b e bt b e et e sbesbe et 13
REACTIVOS ...ttt bbb bbbt sttt e 13
Tratamiento y diSefio eXPerimental .........c..ccccveiiii i 13
Esquema del eXPErimMENTO.......c.ciiiieee et st 14
Analisis estadisticos y pruebas de significancia ...........c.ccoccvvvvivii i, 14
Mediciones EXPEerimentales .........cccoeiiiieiiiicic et 14
Caracteristicas macroscopicas de las bacterias acido IACticas..........cccccvvvevieveceennens 14
Viabilidad de las bacterias 4Cido 1ACLICAS..........cccvriviieieiieee e 15
Din&mica de crecimiento de las bacterias &cido IACtICaS ..........cccvvvvvererercricieie, 15
Procedimiento EXPerimental ... 15
YT 4] o] - USSR 15
Aislamiento de MICroOrgaNISIMOS ......c.ueivereieieirierie sttt 15
Conteo de Bacterias ACId0 TACHICAS .......cceerririiiiiiiee s 15
Recuento en placa a 1as 72 NOras. ... 16
Conservacion de cepas @iSIadas ...........ccouerrirriiiinee s 16

CAPITULO 11l

3.1.
3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.

3.3.

3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.

3.4.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.......cooovoveeeeeereeeeeerees 17
Caracterizacion Macroscépica de las colonias de bacterias acido lacticas ............ 17
Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 0,7, 15, 30 dias .....ccoovveveevvveveeennnen. 18
Viabilidad de las bacterias acido l1acticas @ 10s 0 dias ........cccccoevvivieienenennieeee, 18
Viabilidad de las bacterias acido l1acticas @ 10S 7 dias ........ccccooeverivieiienenenncceee, 19
Viabilidad de las bacterias acido l1acticas @ 105 15 dias ........ccoovevvrivrevienenenierieceene, 20
Viabilidad de las bacterias acido lacticas @ 10s 30 dias ........cccoevvrvrevienenennieeeene, 21
Din&mica de crecimiento de las bacterias acido 14CtiCas...........ccoovvvrvrerercieianns 22
Din&mica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 0 horas...................... 23
Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 24 horas.................... 23
Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 72 horas.................... 25
Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 96 horas.................... 26
pH de la solucion de bacterias acido I&CtICaS ............cccevevieicieiicce e 27

vii



CONCLUSIONES..........
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-2:  Esquema del XPErimENtO.........cccoieireieieiiisesieste et 14
Tabla 2-2:  ANALISIS U8 VAITANZA........ccveeiieieiiesieieieeee sttt sre st e ee e eeneasaaneas 14
Tabla 1-3: Viabilidad de las Bacterias acido [ACtICaS..........ccccvvererericiieiei e 18
Tabla 2-3: Din&mica de crecimiento de las bacterias acido 14CtiCas..........ccocvvirereieiniinininns 23
Tabla 3-3: pH de las soluciones con CrHOPrOtECOES ........ccccevveviiieevieieeie e sre e 28



INDICE DE ILUSTRACIONES

lustracion 1-3:  Viabilidad a los 7 dias de las BAL por efecto de diferentes crioprotectores. 19

lustracion 2-3: Viabilidad a los 15 dias de las BAL por efecto de diferentes
(oo o] 0] (<TI0t 0] 1T USSP PP PP PPRPRPRPIN 20
lustracion 3-3: Viabilidad a los 30 dias de las BAL por efecto de diferentes
Lot o] o1 (0] (=101 (0] £ PR 21

lustracion 4-3: Comportamiento de la viabilidad de las BAL con diferentes crioprotectores de
acuerdo al periodo de evaluacion. ...........ccccoveviiieiecicie e 22
lustracion 5-3: Dindmica de crecimiento de las BAL a las 24 horas por efecto de diferentes
(o 0] 01 10] (=101 (0] £ RS PRRR 24
llustracion 6-3: Dindmica de crecimiento de las BAL a las 72 horas por efecto de diferentes
(o 0] 01 (0] (=101 (0] £ SRS 25
llustracion 7-3: Dinamica de crecimiento de BAL a las 96 horas por efecto de diferentes
CIIOPIOTECTONES. ...ttt nre s 26
lustracion 8-3: Comportamiento de la dindmica de crecimiento de las BAL utilizando
diferentes crioprotectores en funcion del periodo de evaluacion. ................. 27
llustracion 9-3:  Comportamiento del pH de las BAL con diferentes crioprotectores por efecto
del periodo de evaluaCion.............ccceiriiininei e 28



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A:
ANEXO B:

ANEXO C:

ANEXO D:

ANEXO E:

ANEXO F:

ANEXO G:

ANEXO H:

ANEXO I:

ANEXO J:

ANEXO K:

ANEXO L:
LACTICAS

DATOS REGISTRADOS SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL EN DIAS.
DATOS REGISTRADOS SOBRE LA DINAMICA DE CRECIMIENTO EN
LAS BAL EN DIAS.

ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL ALOS 7
DiAS.

ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL A LOS
15 DIAS.

ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL A LOS
30 DIAS.

ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL A
LAS 24 HORAS

ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL A
LAS 72 HORAS

ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL A
LAS 96 HORAS
SIEMBRA DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

RECUENTO DE LAS PLACAS DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS
CONSERVACION DE LAS PLACAS DE LAS BACTERIAS ACIDO

Xi



RESUMEN

El presente trabajo experimental se realizd con el objetivo de evaluar el efecto de tres crio
protectores (glicerol, dimetil Sulfoxido y etilenglicol) en bacterias acido lacticas obtenidas del
bosque primario de Rio Negro, en lo que tiene que ver en la viabilidad en los dias: 0, 7, 15y 30
dias y su dindmica de crecimiento. Se utilizé 1.5 ml de muestras del suelo por cada repeticion, la
cual contara de 5 repeticiones siendo en total de 22.5 ml. Se aplicd un disefio experimental DCA
con un solo factor, los resultados experimentales obtenidos fueron sometidos a analisis de
varianza, separacion de medias (Prueba de Tukey con un valor P <0.05) y estadistica descriptiva.
De acuerdo a nuestros resultados las caracteristicas macroscopicas de las colonias BAL presentan
una forma redonda puntiforme, un color blanco cremoso y un aspecto entero y un tamafio de 1,2
mm. Con respecto a la viabilidad de las BAL el mejor fue el crioprotector glicerol ya que presento
a los 0 dias 0,00 UFC/mL; a los 7 dias 71.20 UFC/mL, a los 15 dias de 154.40 UFC/mL y
finalmente a los 30 dias de 174.20 UFC/mL. En lo referente a la dindmica de crecimiento de las
bacterias acido lacticas al emplear el glicerol obtuvo un mejor crecimiento de las BAL en las que
presento a las 24 horas 9.8 UFC/mL, a las 72 horas 19,0 UFC/mL y a las 96 horas de 35,4 UFC/m.
Por lo que se recomienda emplear el glicerol como crioprotector para el desarrollo y crecimiento
de bacterias acido lacticas.

Palabras clave: <GLICEROL>, <ETILENGLICOL >, <DIMETIL SULFOXIDO>,
<CRIOPROTECTORES >, <BACTERIAS ACIDO LACTICAS>.
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Xii



ABSTRACT

This experimental work was carried out with the objective of evaluating the effect of three
cryoprotectants (glycerol, dimethyl sulfoxide and ethylene glycol) on lactic acid bacteria obtained
from the primary forest of Rio Negro, with regard to viability at days 0, 7, 15 and 30 days and
their growth dynamics. A total of 1.5 ml of soil samples were used for each repetition, which
consisted of 5 repetitions, with a total of 22.5 ml. A DCA experimental design with a single factor
was applied. The experimental results obtained were subjected to analysis of variance, separation
of means (Tukey's test with a P value < 0.05) and descriptive statistics. According to our results
the macroscopic characteristics of BAL colonies present a round punctiform shape, a creamy
white color and an entire appearance and a size of 1.2 mm. Regarding the viability of the LAB,
the best was the cryoprotectant glycerol since it presented at 0 days 0.00 CFU/mL; at 7 days 71.20
CFU/mL, at 15 days 154.40 CFU/mL and finally at 30 days 174.20 CFU/mL. With regard to the
growth dynamics of lactic acid bacteria, the use of glycerol resulted in a better growth of LAB,
with 9.8 CFU/mL at 24 hours, 19.0 CFU/mL at 72 hours and 35.4 CFU/mL at 96 hours. Therefore,
it is recommended to use glycerol as a cryoprotectant for the development and growth of lactic
acid bacteria.

