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RESUMEN

El uso de microorganismos es muy importante tanto en la agricultura, la alimentacién, salud tanto
humana como animal, por ello se requiere de la preservacion de cepas y esta no es facil porque la
misma debe garantizar la supervivencia de las bacterias acido lacticas por un periodo considerable
de tiempo, garantizando la viabilidad, pureza y estabilidad genética de las bacterias, por lo tanto,
el objetivo principal de la investigacion fue la implementacion de un método de conservacion
para bacterias &cido lacticas de bosques primarios de la parroquia Bafios. La metodologia
implementada en la investigacion inicio con la reconstitucion de los microorganismos
anteriormente aislados en medio sélido y liquido, se realiz6 un ajuste de la carga microbioldgica
mediante nefelometria; para la aplicacion de método de conservacion se utilizo el 30% de glicerol,
estos se colocaron a -20°C, 4°C y 16°C por un periodo de 90 dias. Se evalu la viabilidad de la
bacteria mediante el conteo microbioldgico, las pruebas morfolégicas, bioquimicas, prueba de
fermentacion de carbohidratos, acidificacion y movilidad para la verificacion si la bacteria sufrid
cambios o mutaciones. Obteniendo resultados de la conservacion en bacterias acido lcticas a -
20°C en 90 dias, para la cepa L. rapi se mantuvo en valores de 6.9x10° Unidades formadoras de
colonia (UFC/g) y 5.56.9x10° UFC/g dando a entender que no existi6 perdida en la concentracion
microbioldgica; la cepa L. agilis presento valores entre 6.16.9x10° UFC/g y 1.96.9x10° UFC/g,
existiendo una perdida parcial. Se concluye que ninguna de las cepas mostro cambios
morfol6gicos, bioquimicos, asi mismo las pruebas de fermentacion de carbohidratos, movilidad
y acidificacion durante el periodo de conservacion en 90 dias, se tom6 en cuenta que este método
es apropiado para la conservacién a largo plazo de las bacterias &cido lacticas con potencial

agroindustrial.

Palabras clave: <BACTERIAS ACIDO LACTICAS>, <METODO DE CONSERVACION>,
<CONGELACION>, <NEFELOMETRIA>, <MORFOLOGICA>, <PRUEBAS
BIOQUIMICAS>, <PRUEBA DE VIABILIDAD >.
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ABSTRACT

Using microorganisms is significant in agriculture, food, and human and animal health. Therefore,
the preservation of strains is required, and this is not easy because it must ensure the survival of
lactic acid bacteria for a considerable period, ensuring the viability, purity, and genetic stability
of the bacteria. Therefore, the research's main objective was to implement a conservation method
for lactic acid bacteria from primary forests of the parish of Bafios. The methodology
implemented in the research began with the reconstitution of the microorganisms previously
isolated in solid and liquid media. The microbiological load was adjusted by nephelometry. For
the application of the preservation method, 30% glycerol was used; these were placed at -20°C,
four °C, and 16°C for a period of 90 days. The viability of the bacteria was evaluated by
microbiological counting, morphological and biochemical tests, carbohydrate fermentation tests,
acidification, and mobility to verify if the bacteria underwent changes or mutations. The results
obtained from the preservation in lactic acid bacteria at -20°C in 90 days for the L. rapi strain
remained in values of 6.9x105 Colony Forming Units (CFU/g) and 5.56.9x105 CFU/g implying
that there was no loss in the microbiological concentration; the L. agilis strain presented values
between 6.16.9x106 CFU/g and 1.96.9x105 CFU/qg, with a partial loss. It is concluded that none
of the strains showed morphological and biochemical changes, as well as carbohydrate
fermentation, mobility, and acidification tests during the 90-day storage period. It was considered
that this method is appropriate for the long-term preservation of lactic acid bacteria with

agroindustrial potential.

Keywords: <LACID-LACID BACTERIA>, <CONSERVATION METHOD>, <FREEZE>,
<NEFELOMETRY>, <MORPHOLOGICAL>, <BIOCHEMICAL TESTS>, <VIABILITY
TEST>.

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco. MsC
0602698904
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INTRODUCCION

Los bosques primarios o conocidos como virgenes son llamados asi porque no existe ain la
intervencidn del ser humano, estos son ricos en materia organica, mineral, agua y aire. Siendo asi
un lugar apto para la proliferacion de microorganismo, segin (Zambrano, 2013, p.8), en un estudio
realizado sobre aislamiento y seleccion de cepas de los microorganismos autdctonos menciona la
existencia de una gran variedad de microorganismos; los mismos que son afectados, dependiendo
los factores ambientales, nutrientes disponibles en la zona y estos determinan los niveles de

crecimiento microbiano.