Keywords: <GLYCEROL>, <ETHYLENGLICOL>, <DIMETHYL SULPHOXIDE>,
<CRYOPROTECTORS>, <ACID-LACID BACTERIA>.

0124-UPT-DBRA-2023

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco MsC.
0602698904
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INTRODUCCION

La técnica de crioconservacion involucra el uso de crio protectores, vitrificacion, deshidratacion,
encapsulacion, micro goteo y micro placas (Ribeiro et al. 2014, p. 33).; los cuales tienen el objetivo de
proteger y evitar dafio letal en las membranas celulares, y eliminar asi el efecto negativo sobre la
viabilidad posterior a la crioconservacion. Existen crioprotectores de bajo peso molecular y
permeables como el etilenglicol, propilenglicol, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol y otros
alcoholes; los de bajo peso molecular y no permeables como glucosa, sacarosa, trehalosa y
prolina; los de alto peso molecular y no permeables como la polivinilpirrolidona, alcohol

polivinilico, hialuronidato de sodio y otros polimeros (Carrillo et al. 2016, p. 43).

Estos tienen la propiedad de incrementar la osmolaridad celular, la viscosidad y deshidratar,
disminuyendo el punto de congelacién e inducir la vitrificacién; todo esto con la finalidad de
evitar el dafio por formacion de cristales de hielo durante la congelacién ((Dominguez et al 2020, p.
3).Muchas técnicas de crioconservacion incluyen un paso inicial para reducir el contenido de agua
en los tejidos (deshidratacion) e incrementar la viscosidad interna del citoplasma (mediante los
crio-protectores), un segundo paso es el congelamiento rapido en nitrégeno liquido y el tercero
involucra el descongelamiento rapido (Apaza et al. 2020, p. 18).

Por otro lado, durante el congelamiento y descongelamiento en los tejidos se puede llegar a
producir dafio a las membranas, dando un incremento del eflujo de iones y solutos organicos a
través de las membranas celulares. El cation mas importante que pierde la célula es el K+. Pocos
reportes existen acerca del analisis de la pérdida de iones relacionado con el dafio en los tejidos

debido a los protocolos de crioconservacion (Ramirez et al. 2011, p. 137).

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por varios géneros
con caracteristicas fisiol6gicas morfoldgicas y metabdlicas en comun. En general las BAL son
cocos 0 bacilos Gram positivos, no esporulados, no moviles anaerdbicos (Tabarez, 2014, p. 36). Las
BAL estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos alimentos,
tierra, plantas verdes, asi como también del tracto digestivo y vagina de mamiferos entre otras

fuentes (Moreno & Velarde, 2016, p. 19)



Por todos estos aspectos y consideraciones la presente investigacion plantea los siguientes

objetivos
Objetivo General:

e Evaluar el efecto de tres crio protectores (Glicerol, Dimetil Sulfoxido y Etilenglicol) en

bacterias acido lacticas obtenidas del bosque primario de Rio Negro, Bafios

Objetivos Especificos

e ldentificar caracteristicas macroscopicas de las colonias de bacterias &cido lacticas (forma,
color y tamafio).

e Determinar la viabilidad de las bacterias acido lacticas aisladas del suelo del bosque primario
de Rio Negro, Bafios con crio protectores (glicerol, etilenglicol y dimetil sulfoxido) durante
0,7, 15, 30 dias.

e Establecer la dindmica de crecimiento de las bacterias acido lacticas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. M¢étodos de conservaciéon

La preservacién de los microorganismos es de gran relevancia para mantenimiento de cultivos
microbianas, sin que estas alteren sus caracteristicas tipicas (genéticas), ni pierda la viabilidad y
conserven su pureza en el transcurso de periodos largos de tiempo; por esto se han desarrollado
diferentes métodos que permitan conservar los microorganismos, para luego ser empleados en

futuras investigaciones (Osorio et al. 2011, p. 35).

1.1.1. Métodos de conservacion a largo plazo

1.1.1.1. Liofilizacién

Segun Minguez & Garcia (2012) en su investigacion evaluacion de técnicas de conservacion para
microorganismos de importancia en microbiologia industrial menciona que la liofilizacion
consiste en un proceso mediante el cual el agua es retirada de un producto congelado por

sublimacion bajo presion reducida

Este proceso se realiza en tres fases: primero el producto es pre congelado para asegurar una
estructura inicial s6lidamente congelada, después se procede con el secado primario durante el
cual el 90 a 95% de agua es retirada y finalmente el producto es sometido a un secado secundario

para retirar el agua restante (Ramirez et al. 2011, p. 136).

1.1.2. Métodos de conservacion a mediano plazo

1.1.2.1. Congelacién

La congelacion bacteriana es un método fisico-quimico que permite conservar microorganismos
viables a temperaturas entre -20°C y -80°C por un tiempo sin sufrir cambios genotipicos. En este

proceso se involucra el agua como microambiente y es ella la que cambia su estado liquido a

solido.



Las bacterias inmersas en este medio deben adaptarse a las condiciones de este nuevo ambiente,
transformar la velocidad de su metabolismo, conservar su viabilidad y evitar los dafios

ocasionados por la aparicion de cristales de hielo formados por el cambio de temperatura (Gato,
2010, p. 190).

1.1.3. Métodos de conservacion a corto plazo

1.1.3.1. Subcultivos

Es el método clésico para la preservacion de los microorganismos. En éste, el microorganismo en
cuestion se siembra en su medio adecuado y una vez crecido se guarda a 4°C, Se mantiene unos
dias para su uso y se vuelve a resembrar en periodos cortos no mayor a un mes. Si se va a utilizar

este método es aconsejable retardar el envejecimiento y alargar los periodos entre dos resiembras
(Acosta, 2019, p. 12).

1.1.3.2. Conservacién por suspension en agua destilada o en agua de mar estéril

Es un método alternativo muy utilizado y que da altos porcentajes de viabilidad en diversos tipos
de microorganismos, tanto hongos filamentosos como levaduras y algunas bacterias. Consiste en

suspender en agua estéril unas cuantas células del cultivo que se quiere conservar (Andrade, 2013,
p. 18).

1.1.3.3. Desecacion en papel de filtro

Segun Hernandez et al. (2018) se utiliza un papel bastante absorbente Whatmann N° 3 que se impregna
con una solucién muy densa de células y se deja secar al aire (en condiciones estériles). El vacio
producido por el liofilizador deseca las células, pero hay que restringir que un vacio excesivo
provoque evaporacion brusca con ebullicion o que la temperatura disminuya demasiado,

ocasionando la congelacién incontrolada de las células (vélez et al. 2021, p. 3).

1.1.3.4. Desecacion en suelo, arena, silicagel

Se afiaden las células a estos sustratos que las cubriran al desecar. Los microorganismos

productores de esporas se pueden conservar durante bastante tiempo por este método (Acosta, 2019,
p. 13).

1.1.3.5. Desecacion en bolitas de alginato



Este es un proceso bastante eficaz. Las células se localizan en una matriz de alginato y la supresion
del agua se hace por tratamiento con soluciones hiperténicas sucesivas y posterior desecacion al
aire hasta que se pierde un 70% de su contenido en agua (Pérez et al. 2016, p. 106). Estas bolitas de
alginato se pueden preservar en tubos cerrados herméticamente y a temperaturas de entre 4°C y
18°C, se podréa guardar incluso a —80°C debido al bajo contenido en agua de las células y la

proteccion que suministra el soporte de alginato (Paniagua et al. 2017, p. 420).

1.2. Crioprotectores

Son sustancias utilizadas para la proteccion de células o tejidos del dafio que se produce durante
los procesos de congelacion y descongelacion debidos principalmente a la formacion de hielo
(Ruiz et al. 2015, p. 50). Los crioprotectores alteran las propiedades fisico-quimicas de las soluciones.
Son moléculas hidrosolubles y de baja toxicidad que actdan disminuyendo el punto eutéctico de
las soluciones (Apaza et al. 2020, p. 17). Estos se pueden clasificar en dos grupos en funcién de la
permeabilidad que posean para atravesar la membrana celular; crioprotectores permeables y no

permeables (Duarte et al. 2020, p. 193).

En una investigacion realizada por Naranjo et al. (2018) objetivo evaluaron la conservacion de las
cepas de BAL por el método de congelacion durante un periodo de dos meses, utilizando tanto el
aceite mineral como el glicerol resultaron ser buenas sustancias crioprotectoras, demostrando asi
que la conservacion por congelacion es un método de gran utilidad que garantiza la viabilidad y

disponibilidad de las cepas para diversos estudios.

1.2.1. Caracteristicas de los crioprotectores

Los crioprotectores suelen ser un fluido, reduce el dafio por congelaciéon del proceso de crio
preservacion. Los crioprotectores deben ser bioldgicamente aceptables, poder penetrar en las
células y tener baja toxicidad. Se han desarrollado varios crioprotectores y se utilizan para reducir
la cantidad de hielo formado a cualquier temperatura, segun el tipo de celda, la velocidad de

enfriamiento y la velocidad de calentamiento (Ribeiro et al. 2014, p. 32).

1.2.2.  Agentes crioprotectores permeables

Los crioprotectores permeables son de bajo peso molecular y son capaces de penetrar en el interior
de las células. Los mas comunes son los glicoles como el etilenglicol (EG), el propanodiol

(PROH) o el glicerol y el dimetil sulfoxido (DMSQO). La capacidad de cada uno de estos



compuestos para proteger una célula de los efectos mecénicos y osméticos de la congelacion

depende de varias propiedades (Ramonez et al. 2017, p. 109).

Actuan principalmente por los siguientes mecanismos: bajan el punto de congelacion, interacttan
con la membrana manteniendo su estructura y previenen la exposicion a altas concentraciones de
electrolitos ya que son capaces de unirse a €stos (Cruz et al. 2016, p. 153). L0os agentes permeables
deben ser altamente solubles en agua a bajas temperaturas, capaces de atravesar facilmente las

membranas bioldgicas e, idealmente, minimamente tOXicos (Herrera et al. 2019, p. 2)

1.2.2.1. Gilicerol

Es un liquido viscoso incoloro e inodoro del compuesto de poliol simple (alcohol de azucar). El
glicerol tiene buenas propiedades cosmotrdpicas; forman enlaces de hidrdégeno con las moléculas
de agua. Esta condicion dificulta la formacion de cristales de hielo por mezcla (70 % de glicerol
y 30 % de agua), a menos y hasta que la temperatura sea muy baja, como -37,8 °C. En
comparacion con otros crioprotectores, el glicerol es menos tdxico en altas concentraciones.
Ademas, glicerol no es un electrolito y, por lo tanto, puede actuar reduciendo la concentracion de
electrolitos en la solucién descongelada residual dentro y alrededor de una celda a cualquier

temperatura dada. Es ampliamente utilizado en el almacenamiento de bacterias y esperma animal
(Lazo et al. 2017, p. 39)

1.2.2.2. Etilenglicol

El etilenglicol altera los enlaces de hidrégeno cuando se mezcla con agua. El etilenglicol
purificado tiene un punto de congelacion de aproximadamente -12 °C, pero después de mezclarlo
con un 40 % de agua y un 60 % de etilenglicol, el punto de congelacién de la mezcla se reduciria
y la mezcla se volveria incapaz de formar sustancias cristalinas. Esta condicion conduce a un
punto de congelacion transformado a -45°C. Esta propiedad del etilenglicol lo convierte en el
candidato més eficaz para la crioproteccion. Pero se observo cierta toxicidad para el etilenglicol,
como irritacion gastrointestinal, edema pulmonar e inflamacion pulmonar, asimismo puede ser

una alternativa para los protocolos de criopreservacion de microorganismos (Joo & Dupré, 2012, p.
76).

1.2.2.3. Dimetil sulféxido (DMSO)

Basicamente, el DMSO es un compuesto organosulfurado de formula (CHs).. También es un

solvente apratico polar que puede disolver compuestos polares y no polares y puede ser facilmente
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miscible con una amplia gama de solventes orgénicos y con agua. El DMSO tiene una
citotoxicidad menor, lo que lo convierte en un candidato méas destacado para la
crioconservacion. A cualquier temperatura en particular, el DMSO reduce la concentracion
electrolitica en los contenidos enfriados residuales dentro y alrededor de una célula bioldgica,
durante la crioconservacion. Sin embargo, el aumento de células demarcadas alteradas debido a
la metilacion del ADN vy la alteracion de las histonas es un inconveniente de la crioconservacion
basada en DMSO. Asimismo, el DMSO tiene propiedades tipicas; se congela dentro de los
18,5°C. Esto significa que, por debajo de la temperatura ambiente, el DMSO se transforma en

solidos, y esta propiedad lo hace mas adecuado para crioprotectores (Atencio et al. 2013, p. 151).

1.3. Bacterias acido lacticas

Segun Sanchez & Ochoa (2018) las bacterias &cido lacticas son un grupo heterogéneo de organismos
gram positivos no esporulantes (cocos o bacilos) caracterizados por un metabolismo fermentativo

de azucares, con el acido lactico como producto principal.

Pueden ser anaerobicos, microaerdfilos o aerotolerantes, asi como catalasa y oxidasa negativos
se caracterizan morfolégicamente por bacilos largos o cortos. sin embargo, ademas, los cocos,
que se destacan como bacilos, en un solo plano, eventualmente forman cadenas o tetras y

filamentos, erréneamente llamados ramificados (Del Campo et al. 2018, p. 3).

1.3.1.  Caracteristicas macroscépicas de las BAL

Las caracteristicas macroscopicas abarcan la apariencia general de un microorganismo, incluida
su forma, tamafio, color y olor. A menudo, puede determinar el tipo de microorganismo
examinando las caracteristicas morfoldgicas/macroscdpicos generales en un cultivo de agar. se
debe tener una consistencia firme pero no dura, donde debe acceder a la presion, pero no estar
flexible (Lara & Alvarez, 2012, p. 402).

Segun (Lara & Marcelo, 2019, p. 32)en su estudio identificacion fenotipica de bacterias acido lacticas
menciona que las colonias de bacterias acido lacticas presentan caracteristicas propias como es el
color, tamafio, forma. El tamafio de las colonias tiene un didmetro de 0,1 a 5mm, el color es blanco

y crema, con una forma circular e irregular

Sanchez (2019) manifiesta en su investigacion caracteristicas macroscopicas preliminares de
bacterias acido lacticas, las colonias encontradas tienen un diametro menor a 2 mm, lisas, de

superficie plana a convexa, de bordes enteros y regulares, de aspecto cremoso.



De acuerdo a lo manifestado por Ortiz (2006) al caracterizar bacterias acido lacticas en las placas
de agar MRS, forman colonias cuyo tamafio sea de 1 a 2 mm, de color blanco cremoso, forma
redonda, puntiformes, bordes enteros, superficie convexa, consistencia butirosa o consistencia

hameda o lisa.