En la actualidad, es comun el uso de microorganismos en distintos campos ya sea para la
obtencidn de medicamentos o a su vez en la elaboracidn de alimentos tanto en el consumo humano
o animal. Las bacterias acido lacticas se encuentran distribuidas en diferentes ecosistemas ya sean
tanto suelo, agua y aire, ademas estos son muy ocupadas ya que desempefian un papel importante
en los procesos de produccion de alimentos fermentados y a su vez estos proporcionan
propiedades nutricionales y sensoriales a los alimentos ya procesados.

La microbiologia industrial estudia el empleo de los microorganismos para la fabricacion de
productos industriales, centrados en las fermentaciones lacticas, acéticas y alcohdlicas que son la

base de las principales industrias existentes.

Segun Parra, (2010, p. 94) en su estudio menciona que las bacterias &cido lacticas han sido
importantes en los alimentos, debido a sus propiedades metabdlicas, terapéuticas y de gran valor
nutricional. Estos se encuentran ampliamente distribuidas por todo el ecosistema, ademas
actualmente son usadas a gran escala en la produccion comercial de los alimentos fermentados.

La preservacion de los microorganismos es crucial para mantener las cepas microbianas sin que
cambien su composicién genética, pierdan viabilidad o pierdan su pureza durante largos periodos
de tiempo. Por este motivo se han creado diversas técnicas para conservar los microorganismos
que permitan conservar los microorganismos entre estos se encuentra la liofilizacion,

congelacidn, desecacion, entre otros (Pacheco y Serpas, 2013, p.28).

En vista de que existe muy poca informacion sobre las investigaciones que traten sobre la
conservacion de las bacterias acido lacticas, esto se debe de gran manera a que estos tipos de

bacteria son muy delicados dependiendo de la especia y género que se trate.



Por esta misma razon se realizd el presente estudio que tiene por objetivo implementar un método
de conservacion para bacterias &cido lacticas aisladas del suelo de bosques primarios de la
Parroquia Bafios y como objetivos especificos

Reconstituir las cepas de bacterias acido lacticas aisladas del bosque

Aplicar el método de congelacion con nitrdgeno liquido a bacterias acido lacticas aisladas de
bosques primarios de la parroquia Barfios

Evaluar la viabilidad de las cepas de bacterias acido-lacticas aisladas de bosques primarios en el
tiempo; 0, 15, 30, 60 y 90 dias y a tres temperaturas de conservacion (-20 °C, 4°C y temperatura
ambiente)

Verificar las caracteristicas morfol6gicas y bioquimicas de las cepas bacterianas conservadas por
el método desarrollado al inicio y al término del tiempo de conservacion.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Bacterias acido lacticas

1.1.1 Generalidades

(Sanchez y Tropms, 2014, p. 125), describe como una coleccion de microorganismos pertenecientes a
diferentes géneros que comparten rasgos morfoldgicos, fisiolégicos y metabdlicos, estos son
atiles como cultivos iniciadores para la fermentacion de alimentos asi también son benéficos para

la salud del consumidor.

1.1.2 Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas pueden ser bacilos o cocos gran positivos, no esporulados, en casos
especiales son moviles pero la gran mayoria son inmdviles, oxidasa, catalasa y bencidina
negativas, también carecen de citocromo y por ello estos originan acido lactico como producto de
la fermentacion de carbohidratos (Parra, 2010, p. 95). Ademas, estos son acidos tolerantes pudiendo
crecer en pH bajos de 3.3, otras en 9.6, pero la gran mayoria crece entre los 4 y 4,5. Todos los
géneros de estas bacterias son considerados anaerobios facultativos ya que obtienen energia
solamente del metabolismo de los azucares y requieren de cultivos ricos en aminoacidos,

vitaminas, purinas y pirimidinas (Ramirez et al., 2011; pp. 1-5).

1.2 Métodos de conservacion

Las técnicas de conservacion de cultivos microbianos son cruciales dado que permiten mantener
a largo plazo una alta tasa de viabilidad, que los mantiene estables y evita cambios morfolégicos,

fisiologicos o genéticos que reducirian su productividad inicial (Barragan y Lesmes, 2009; pp. 11-12).

(Weng et al 2005; pp. 1-3) en su estudio eleccion de un método de conservacion que asegure la
viabilidad de bacterias indigenas probidticas dice que un cultivo de aplicacién industrial debe
reunir determinadas caracteristicas para la aplicacion de los métodos de conservacion o
preservacion:

- Contener el mdximo numero de células viables

- Estar libre de contaminantes



- Ser activo en las condiciones de procesamiento.