1.3.2. Viabilidad de las BAL

Santos at al (2020) realizaron en su trabajo de investigacion la evaluacion de la viabilidad del
Bacterias &cido lacticas sin procesos de conservacion, evaluando la viabilidad de las Bacterias
acido lacticas todas las semanas durante un mes en ambos productos, dando como resultado que
los que los alimentos mantuvieron un alto crecimiento de bacterias acido lacticas (> 106
UFC/mL).

Gutiérrez et al (2017) menciona en su estudio de la viabilidad de las bacterias acido-lacticas, para ello
se inocularon 1x102 UFC/mL en 250 realizando recuento de UFC cada 5 dias hasta el dia 15, con
ello los recuentos obtenidos después de los 15 dias de almacenamiento fueron de 11x108 UFC/mL
y 6.2x10° UFC/mL, con lo cual no se encontré ningtn efecto desfavorable sobre la viabilidad.

Segun Berny (1991) en su investigacion sobre la viabilidad de bacterias acido lacticas conservadas
por liofilizacion: efecto de agentes lioprotectores demuestra que la formulacion de miel al 10 %
+ leche descremada al 10 %, las bacterias acido lacticas son protegidas con la formulacién de
trehalosa 10 % + leche descremada 10 %, reportaron un porcentaje de viabilidad del 21 %. Dado
que los resultados con la formulacion de trehalosa al 10 % fueron mejores (92,24 %), se puede
suponer que la leche descremada es el agente responsable de la pérdida de viabilidad. Un efecto
similar se prueba cuando se emplea leche descremada con C. necator demostrando una
disminucién del 11 % en la viabilidad, relacionado con el uso de la miel como Unico agente

lioprotector.

Castro & Hernandez (2000) menciona en su investigacion sobre el manual sobre conservacién de
microorganismos que después de preservadas y conservadas las bacterias acido lacticas se ha
evidenciado que la mejor condicién de conservacion fue aquella donde se utiliz6 Glicerol al 7%.
En este estado se obtuvo un porcentaje de viabilidad de 98,7% (2,10x10%) en glicerol al 7%,
89,6% (1,9x10*2) en Leche Descremada al 20% y 76,4% (1,6x10'?) en Papel de filtro N°4 al afio

de conservacion.



Sosa et al (2011) realizaron la evaluacion del método de conservacion en papel de filtro en bacterias
acido lacticas, donde se determind la viabilidad, presentaron una viabilidad de 108 UFC/mL, estos
mismos autores catalogan el método de conservacion utilizado en la categoria de mediano plazo,
pues en este grupo se encuentran las células conservadas que permanecen viables de dos a cinco
afios, tanto las caracteristicas morfolégicas de las colonias de bacterias acido lacticas no

mostraron variaciones.

Huertas et al. (2006) compararon distintos métodos de conservacion, papel de filtro y
criopreservacion, sobre la viabilidad en las cepas de bacterias acido lacticas, pertenecientes al
banco de cepas y genes del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia
(IBUN) concluyendo que la criopreservacion era el mejor método para viabilidad, con un
porcentaje de recuperacién mayor al 50 % a las 24 horas de conservado. Al igual que Ortiz et al
(2016) quienes evaluaron diferentes métodos de conservacion siendo estos de congelacién y
liofilizacion por periodos de conservacion a corto, mediano y largo plazo para la viabilidad de las
BAL, estableciendo que la viabilidad de las BAL se mantuvo estable en los métodos de glicerol

30 % (p/v) y liofilizacion.

Bagatolli (2017) evaluaron la viabilidad de las BAL, mediante el método de conservacién de
transferencia periodica al cabo de 24 horas, 1, 3, 6 y 15 meses. Todas se mantuvieron estables,
puras y presentaron un porcentaje de recuperacion mayor al 50 % a los 6 meses y el 67 % de ellas
a los 15 meses. Por lo que el método de conservacion utilizado permite preservar bacterias, al

menos por el periodo de tiempo evaluado.

1.3.3. Dinamica de crecimiento de las Bacterias acido lacticas

En un estudio realizado por Ramirez & Vélez (2016) donde las curvas de crecimiento con respecto al
tiempo (0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) para bacterias acido lacticas seleccionadas, en donde se
observo los valores mas altos (> 0.35 ht) para las cepas que corresponde a bacterias acido lacticas
(Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus plantarum y Lactococcus lactis ssp.
Lactis) y menores tasas de crecimiento (0.24 h* y 0.35 h?) para las cepas (Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus plantarum).

Segun Prescott (2000) en su estudio de la capacidad de crecimiento en bacterias acido lacticas
meciona las dindmicas de crecimiento de bacterias &cido lacticas en caldo MRS vy glicerol. Las
colonias tuvieron un comportamiento similar y al parecer sus fases de adaptacion son inferiores a
0.5 h. A partir de este tiempo hasta aproximadamente las 4.0 h se visualizo la fase exponencial,

posteriormente se observo una fase de desaceleracion y después de las 6 h de cultivo alcanzaron
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la fase estacionaria. Las velocidades méximas de crecimiento de las cepas fueron de 0.5 h-1y los
tiempos de duplicaciéon de 1.3 h, lo que estd en correspondencia con lo informado para las
bacterias lacticas. (Prescott, 2000, p. 84).

Castro & Hernandez (2000) mencionan en su investigacion de la dindmica poblacional de bacterias
acido lacticas liofilizadas que durante el proceso de preservacion con agentes lioprotectores, en
todos los medios de cultivo el mayor recuento microbiano se observo a las 48 h. EI mayor recuento
celular se obtuvo en el medio Elliker (Streptococcus, Lactococcus, Leucocito, lactobacilos),
seguido en orden descendente en los medios MRS (lactobacilos), APT(bacilos) y M17
(estreptococos lacticos). Una reduccidn del crecimiento se visualizo a las 120 h colonias restantes,
con excepcion del medio APT.

En su estudio Martinez et al (2016) sobre la dinamica poblacional y aislamiento de bacterias &cido
lacticas utilizando el método de conservacion por desecacién en papel de filtro, obtenido en las
24 horas una poblacién de (6 x 10° UFC mL™?), posteriormente disminuyd, sin detectarse después
de las 48 h. Por su parte Por su parte Burguet & Sierra (2012) demuestran que, para el mantenimiento
de cepas de BAL, conservadas por el método liofilizacion, resulta conveniente emplear MRS
como medio de crecimiento y glicerol como sustancia lioprotectora, donde estudiaron la dinamica

de crecimiento. La misma que alcanzé su pico maximo en las 96 horas siendo esta 96 UFC/mL.

La velocidad de crecimiento exponencial se expresa como tiempo de generacién (G) y este se
denomina como el tiempo que tarda una poblacion en duplicarse. Los tiempos de generacion
varian entre los microorganismos, algunos crecen rapidamente y tiempos de generacion de unos

30 minutos y otros tienen tiempos de generacién de varias horas o incluso dias (Patifio, 2018, p. 4).

Para establecer la dindmica de crecimiento se usa la formula del modelo de crecimiento primario
de Baranyi y Roberts este es un modelo que se fundamenta en la dindmica de poblaciones
microbianas, que relaciona la velocidad méxima de crecimiento y el tiempo de latencia (fase lag),
y que permite cuantificar la cinética de crecimiento microbiano para obtener diferentes

parametros cinéticos Utiles (Ramirez & Vélez, 2016, p. 119).

= e Upax [1- {52} [N

qct+1 Nmas

Donde:
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N(t) = nimero instantaneo de microorganismos al tiempo t,
Mmax = velocidad méxima de crecimiento
Nmax = nimero maximo de microorganismos que el sistema puede soportar,

m = constante del modelo.
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El desarrollo de la presente investigacion se realizé en los laboratorios de Ciencias Bioldgicas de
la Facultad de Ciencias Pecuarias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en la
Provincia de Chimborazo, localizada en la region central de la serrania ecuatoriana; la misma que

tuvo una duracion de 30 dias.

2.2. Unidades Experimentales

Se utiliz6 un total de 60 unidades experimentales distribuidas en 3 tratamientos en cuatro tiempos,
con 5 repeticiones donde el tamafio de la unidad experimental fue de 1.5 ml de solucién de

bacterias acido lacticas

2.3. Materiales, equipos e instalaciones

2.3.1. Materiales

e Tubos de ensayo

e Tubos eppendorf

e Frascos de esterilizacion

e Perade goma

e Gradilla

e Pipetas 1ml

e Pipetas 10ml

e Portaobjetos

e Colorante principal: crital violeta
e Mordiente: Lugol

e Aceite de inmersion

¢ Colorante de contraste: safranina

e Mechero
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2.3.2. Equipos

e Balanza Analitica

e Agitador Vortex

e Microscopio

e Cuenta colonias

e Camara de flujo laminar

e Autoclave

2.3.3. Insumos

e Mandil
e Cofia
e (Guantes

e Mascarilla
e Alcohol
e Agua destilada

2.3.4. Reactivos

¢ Nitrogeno liquido
e Glicerol

e Dimetil sulféxido
e Etilenglicol

e Caldo MRS

e Agar MRS

2.4.  Tratamiento y disefio experimental
Se evalué el efecto de la utilizacion de diferentes crioprotectores (glicerol, etilenglicol y dimetil
sulfoxido) en el tiempo (0, 7 ,15 y 30 dias), por lo que las unidades experimentales se

distribuyeron bajo un disefio completamente al azar.

Yij= ptai+eij
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Donde

Yij= Valor estimado de la variable.
M = Media general.
ai =Efecto de los tratamientos

Eij= Efecto del error experimental.

2.4.1. Esquema del experimento

En el Tabla 1-2 se describe el esquema del experimento:

Tabla 1-2: Esquema del experimento

Tratamiento Cddigo Repeticion TUE* To.tal
(ml/solucion)/Trat
Glicerol T1 20 15 30
Etilenglicol T2 20 15 30
Dimetil sulféxido T3 20 15 30
Total, ml de solucion 90

*TUE = Tamario de la unidad experimental

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

2.4.2. Analisis estadisticos y pruebas de significancia

El esquema de analisis de varianza (ADEVA), se reporta en la (Tabla 2-2).

Tabla 2-2:  Analisis de varianza

Fuente de variacion Formula Grados de libertad

Total (n-1) 14
Tratamiento (t-1) 2
Error (n-1)-(t-1) 12

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

2.5 Mediciones Experimentales

Las mediciones experimentales que se consideran en esta investigacion fueron:

2.5.1. Caracteristicas macroscopicas de las bacterias &cido lacticas
14



e Color
e Forma

e Tamafio

2.5.2. Viabilidad de las bacterias acido lacticas

e Poblacion de bacterias acido lacticas de acuerdo al tiempo 0, 7, 15y 30 dias

2.5.3. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas

e Cargas microbiologicas a las 0,48 ,72 y 96 horas.

2.6. Procedimiento Experimental

2.6.1. Siembra

Para la siembra se utiliz6 Agar MRS el prepara 67.15 gramos del Agar MRS y se disuelve en 100
ml de agua purificada, se homogeniza y se esteriliza en el autoclave a 121°C por 15 minutos,
(Francisco Galindo Montero, 2016, p. 23). Las siembras se realizan en la cAmara de flujo laminar, con
todos los objetos necesarios completamente esterilizados para evitar cualquier tipo de
contaminacion en el momento de la siembra de las cepas (Francisco Galindo Montero, 2016, p. 23).

2.6.2. Aislamiento de microorganismos

Seleccionar las colonias con caracteristicas macroscopicas pertenecientes a las BAL de las placas
que fueron utilizadas para el recuento en agar MRS. Tomar cada colonia con el asa de inoculacion
y sembrar en 5 mL de caldo MRS esterilizado. Incubar a 37°C por 24h. Luego del periodo de
incubacion, tomar una muestra con el asa y sembrar por el método de agotamiento por estria en
agar MRS.

2.6.3. Conteo de Bacterias Acido lacticas

El conteo de unidades formadoras de colonia es un proceso gque se basa brevemente en: tomar un
mililitro de una muestra y depositarlo usando para ello una pipeta en un tubo conteniendo 9 ml
de una solucién esteéril, después de lo cual se lleva a vortex por 8 segundos, posterior a esto, 1 ml

de este tubo se remueve y se introduce en un segundo tubo conteniendo también 9 ml de solucién
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estéril. Este procedimiento se repitié hasta que la muestra estuviera diluida suficientemente (Pefia
et al.,, 2011, p. 8). Una vez sembradas las placas se llevan a incubar a 37°C durante 48 h para el

recuento de las bacterias meséfilas (Pefia et al., 2011, p. 8).

2.6.4. Recuento en placa a las 72 horas

Para el conteo, se colocaron en las placas petri invertida con la superficie de vidrio hacia arriba.
Con un contémetro manual se hizo el recuento de las colonias presentes en la placa, asimismo se
observé la morfologia de las colonias de bacterias como: forma, tamafo, borde, consistencia,

color

2.6.5. Conservacion de cepas aisladas

Para el almacenamiento a largo plazo, los cultivos puros de BAL se conservaron en caldo MRS

gue contenian glicerol, etilenglicol y dimetil sulfoxido al 7%.

e Procedimiento

Se realizé el cultivo en caldo MRS de las colonias bacterianas aisladas. Se mezclaron volimenes
iguales de cultivo y de los crioprotectores glicerol, etilenglicol y dimetil sulfoxido al 7%. Luego
de colocar las cepas BAL aisladas sobre el glicerol etilenglicol y dimetil sulfoxido, se agita de
manera constante para lograr una mezcla uniforme. Al final se distribuye 1mL la mezcla en tubos

Eppendorf, para su conservacion en nitrégeno liquido durante 30 dias (Mecanica et al., 2015, p. 32).
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CAPITULO Il

3. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1.  Caracterizacion Macroscdpica de las colonias de bacterias &cido lacticas

Las bacterias acido lacticas poseen las siguientes caracteristicas macroscépicas: forma redonda
puntiforme, un color blanco cremoso y un borde entero y un tamarfio de 1,2 mm al respecto indican
Lara & Alvarez (2012) indica que las caracteristicas macroscépicas abarcan la apariencia general de
un microorganismo, incluida su forma, tamafio, color y olor. Sanchez & Tromps (2014) mencionan
que las bacterias acido lacticas (BAL), son puntiforme, color blanco cremoso y con bordes enteros
De acuerdo con las caracteristicas macroscépicas de las colonias de las bacterias acido lacticas
presentan una forma redonda puntiforme, un color blanco cremoso y un aspecto entero. Esto
concuerda con lo reportado por Andino & Guasgua (2021) quienes describieron a las bacterias acido

lacticas de forma circular, de color blanco cremoso.

Similar a lo que alcanz6 ortiz (2016) quién realizo la identificacion bioquimica de bacterias acido
lacticas aisladas obtuvo una caracterizacion de las bacterias acido lacticas con un tamafio de 1 a
2 mm, de color blanco cremoso forma redonda puntiformes, bordes enteros. Ademas, Estrada et al
(2017) describe a las colonias acido lacticas pueden ser pequefias, entre dos y cinco mm, convexas,
suaves, con margenes enteros, opacas y de color blanco-lechoso. Lo cual va conforme con Cortez,
& Aranguren, (2014) quienes, en su estudio, sobre aislamiento e identificacién de bacterias acido
lacticas en suelos, dan a conocer que las bacterias acido lacticas son de color blanco; forma
circular, irregular o puntiforme y superficie convexa o concava. Y por lo reportado por Carrasco
(2019) quién realizo la identificacion fenotipica y genotipica de bacterias acido lacticas aisladas
encontrando caracteristicas primarias en las bacterias acido lacticas encontrando una forma:

circular o puntiforme, bordes: entero una elevacion: convexa y una textura: lisa.
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3.2.  Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 0,7, 15, 30 dias

Los resultados de la viabilidad de las bacterias acido lacticas determinadas en diferentes periodos
(0, 7, 15y 30 dias) se reportan en la tabla 1-3.