1.2.1 Conservacion en refrigeracion

Este tipo de conservacion tiene como objetivo el incrementar la vida atil de los cultivos, y a su
vez incrementar sus posibilidades de realizar una conservacion a largo plazo. Segun Zamora (2003;
pp. 25-36) en su estudio aislamiento, identificacion y conservacion de cultivos de bacterias lacticas
dice que este procedimiento es laborioso, consume mucho tiempo porque hace falta hacer
resiembras en medios frescos, en intervalos de tiempo regulares que dependen de la temperatura,
humedad donde se encuentran almacenados. Estos pueden estar en almacenamiento de 6 a 8 meses
a una temperatura de 4-8°C, luego de trascurrido este tiempo se realiza una resiembra, para

mantener asi los cultivos estables.

1.2.2 Conservacién por congelacion

La congelacion se puede emplear como un método fisico - quimico que permite la conservacion
maés eficaz, mientras mas bajo sea la temperatura de conservacion, mayor sera la supervivencia
de las bacterias, a su vez existe una minina destruccién de los microorganismos y asi mantiene la

viabilidad (zamora, 2003; pp. 25-36).

1.2.2.1 Factores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las cepas

Estudios realizados por (Pacheco y Serpas, 2013; pp. 28-35), existen varios factores que influyen para

la conservacion de las bacterias en las cuales se encuentra los siguientes:

- Edad de las células: En la mayoria de los casos se debe utilizar células maduras que estén
en el inicio de la fase estacionaria en la curva de crecimiento, en caso de microorganismos
que esporulan es preferible que estos ya estén en la fase estacionario estos tienen resistencia
a condiciones adversas.

- Velocidad de congelacién y descongelacion: A pesar de la existencia de programas
estandarizados para determinar casos 0 circunstancias, es mejor que la variacion de
temperatura sea rapida, tanto como la de congelacién como la de descongelacion, por lo que
al descongelarse debe llegar a los 37°C.

- Temperatura de almacenamiento: Esta debe ser la més bajo posible, se debe colocar en
tubos cerrados o sellados, que contengan las células microbianas, sumergidas en nitrégeno
liquido, ya que tiene una temperatura de -195°C, 0 a su vez en la fase gaseosa del nitrogeno

liquido, con una temperatura de -140°C. Segun Acosta (2019, p. 12) sefiala que los

4



microorganismos viables se conservan a temperaturas entre -20°C y -80°C por un tiempo
predeterminado sin sufrir ningn cambio genotipico, en su estudio que evalla técnicas de
conservacion de microorganismos importantes en microbiologia industrial en el Cepario de
la Universidad de Santander.

- Empleo de agentes crioprotectores: Son sustancias que protegen a las células microbianas
del dafio por congelacion. Hay varios agentes, pero el glicerol, en una concentracion de 15%
a 20%, es el més utilizado. El tipo de microbio que desea preservar depende de su decision.

La eleccion influye el tipo de microorganismo que se quiera conservar.

La mayoria de los microorganismos (bacterias, hongos, virus, bacteriéfagos) sobreviven lagos
periodos de almacenamiento en estado de congelacion ya que este reduce el ritmo metabolico

manteniéndose viable y estable (Bagatolli, 2017, p. 23).

Estudio realizado por (Merchuk, 2006, p. 16), sugiere que la velocidad de congelacion sea lenta y una
rapida descongelacion rinde mayores nimeros de células viables, pero esta también depende de

la naturaleza de la célula.

1.2.3 Reactivacion de bacterias criopreservadas y evaluacion de la viabilidad

Las bacterias que permanecen en conservacion, dependiendo el tipo de conservacion usado deben
tener una reactivacion apropiada. Por ejemplo, en la reactivacion de las bacterias congeladas
deben tener una rapida reactivacion pues podria dafiar al microorganismo provocando estrés en
el mismo. De esto dependera también la viabilidad y estabilidad de las bacterias (Garcia, 2013, p.
10). La evaluacion de la viabilidad se realiza con el conteo respectivo de las bacterias, estimando
la concentracion de unidades formadoras de colonias (UFC), después de realizar la siembra en

cajas petri.

1.3 Meétodos de identificacion

Es muy importante conocer los métodos de identificacion microbiana porque no todos los
microorganismos se identifican por las mismas técnicas. La gran mayoria se los realiza en
laboratorios, donde se realiza distintos procedimientos para lograr una adecuada identificacion.
Entre los més frecuentes se encuentra: tincién de Gram, la prueba de movilidad, entre muchas

Mas (Pacheco y Serpas, 2013, p.28).



1.3.1 Tincion de Gram y morfologia

La identificacion morfologia es muy importante para el aislamiento de las colonias bacterianas,
de esta observacién podemos destacar la forma, consistencia, tamafio y color de las colonias
(Fernéndez et al, 2010.p. 4). En caso de la tincién Gram es la mas utilizada permitiendo agrupar las
bacterias en dos grupos siendo estos las Gram (+) y Gram (-), estos resultados también son usados

para comprobar la pureza de la colonia bacteriana (Martinez y Steven, 2019, citado en Duchi, 2022; pp. 12-
13).