Tabla 1-3: Viabilidad de las Bacterias acido lacticas

Crioprotectores

E.E Prob.
Variable Glicerol Etilenglicol Dimetil sulfoxido
0 dias ausencia ausencia ausencia
7 dias 7120 b 3480 a 30,00 a 51 0,002
15 dias 140,40 b 66,00 a 3840 a 9,81 0,001
30 dias 17420 ¢ 8460 b 51,20 a 32,71 0,043

E.E: Error Estandar

Prob >0,05: No existe

Prob < 0,05: Existen diferencias estadisticas

Prob <0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con una letra iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

3.2.1. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 0 dias

Los resultados de la viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 0 dias segun la tabla 1-3, nos
demuestra que los valores obtenidos a las 0 horas no presentaron diferencias estadisticas (P>
0,05) entre medias, ya que todos los crioprotectores: glicerol, etilenglicol y dimetil sulféxido
presentaron viabilidad de 0,00 UFC/mL, lo que es confirmado Santos at al (2020) quienes realizaron
la evaluacion de la viabilidad de las bacterias acido lacticas en un periodo de un mes, el mismo
que el 0,00 UFC/mL. Asimismo, Castro & Hernandez (2000) mencionan que la viabilidad de las BAL
a los 0 dias se encontro en 0 cabe destacar que en esta investigacion se utilizé el crtiopreotector

Glicerol al 7%.
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3.2.2. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 7 dias
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llustracion 1-3: Viabilidad a los 7 dias de las BAL por efecto de diferentes crioprotectores.

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

En los 7 dias de las viabilidad, como se muestra en la (Tabla 1-3) se reportaron diferencias
significativas (p<0,05) entre medias, por efecto de la accion de diferentes crioprotectores,
determinandose, el resultado que la viabilidad méas baja es con la utilizacion del crioprotector,
dimetil sulfoxido (7%), con un valor de 30,00 UFC/mL, seguido por el etilenglicol (7%), con un
valor de 34,00 UFC/mL y la més alta de las BAL se da en con el crioprotector glicerol (7%),
con un valor de 71,20 UFC/mL (llustracién 1-3), con lo cual podemos concluir que a medida que
aumenta el tiempo la viabilidad de la bacterias acido lacticas también va en aumento. Esto
concuerda con lo reportado por Jalali et al. (2012) quienes realizaron la evaluacion de la estabilidad
de las bacterias acido lacticas donde utilizaron tres crioprotectores (glicerol, sacarosa y
etilenglicol) dando como resultados que mejoran la viabilidad de las bacterias acido lacticas
siendo el mejor crioprotector el glicerol. El glicerol ha sido uno de los materiales més aplicados
y utilizados para la conservacion de cultivos microbianos, ya que segln Terreros et al (2015) las
bacterias acido l&cticas conservadas en glicerol conservaran sus caracteristicas durante periodos

prolongados.
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3.2.3. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 15 dias
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llustracion 2-3: Viabilidad a los 15 dias de las BAL por efecto de diferentes crioprotectores

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

En las 15 dias de las viabilidad, como se muestra en la (Tabla 1-3) se reportaron diferencias
significativas (p<0,05) entre medias, por efecto de la accién de diferentes crioprotectores,
determinandose, el resultado que la viabilidad méas baja es con la utilizacién del crioprotector,
dimetil sulfoxido (7%), con un valor de 38,40 UFC/mL, seguido por el etilenglicol (7%), con un
valor de 66,00 UFC/mL y la mas alta viabilidad de las bacterias acido lacticas se da en con el
crioprotector glicerol (7%), con un valor de 140,20 UFC/mL (llustracion 2-3), con lo cual sigue
la tendencia de que la mejor viabilidad de las bacterias acido lacticas se da con el crioprotector
glicerol. Resultados obtenidos de la presente investigacion concuerdan con lo reportado por Saarela
et al. (2015) quienes probo la viabilidad de las bacterias lacticas en una concentracion de 6% del
crio protector glicerol obtenido a los 15 dias 160 UFC/mL, este mismo autor revelé un alto
numero y diversidad de bacterias del &cido lactico presentes en el suelo. Mismas que resultaron
ser positivas para la actividad de control biol6gico y/o la promocién directa del crecimiento de
las plantas.
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3.2.4. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a los 30 dias
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llustracion 3-3: Viabilidad a los 30 dias de las BAL por efecto de diferentes crioprotectores.

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

En las 30 dias de las viabilidad, se report6 diferencias significativas (p<0,05) entre medias, por
efecto de la accién de diferentes crioprotectores, determinandose, el resultado que la viabilidad
mas baja es con la utilizacion del crioprotector, dimetil sulfoxido (7%), con un valor de 51,20
UFC/mL, seguido por el etilenglicol (7%), con un valor de 84,60 UFC/mL y la més alta viabilidad
de las BAL se da en con el crioprotector glicerol (7%), con un valor de 174,20 UFC/mL
(Nustracion 3-3), es decir que el mejor crioprotector es el glicerol para mantener la viabilidad de
las bacterias acido lacticas . Esto es similar a lo reportado por Gutiérrez et al (2017) donde en su
investigacion sobre la viabilidad de las bacterias acido-lacticas, utiliz6 los crioprotectores glicerol
(6%) y dimetil sulfoxido, realizando un recuento de UFC por 15 dias, donde el mejor crioprotector
es el glicerol, presentado una viabilidad de 160 UFC frente al dimetil sulfoxido que de 40 UFC.

Con respecto al etilenglicol segin Joo & Dupré (2012) es considerado como agente crioprotector
cuyo objetivo es proteger del dafio que se pueda producir en las células microbianas mientras
transcurre el tiempo de conservacion y es utilizando principalmente en la aplicacion del método
de conservacién a largo plazo. Resultados similares a los de nuestra investigacion fueron
registrados por Wang et al (2021) quienes utilizaron el crio protector etilenglicol para determinar la
viabilidad de las Bacterias acido lacticas durante 20 dias alcanzando la cantidad de 70 UFC/mL.
Al igual que Pyar & Peh (2013) donde estudiaron el efecto del agente crioprotector etilenglicol sobre
la viabilidad y estabilidad de las bacterias acido lacticas concluyendo estos autores que la
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presencia de agentes crioprotectores mejord significativamente la viabilidad. No asi por lo
obtenido por Bhattacharya (2018) quién utilizo crioprotector MRS mas glucosa como fuente de
carbono en la cual no existio viabilidad significativa de bacterias de acido lactico.

Esto concuerda con lo reportado por Hoon etal (2017) donde compararon los crioprotectores glicerol
y dimetil sulféxido donde concluyd una menor viabilidad en el dimetil. Una de las causas para
esta baja viabilidad es que las bacterias &cido lacticas no estuvieron en las mejores condiciones
para su crecimiento, como bien sefiala Whaley et al (2021) es que las bacterias acido lacticas crecen
adecuadamente bajo condiciones microaeréfilicas con cantidades de oxigeno, entre un 2 'y 10%;

ademas, en pH, donde los medios son ligeramente acidos, en un rango de 4,5 a 6,5.

En el llustracion 5-3 se puede observar que durante el periodo de evaluacion en glicerol presenta
una mayor viabilidad de las bacterias acido lacticas a diferencia del empleo de dimetil sulfoxido

que es el crioprotector que presenta las menores respuestas de viabilidad.
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lustracion 4-3: Comportamiento de la viabilidad de las BAL con diferentes crioprotectores de

acuerdo al periodo de evaluacion.
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

3.3. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas
Los resultados encontrados en las dindmicas de crecimiento con diferentes crioprotectores se

reportan en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

3.3.1. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 0 horas

Crioprotectores

E.E  Prob.
Variable Glicerol Etilenglicol Dimetil sulfoxido
0 horas 0,00 a 0,00 a 0,00 a --
24 horas 9,80 a 560 b 420 ¢ 0,34 0,002
72 horas 19,00 a 8,60 b 720 b 1,05 0,001
96 horas 3540 a 16,80 b 14,60 b 2,51 0,001

E.E: Error Estandar

Prob >0,05: No existe

Prob < 0,05: Existen diferencias estadisticas

Prob <0,01: Existen diferencias altamente significativas.

Medias con una letra iguales en la misma fila no difieren estadisticamente
de acuerdo a la prueba de Tukey

Los resultados de la dindmica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 0 horas segln
la tabla 2-3, nos demuestra que los valores obtenidos a las 0 horas no presentaron diferencias
estadisticas (P > 0,05) entre medias, ya que todos los crioprotectores: glicerol, etilenglicol y
dimetil sulféxido presentaron una cinemética de crecimiento de 0,00 UFC/mL, lo que es
confirmado Santos et al ¥ por Ramirez & Vélez (2016) donde elaboraron curvas de crecimiento con
respecto al tiempo (0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) para bacterias acido lacticas seleccionadas,
teniendo a las 0 horas 0 UFC/mL.

3.3.2. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 24 horas
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llustracion 5-3: Dinamica de crecimiento de las BAL a las 24 horas por efecto de diferentes

crioprotectores.
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

En las 24 horas, la dindmica de crecimiento, segin nos muestra (Tabla 2-3) se reportaron
diferencias significativas (p<0,05) entre medias, por efecto de la accion de diferentes
crioprotectores, determindndose, que el crecimiento mas bajo es con la utilizacion del
crioprotector, dimetil sulfoxido (7%), con un valor de 4,2 UFC/mL, seguido por el etilenglicol
(7%), con un valor de 5,6 UFC/mL y el crecimiento de las BAL se da con el crioprotector glicerol
(7%), con un valor de 9,8 UFC/mL (llustracion 5-3), con lo cual podemos concluir que a medida
que aumenta el tiempo la el crecimiento de la bacterias acido lacticas también va en aumento.
Esto concuerda con lo reportado por Jalali et al. (2012) quienes realizaron la evaluacion de la
cinematica de crecimiento de las bacterias acido lacticas donde utilizaron tres crioprotectores
(glicerol, sacarosa y etilenglicol) en 4 tiempos (0, 24, 48 y 72 horas) siendo el glicerol el mejor
crioprotector con una dindmica de crecimiento a las 24 horas con 12 UFC/mL. Al igual que Prescott
(2000) quién en su estudio sobre la capacidad de crecimiento en bacterias acido lacticas menciona
las dindmicas de crecimiento de bacterias &cido lacticas en caldo MRS y glicerol tuvieron un

comportamiento similar.
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3.3.3. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 72 horas
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llustracion 6-3: Dinamica de crecimiento de las BAL a las 72 horas por efecto de diferentes

crioprotectores.
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

A las 72 horas, la dinamica de crecimiento segin nos muestra la (Tabla 2-3) se reportaron
diferencias significativas (p<0,05) entre medias, por efecto de la accion de diferentes
crioprotectores, determinandose, que el resultado que el crecimiento de las BAL maés bajo se da
con la utilizacién del crioprotector, dimetil sulfoxido (7%), con un valor de 7,2 UFC/mL, seguido
por el etilenglicol (7%), con un valor de 8,6 UFC/mL y el més alto crecimiento de las bacterias
acido lacticas se da en con el crioprotector glicerol (7%), con un valor de 19,00 UFC/mL
(Nustracion 6-3), con lo cual sigue la tendencia sobre la dindmica de crecimiento de las bacterias
acido lacticas se da con el crioprotector glicerol. Resultados obtenidos de la presente investigacion
concuerdan con lo reportado por Gamboa & Lizcano (2013) quienes utilizaron glicerol (8%) para
medir la cinemética de crecimiento de las BAL en 3 tiempos (0, 24 y 72 horas), obteniendo a las
72 horas 23 UFC/mL, estos mismos autores recalcan que el uso de glicerol es beneficioso para el
crecimiento de las BAL ya que el glicerol contiene compuestos complejos para el crecimiento
como vitaminas y aminoécidos, asimismo las bacterias del género Lactobacillus son de caracter
estrictamente fermentativo, lo cual indica que su crecimiento esta ligado directamente con la

produccion de metabolitos (Castro & Hernéndez, 2000 pag. 15)
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3.3.4. Dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas a las 96 horas
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llustracion 7-3: Dinamica de crecimiento de BAL a las 96 horas por efecto de diferentes

crioprotectores.
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

A las 96 horas de crecimiento de las BAL, se report6 diferencias significativas (p<0,05) entre
medias, por efecto de la accién de diferentes crioprotectores, determinandose, el resultado que el
crecimiento mas bajo es con la utilizacion del crioprotector, dimetil sulfoxido (7%), con un valor
de 14,6 UFC/mL, seguido por el etilenglicol (7%), con un valor de 16,8 UFC/mL y la mas alta
viabilidad de las BAL se da en con el crioprotector glicerol (7%), con un valor de 35,4 UFC/mL
(Nustracion 7-3), es decir que el mejor crioprotector es el glicerol para el crecimiento de bacterias
acido lacticas. Esto es similar a lo reportado por Dos Santos, (2007) quién realizé el estudio del
comportamiento cinético de las bacterias acido lacticas utilizando dos crioprotectores que fueron
el glicerol y el etilenglicol siendo el crioprotector glicerol el que mayor crecimiento obteniendo a
las 96 horas 42,00 UFC/mL. El crioprotector dimetil sulféxido es el que menos dinamica de
crecimiento presento como se menciond, esto concuerda con lo expuesto por Martinez et al (2016)
sobre la dinamica poblacional y aislamiento de bacterias &cido lacticas utilizando el método de
conservacion por desecacion en papel de filtro, obtenido en las 96 horas una poblacion de BAL
de 18 UFC/mL

De acuerdo con los crioprotectores estudiados en esta investigacion todos presentan dinamicas de
crecimiento ascendente es de decir que a medida que pasan las horas de fermentacion mayores
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contenido de BAL (UFC/mL) va a existir (ver llustracion 8-3), si comparamos los tres
crioprotectores el que mejor dindmica de crecimiento demuestra es el de glicerol, esto concuerda
con lo reportado por Gonzélez et al (2019) quienes realizaron la evaluacion de crioprotectores en la
conservacion a largo plazo de bacterias acido lacticas comparando glicerol y dimetil sulféxido
(DMSO) a una concentracion del 10% por un tiempo de 72 horas concluyendo que el glicerol es
el mejor crioprotector.

40

35,4

Dindmica de crecimeinto (UFC/ml)

0 24 48 72 96
Horas
—8— Glicerol Etilenglicol Dimetil sulféxido

llustracion 8-3: Comportamiento de la dindmica de crecimiento de las BAL utilizando diferentes

crio protectores en funcion del periodo de evaluacion.
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

3.4. pH de la solucién de bacterias acido lacticas

Los resultados de la evaluacion realizada a la solucion de bacterias acido lacticas se reporta en la
tabla 3-3.
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Tabla 3-3: pH de las soluciones con crioprotectores

Crioprotectores

E.E Prob.
Variable Glicerol Etilenglicol Dimetil sulfoxido
0 horas 6,50 b 6,18 ¢ 6,66 a 0,03 0,001
24 horas 6,40 b 6,04 ¢ 6,68 a 0,04 0,001
72 horas 6,46 b 6,12 ¢ 6,64 a 0,04 0,001
96 horas 6,50 b 6,16 ¢ 6,68 a 0,03 0,001
E.E: Error Estandar
Prob >0,05: No existe
Prob < 0,05: Existen diferencias estadisticas
Prob <0,01: Existen diferencias altamente significativas.
Medias con una letra iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey
Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.
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llustracion 9-3: Comportamiento del pH de las BAL con diferentes crioprotectores por efecto
del periodo de evaluacién.