1.3.2 Prueba de movilidad

Esta prueba, que se realiza principalmente en agar semisélido, determina si una bacteria es mévil
o inmdvil. Las bacterias se mueven debido a sus flagelos, que normalmente estan presentes en los
bacilos, pero también se pueden encontrar en algunos cocos flagelados (Silvavega et al., 2020, citado
en Espin, 2021, p. 19). EI medio de cultivo usado debe ser suave para que permita la migracion de las
bacterias moviles y de como resultado el enturbiamiento de este.

1.3.3 Prueba fermentacién de carbohidratos

La fermentacion de los carbohidratos incorporados evalla la reaccion del organismo que
producen &cidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol, el cual vira al color
amarillo en medio acido, existe un proceso de reduccion; el tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro
de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de

hierro de color negro (Moreno y Velarde, 2016, citado en Duchi, 2022, p. 13).

1.3.4  Pruebas bioguimicas

Las pruebas bioguimicas se las realiza a los microorganismos como un paso fundamental para

conocer el tipo de organismo encontrado.

1.3.4.1 Catalasa

La mayoria de los microorganismos con citocromo tienen la enzima catalasa, que las bacterias
producen al hidrolizar el peréxido de hidrégeno en oxigeno gaseoso y agua, que se descargan en
forma de burbujas. La separacion de bacterias Micrococacceae (positivas) de Streptococcus spp.

y Enterococcus spp.(negativas) es el objetivo principal de esta prueba (Ferméndez et al, 2010, p. 6).



1.3.4.2 Oxidasa

Esta prueba permite determinar si las enzimas oxidasas estan presentes. El sistema de citocromo
oxidasa, que segun las bacterias es responsable de la reaccion de oxidasa, inicia la oxidacion del
citocromo, que se reduce con el oxigeno molecular y da como resultado la produccion de agua y
peréxido de hidrégeno. La catalasa, que degrada el peréxido de hidrégeno creado por la reduccion

de oxigeno, se forma junto con la presencia de oxidasa (Fernandez et al, 20, p. 6).



CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
2.1 Localizacion y duracion del experimento
El presente experimento se realizo6 en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, la cual se encuentra ubicada en la provincia de
Chimborazo, cantén de Riobamba en la Panamericana Sur 1 1/2 km, tiene una permanencia de

cuatro meses en el mencionado laboratorio.

Tabla 2-1: Caracteristicas meteoroldgicas de Riobamba

INDICADORES PROM. Mensual (2022)

Temperatura (°C) 15,76
Humedad relativa (%) 78,838 %
Precipitacion (mm/mes) 4,5
Velocidad/ Viento (m/s) 1,2
Presion atmosférica (hPa) 728, 888

Fuente: (Estacién meteorolégica, ESPOCH, 2022)
Realizado por: Afiilema, D., 2023

2.2 Unidades experimentales

Se utilizaran dos cepas de referencia de bacterias acido lacticas que fueron aisladas anteriormente
del bosque primario de la parroquia Bafios, lo cual se realizara 3 repeticiones por cada especie,
en tiempos de 0, 15, 30, 60 y 90 dias respetivamente con temperaturas de 4, 16 y -20°C.

2.3 Materiales, equipos e insumos

2.3.1 Materiales de laboratorio

Tubos de ensayo

- Gradillas metalicas

- Espétula

- Vasos de precipitacion
- Cajas Petri vidrio

- Micropipeta



Asas de siembra

Pinzas

Probetas de 100 ml

Puntas de 1000 pl

Varillas de agitacion vidrio
Varillas de agitacién magnéticas
Frascos termo resistentes
Porta objetos

Tubos eppendorf 1,5ml
Bureta

Tubos Burnham

Piseta

Campana de Durham
Desecador

Mechero Bunsen
Marcador

Fosforos

Tanque de gas

Tanque de nitrogeno liquido
Papel aluminio

Toalla de mamo

Papel film

Guantes

Cofia

Mascarilla

Mandil

2.3.2 Insumos de laboratorio

Glicerol

Agar MRS

Caldo rojo de fenol
Caldo MRS

Medio Sim

Tiras de oxidasa

Nitrégeno liquido



- Peroxido de hidrogeno

- Fenolftaleina

- Hidroxido de sodio 0,1N
- Carbohidratos para fermentacidn (manitol, sacarosa, rafinosa, celobiosa)
- Agua destilada

- Safranina

- Lugol

- Yodo

- Alcohol cetona

- Alcohol 97%

- Alcohol 70%

- Amonio cuaternario

2.3.3 Cepas

- Lactobacillus agilis

- Lactobacillus rapi

2.3.4 Equipos

- Autoclave

- Balanza analitica

- Microscopio

- Microscopio estereoscopico con cdmara
- Estufa

- Agitador magnético

- Vortex

- Camara de flujo laminar
- Nefelometro

- Refrigerador

- Cuenta colonias

- Ultra congelador

- Computadora
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2.4  Tratamiento y disefio experimental

El presente trabajo de investigacion se realizé mediante un estudio experimental y descriptivo por
lo cual se utiliz6 como poblacién de estudio 2 cepas de bacterias &cido-lacticas previamente

aisladas de la parroquia Bafos.