Realizado por: Chacha, Josselin, 2022.

De acuerdo a la Tabla 3-3, se puede observar que en los periodos de evaluacion (0,24,72 y 96
horas) se registraron diferencias altamente significativas por efecto de los crioprotectores
utilizados ,estableciendo que al emplear el glicerol que tiene un pH inicial (0 horas) de 6,50 se
mantiene casi constante hasta las 96 horas a diferencia de la utilizaciéon de dimetil sulfoxido
presenta pH cercanos a la neutralidad con respuestas entre 6,66 y 6,68 (0 y 96 horas,

respectivamente) sucediendo lo contrario con el etilenglicol que presenta mayores caracteristicas
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acidas ya que los pH encontrados fueron de 6,18 a 6,16 en los mismos periodos (ver llustracion
9-3), lo que permite confirmar lo indicado por Bintsis (2018) quién menciona que los mayores
valores de pH se corresponden con los menores valores de las poblaciones de BAL, es decir existe
una fuerte relacion entre el pH y el crecimiento de estos microorganismos asimismo Jurado & Jarrin
(2015) expresan que la produccion de &cido lactico esta estrechamente relacionada con la reduccion
del pH. Ademas, cuando un medio de cultivo alcanza la alcalinidad o neutralidad, el crecimiento

de las BAL tiende a disminuir; lo que coincide con los resultados de este trabajo.
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CONCLUSIONES

e Las caracteristicas macroscdpicas de las colonias de bacterias acido lacticas presentan una
forma redonda puntiforme, un color blanco cremoso y un aspecto entero y un tamafo de 1,2

mm.

e La viabilidad de las bacterias acido lacticas al utilizar el glicerol como crioprotector supera
al empleo de etilenglicol y dimetil sulfoxido por cuanto a los 7 dias presenta 71.20 UFC/ml,
alcanzando a los 30 dias 174.20 UFC/ml

e Mayor dinamica de crecimiento de las bacterias acido lacticas se determiné al emplear e
glicerol que presento a las 24 horas 9.8 UFC/mL, a las 72 horas 19,0 UFC/mL y a las 96 horas
de 35,4 UFC/ml.

e Las soluciones de siembra de bacterias acido lacticas tienden a permanecer constantes entre
0y 96 horas, con la diferencia de que al emplearse dimetil sulfoxido tiende a la neutralidad
con el etilenglicol convierte la solucion demasiada acida al emplearse el glicerol presenta un
pH intermedio entre las dos lo que permite un mayor desarrollo y crecimiento de BAL
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RECOMENDACIONES

e Emplear el glicerol como crioprotector para la conservacion de bacterias.

e Continuar con el estudio del desarrollo de bacterias acido lacticas utilizando otros

crioprotectores para crear una base de informacion técnica que permita su uso adecuado.

e Se recomienda acerca del uso de los crioprotectores en las bacterias acido l4cticas, ya que
ayuda en la viabilidad y crecimiento de las mismas.
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ANEXOS

ANEXO A: DATOS REGISTRADOS SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL EN DIAS.

DIAS
SOLUCION REPETICION 0 7 15 30
1 0 52 105 156
2 0 60 62 143
MRS +7%GLICEROL 3 0 73 167 180
4 0 80 176 191
5 0 91 192 201
1 0 30 62 76
2 0 43 81 95
MRS+7% ETILENGLICOL 3 0 32 64 83
4 0 38 72 98
5 0 31 51 71
1 0 23 30 46
2 0 35 35 42
MRS+7%DIMETIL SULFOXIDO 3 0 17 30 50
4 0 45 52 61
5 0 30 45 57

ANEXO B: DATOS REGISTRADOS SOBRE LA DINAMICA DE CRECIMIENTO EN
LAS BAL EN DIAS.

HORAS
REPETICION 0 24 72 96
1 0 10 19 26
2 0 16 30
MRS + 7% GLICEROL 3 0 17 35
4 0 10 20 40
5 0 11 23 46
1 0 6 8 15
2 0 6 11 21
MRS+7% ETILENGLICOL 3 0 6 9 15
4 0 5 7 17
5 0 5 8 16
1 0 3 6 11
2 0 5 8 16
MRS+7%DIMETIL SULFOXIDO 3 0 4 4 9
4 0 5 11 22
5 0 4 7 15




ANEXO C: ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL A LOS 7
DIAS.

Variable N R?2 R2ZA| CV
Viabilidad 15 0,77 0,73 25,13

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 5075,73 2 2537,87 19,55  0,0002
Crioprotector 5075,73 2 2537,87 19,55 0,0002
Error 1557,60 12 129,80
Total 6633,33 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=19,22343

Crioprotector Medias n E.E.
Metilsulfoxido 30,00 55, 10A
Etilenglicol 34,80 55, 10A
Glicerol 7120 55, 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO D:  ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL A LOS
15 DIAS.

Variable N R2 R2ZAj CV
Viabilidad 15 0,68 0,63 40,22

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 27835,20 2 13917,60 12,92  0,0010
Crioprotector 27835,20 2 13917,60 12,92  0,0010
Error 12924,40 12 1077,03
Total 40759,60 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=55,37429

Crioprotector Medias _n E.E.
Metilsulféxido 38,40 5 14,68 A
Etilenglicol 66,00 5 14,68 A
Glicerol 14040 5 1468 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO E: ANALISIS DE VARIANZA SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS BAL A LOS
30 DIAS.

Variable N R?2 R2ZA| CV
Viabilidad 15 0,93 0,92 15,63

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 40454,53 2 20227,27 77,53 <0,0001
Crioprotector 40454,53 2 20227,27 7753  <0,0001
Error 3130,80 12 260,90
Total 43585,33 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=27,25403

Crioprotector Medias n E.E.
Metilsulfoxido 51,20 5 7,22 A
Etilenglicol 84,60 5 722 B
Glicerol 17420 5 7,22 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO F:  ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL
A LAS 24 HORAS

Variable N R2 RZAj CV
Dinamica de crecimeitno 15 0,93 0,91 11,52

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 84,93 2 42,47 74,94 <0,0001
Crioprotector 8493 2 42,47 7494  <0,0001
Error 6,80 12 0,57
Total 91,73 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,27016

Crioprotector Medias n E.E.
Metilsulféxido 4,20 5 0,34 A
Etilenglicol 5,60 5 0,34 B
Glicerol 9.80 5 034 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO G:

A LAS 72 HORAS

Variable

N R? R2Aj CV

Dinamica de crecimeitno 15 0,86 0,84 20,22

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 415,60 2 207,80 37,78 <0,0001
Crioprotector 41560 2 207,80 37,78  <0,0001
Error 66,00 12 5,50
Total 481,60 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,95708

Crioprotector Medias n E.E.
Metilsulféxido 7,20 5 1,05 A
Etilenglicol 8,60 5 1,05 A
Glicerol 1900 5 105 B

ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO H:

A LAS 96 HORAS

Variable

N R2 RZAj CV

Dinamica de crecimeitno 15 0,78 0,74 25,18

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

ANALISIS DE VARIANZA DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LAS BAL

E.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1305,73 2 652,87 20,77 0,0001
Crioprotector 1305,73 2 652,87 20,77  0,0001
Error 377,20 12 31,43
Total 1682,93 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,45995

Crioprotector Medias n E.E.
Metilsulfoxido 14,60 5 251 A
Etilenglicol 16,80 5 251 A
Glicerol 3540 5 251 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO I: SIEMBRA DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS




ANEXO J: AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

ANEXO K:  RECUENTO DE LAS PLACAS DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS




ANEXOL: CONSERVACION DE LAS PLACAS DE LAS BACTERIAS ACIDO
LACTICAS
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