Variables:
Dependiente: Cepas de bacterias acido l4cticas
Independientes: Temperatura

Tiempo de conservacion

Estos resultados se analizaron bajo un analisis de varianza (ADEVA).

Tabla 2-2: Esquema ADEVA

ADEVA

FV GL

Total (n-1)=15
Tratamiento (t-1)=3

Error (n-1)-(T-1)=12

Realizado por: Afiilema D., 2023

La prueba de separaciéon de medias (P<0,05) a través de la prueba de Tukey.

Donde:
g= Valor de la tabla (Tabla de Tukey)
CME-= Varianza del error

r= Tratamientos

2.5 Mediciones experimentales

Las medidas experimentales que se tomaron en cuanta son las siguientes:

2.5.1 Reconstitucion

- Resiembra por agotamiento en agar MRS (UFC/g)
11



2.5.2 Meétodo

- Ajuste de carga de microorganismo mediante Nefelometria (NTU)

2.5.3 Viabilidad

- Conteo poblacional de bacterias acido lacticas (UFC/Q)

2.5.4 Pruebas morfoldgicas

- Forma
- Tamafo

- Color

2.5.5 Pruebas bioguimicas

- Gram Positiva

- Gram negativa

- Catalasa

- Oxidasa

- Prueba de KOH

- Prueba de movilidad

- Prueba de acidificacion

- Fermentacion de carbohidratos

2.6 Procedimiento experimental

El presente trabajo investigativo se realiz6 mediante los siguientes procedimientos.

- Se realiz6 una reconstitucion de las cepas por medio de una resiembra por agotamiento por
duplicado de las cepas de bacterias acido lacticas en Agar MRSy se incuban por 24hs a 37°C.
pasado este tiempo se realiza un conteo y lectura morfoldgica de los microorganismos.

- Para la implementacién del método de conservacion se realiz6 primero un ajuste de la carga
de microorganismos mediante Nefelometro para cada bacteria y esta solucion se lo coloca en

el nefeldmetro para obtener un resultado mediante la turbidez que este presenta.
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- Luego se realiza una estandarizacion de las cargas bacterianas en balanzas analiticas, se pesa
los tubos vacios y también los tubos con la solucion de agua con bacterias acido lacticas ya
gue este paso servira para saber el valor aproximado de la carga microbiana.

- Se realiza la eleccidn de crioprotectores que se va a utilizar para las bacterias acido lacticas,
las mismas que deben de ser esterilizadas en la autoclave por 10min.

- Posteriormente se coloca en un tubo eppendorf estéril una solucion de 1ml de solucién
ajustada y 0,5ml de crioprotector estéril a la concentracion adecuada, tapar, agitar y rotular.

- Se aplica el método de conservacion con nitrogeno liquido, se almacenan a distintas
temperaturas (-20°C, 4°C y 16°C) y tiempos de conservacion (0, 15,30, 60y 90 dias) para sus
posteriores estudios.

- Finalmente se realizaron las distintas pruebas de: viabilidad, morfoldgicas y bioquimicas,
mediante estos se puede saber si hubo alteracién o perdida de los microorganismos

conservados.

2.7 Metodologia de evaluacién

En el presente trabajo de investigacién se utilizé los siguientes métodos de evaluacion.

2.7.1 Reconstitucion de las bacterias

La resiembra se us6 para reconstituir las cepas de investigacion cuando se agotaron, utilizando un
vial completo cada vez que la cepa necesitaba ser revivida. Los viales mantenidos a -20 °C deben
descongelarse rapidamente en un bafio de agua a 37 °C durante 30 segundos. Transferir unas gotas
del contenido bacteriano al medio sélido sugerido para el desarrollo de la cepa, y el material
restante a un tubo que contenga de 5 a 10 ml de la forma liquida del mismo medio. Incubar a la
temperatura adecuada y en las circunstancias adecuadas. Subcultivar al menos una vez antes de

ser utilizada para cepa de trabajo (Escardino, 2016).

Pasadas las 24 horas de incubacidn se debe realizar lectura de morfologia colonial de cada una 'y
a su vez una morfologia microscopica con la técnica de tincion de Gram para su identificacién a
cada uno de los microorganismos.

2.7.2 Implementacion del método de conservacion

2.7.2.1 Ajuste de la carga de microorganismos mediante nefelometria
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Para medir la turbidez primero se debe realizar la preparacion del inoculo en medio de cultivo
liquido. Donde se utiliz6 de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18 a 24 horas y
sembradas en 5ml de un medio liquido (depende de la bacteria) e incubar en la estufa a 35°C
durante 2 a 6 horas hasta conseguir o superar la turbidez del 0,5 de la escala de McFarland. Si la

turbidez es superior se realiza el ajuste necesario con suero salino esteéril.

El equipo debe primero encerarse con agua destilada, posteriormente leemos la turbidez de un
patron de escala conocida, con fines de control de calidad y finalmente se procede a leer las

suspensiones bacterianas (Ulloa, 2015, p. 24-29).

2.7.2.2 Metodologia para la conservacion por congelacion en glicerol

Las bacterias del &cido lactico se mantuvieron en caldo MRS con glicerol al 30 % a -20 °C para
su conservacion a largo plazo. Para lo cual se combinaron volimenes iguales de cultivo y glicerol
al 30%, previamente esterilizados a 121°C y latm de presidn, y el cultivo overnight se realiz6
inicialmente a 33°C en caldo MRS de las bacterias separadas. Luego, las cepas de bacterias del
acido lactico se agregan al glicerol y se agitan continuamente para crear una mezcla homogénea.
A continuacion, se reparten 1,5 ml de la mezcla en tubos eppendorf para conservarla durante la

ultracongelacion a -20°C (Vargas, 2018, p. 32).

Se rotula cada una de las muestras con codigos ya que fueron almacenadas en distintas

temperaturas 4°C, 16°C y -20°C, por tiempos de 0, 15, 30, 60 y 90 dias para su conservacion.

2.7.3 Evaluacién de la viabilidad

Para este paso se realiza primero una reconstitucion de las bacterias, seguido por un conteo

microbioldgico. Para lo cual se toma en cuenta la NTE INEN 1 529-5:2006.

2.7.3.1 Conteo microbioldgico NTE INEN 1 529-5

Se prepara la muestra de bacterias y se procede a realizar disoluciones y estan seran por duplicado,
en cada caja petri con su respectivo agar se deposita 1 cm3 de cada dilucidn, se deja incubar a
37°C por 24 horas. Pasado el tiempo se procede a realizar un conteo de las colonias utilizando un

contador de colonias (NTE INEN 1529-5, 2006).

En caso de que las placas contengan entre 15 y 300 colonias se aplica la siguiente formula:
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UFC , UFC  No.de colonias por placa * el factor de dilucion
0 =

ml g ml de la muestra sembrada

Fuente: NTE INEN 1 529-5, 2006.
Realizado por: Afiilema, D. 2023

Nota: Se realiz6 este procedimiento para cada periodo de conservacion (0, 15, 30, 60, 90 dias) y
temperaturas (4°C, 16°C y -20°C) para cada una de las bacterias de estudio.

2.7.4  Pruebas morfoldgicas

Las pruebas morfolégicas de las colonias son fundamental en la identificacién preliminar y para

la diferenciacion de los microrganismos (Fernéndez et al, 2010, p. 4).

2.7.4.1 Forma

En las bacterias acido lacticas la forma varia dependiendo de la especie o familia, también esta
determinada por los bordes y el grosor de la colonia. Este proceso se lo realiza de forma visual

para cada especie bacteriana, las colonias tienden a tener distintas formas.

2.7.4.2 Tamafio

El tamafio de las colonias bacterianas es generalmente son uniforme entre una misma especie, se
estima el diametro en mm, el cual se realiza con ayuda del microscopio estereoscopico de camara
con el programa Motic Live Images, el cual realiza una medicion del radio de la cepa, obtenidos
estos valores se estima el diametro.

2.7.4.3 Color

En las bacterias acido lacticas normalmente al formar colonias el color varia de un color blanco

cremoso, beige y crema opaco siendo algo mas oscura en la parte central. La determinacién de

este parametro se los realiza de forma visual.

2.7.5 Pruebas bioguimicas

2.7.5.1 Prueba de tinciéon Gram

Después de realizar la identificacion apropiada de las colonias de manera macroscépica se realiza

la prueba de tincién Gram.
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Procedimiento.

Con la ayuda del asa de siembra, retirar una pequefia porcion de una colonia de la muestra, formar
una mancha en el portaobjetos, mezclar con el agua destilada, dejar secar y luego fijar a la llama.
Cubrir con solucion de cristal violeta durante 1 minuto, lavar con agua corriente para eliminar el
exceso, luego aplicar solucién de yodo (Lugol) durante 1 minuto, lavar con agua corriente para
eliminar cualquier resto de color, decolorar afiadiendo 1 gota de solucion de alcohol-acetona,
lavar con agua corriente para eliminar cualquier resto de color, y finalmente cubrir con safranina
durante 30 segundos, lavar con agua corriente para eliminar cualquier resto de color antes de
realizar la observacion correspondiente al microscopio con objetivo 100X mientras se afiade una

gota de aceite de inmersion (Ramirez et al., 2018, p. 38).

Esta prueba tiene como objetivo la identificacion de las bacterias mediante la coloracién pues al
afiadir alcohol-acetona se arrastra el colorante solo en las Gram negativas, mientras que en las

Gram positivas queda retenido y las células permanecen de color violeta (Rodriguez, 2009, p. 45).

2.7.5.2 Prueba de catalasa

Con el asa de siembra se tom6 una porcion de masa bacteriana y se coloc6 en un portaobjetos,
después de agrego 1 o 2 gotas de perdxido de hidrogeno al 3%, se observa si existe la presencia
0 ausencia de efervescencia, de esta manera se puede comprobar la existencia de catalasa. En caso

de las bacterias acido lacticas son catalasa negativa (Femnandez et al, 2010, p. 30).

2.7.5.3 Prueba de oxidasa

Se toma con el asa de siembra esterilizado una muestra bacteriana a partir de una colonia
proveniente de un cultivo de 24 horas de incubacion, se coloca en tiritas de oxidasa, pasado 30

segundos aproximadamente si cambia de color la prueba tiende a ser positiva (Fernandez et al, 2010,
p. 30).

2.75.4 Prueba de KOH

Esta prueba sirve como confirmacion de la tincion de Gram ya que nos dice si la pared bacteriana
es resistente a las soluciones alcalinas. Si la prueba de KOH es positiva (hay un hilo mucoide),

la bacteria sera Gram negativa y viceversa (Latorre, 2011, citado en Duchi., 2022, p. 25).

Para esta prueba se usa hidroxido de potasio y portaobjetos de vidrio y la realizacion del método
es similar a la catalasa. Se recoge con el asa de siembra una muestra bacteriana del agar con las
16



colonias crecidas, colocando en el portaobjetos, afiadiendo una gota de hidréxido de potasio al

1% y se observa la aparicién de hilo mucoide (Latorre, 2011, citado en Duchi, 2022, p. 25).
2.7.5.5 Prueba de movilidad

Esta prueba se realiza para identificar si un microorganismo es movil o inmovil, se realiza la

prueba en medio Agar SIM.

Procedimiento

Se coseché una colonia de cultivo puro usando el asa de siembra después de 18 a 24 horas de
incubacion, y se cred una picadura de alrededor de 1,5 cm en el medio SIM. Durante 24 horas,
los tubos se incubaron entre 35°C y 37°C. La turbidez influye en la motilidad bacteriana: la
motilidad (+) se caracteriza por una turbidez total o difusa en el medio, mientras que la motilidad
(-) se caracteriza por la ausencia de crecimiento o por un crecimiento restringido al sitio de la

picadura (Espin, 2021, p. 19).
2.7.5.6 Prueba de acidificacion
Esta prueba se realizé mediante la Norma técnica INEN 0013.

Procedimiento.

Esta normativa establece el método para determinar la acidez titulable de la leche, para esta prueba
primero se inoculo 30 ml de leche con 1ml de muestra bacteriana y se deja 24 horas a 37°C para
su fermentacién. Luego se realiza su respectivo analisis con una solucion estandarizada de
hidréxido de sodio al 0,1 N, usando fenolftaleina como indicador. La muestra se coloca en vasos
de precipitacion, es agitada para tener una mezcla homogénea y se agrega 2ml de solucion
indicadora de fenolftaleina.

Agregar lentamente la solucién de 0,1N de hidréxido de sodio, sin dejar de agitar hasta conseguir
un color rosado que persista, finalmente se realiza una lectura de la bureta el volumen de solucién

empleada (INEN 0013, 1998, p. 2-3).

Se calcula mediante la siguiente ecuacion:

V XN
A = 0,090

Mmi—m
Fuente: INEN 0013, 1998
Realizado por: Afilema D, 2023

x 100
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Donde:

A = acidez titulable en %

V = volumen de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la titulacion
N = normalidad de la solucion de hidréxido de sodio

m1 = masa de vaso de precipitacidn con la sustancia a estudiar, en gramos

m = masa de vaso de precipitacion vacio, en gramos

2.7.5.7 Fermentacion de carbohidratos

Se desarroll6 la creacion del caldo rojo fenol (CRF), que actia como base para confirmar la
fermentacion de los carbohidratos. Contiene una indicacion de rojo fenol.

Los componentes del caldo base, que esta disefiado para fomentar la fermentacion de un

carbohidrato especifico, se enumeran a continuacion:

Tabla 2-3: Ingredientes del caldo rojo fenol

INGREDIENTES CANTIDAD
NaCl 590

Rojo Fenol 0,018 ¢

Carbohidrato de estudio 10¢g

Agua destilada 100 ml

Peptona 12 g

Extracto de carne 1lg

Fuente: (Catillo, 2021. p.40) citado por (Duchi, 2022. p.27)
Realizado por: Afilema D, 2023

Procedimiento.

Se coloco 10 ml del caldo rojo fenol ya preparado en tubos de ensayo estéril (con campana de
Durham si se requiere), tapar y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Incubar el CRF
con un 1ml de suspension bacteriana y llevar a incubar a 37°C durante 24 horas, examinar los

tubos para evaluar la produccion de acido y gas.

Interpretacion.
La presencia de un color amarillo en el tubo indica una reaccion positiva para la fermentacion de
hidratos de carbono. La presencia de una o mas burbujas indica una reaccion positiva para la

produccion de gas (Garcia, 2013, p. 36).
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CAPITULO III
3. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante la parte experimental del presente
trabajo y se registra los resultados de las pruebas morfoldgicas, bioquimicas y de viabilidad de
las 2 cepas de estudio durante los 0, 15, 30, 60 y 90 dias de conservacién a 4°C, 16°Cy -20°C.
3.1 Morfologia de las bacterias acido lacticas

3.1.1 Coloryforma

Las caracteristicas morfoldgicas que se tomaron en cuenta son el color y forma de las colonias,

se muestra en la tabla 3-1.

Tabla 3-1: Morfologia de las colonias de bacterias acido lacticas aisladas de los bosques de la

parroquia Bafios.

ESPECIE COLOR FORMA
L. agilis Crema Circular
L. rapi Beige Circular

Realizado por: Afiilema D, 2023

De la observacién visual de las colonias de L. agilis presentaron una forma circular, color crema,
similar a las bacterias L. rapi que registro color beige, con la misma forma circular de la anterior;
resultados que concuerdan con los reportados por (Watanabe et al, 2009, p. 759), quien indica que el L.
rapi desarrolla colonias de color beige y forma circular ligeramente irregular con una superficie
rugosa. A su vez (Ehsani et al, 2018, p. 727), al evaluar la produccién de queso probi6tico indica que
las colonias del L. agilis tiene forma circular, de color crema brillante, borde liso y un circulo de

calcio fundido en el centro.

3.1.2 Tamafio

En la tabla 3-2 se puede observar el tamafio (mm) de las colonias de bacterias acido lacticas por
efecto de la interaccion de la temperatura y tiempo de conservacion; resultados que se analizan a

continuacion.
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Tabla 3-2: Tamafio (mm) de las colonias de bacterias acido lacticas por efecto de la interaccion

de la temperatura y tiempo de conservacion.

TEMPERATURA TIEMPO L. AGILIS L. RAPI
-20°C 0 dias 2,89%a 2,62 ab
-20°C 15 dias 3,20a 2,63 ab
-20°C 30 dias 2,77 a 2,86 ab
-20°C 60 dias 2,67 a 2,88 ab
-20°C 90 dias 299 a 2,73 ab

4°C 0 dias 2,56 a 2,73 ab
4°C 15 dias 3,04a 2,93 ab
4°C 30 dias 312a 2,70 ab
4°C 60 dias 291a 2.63 ab
4°C 90 dias 2,75a 2,94 ab
16°C 0 dias 3,08 a 2,54 b
16°C 15 dias 2,88 a 2,58 b
16°C 30 dias 2,8la 3,02 ab
16°C 60 dias 2,97 a 3,22a
16°C 90 dias 2,85a 2,85 ab

EE. 0,14 0,12

Prob. 0,0738 0,029

EE. Error estandar

P<0,05 diferencias significativas P>0,05 no significativa P<0,01 es altamente significativa
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

Realizado por: Afiilema D, 2023

3.1.2.1 Lactobacillus agilis

El tamafio de las colonias por efecto de la interaccion entre temperaturas y tiempos de
almacenamiento L. agilis no presenta diferencias estadisticas (P>0,05), en cuanto se establecieron
tamarfios que variaron entre 2,56 mm a 4°C en el dia 0 y 3,20 mm con -20°C en el dia 15, que son
los casos extremos; pudiendo afirmarse que la temperatura y tiempo de conservacion no influye

en el tamafio de las colonias.

Tomando en consideracion en reporte de (Ramirez y Vélez, 2016, p. 119), quienes al realizar el
aislamiento, caracterizacion y seleccion de bacterias &cido lacticas indican que las colonias de
Lactobacillus tienen un tamarfio de 3 mm o superiores valores que concuerdan con los resultados

del presente trabajo.

20



3.1.2.2 Lactobacillus rapi

El efecto de la diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento presentan influencia en el
tamano de las colonias de L. rapi, cuando se utilizé 16°C conservado por 60 dias, el tamafio de
las colonias fue mayor (3,22 mm) a diferencia que cuando se utilizé 16°C entre 0 y 15 dias de
almacenamiento, se registraron valores de 2,54 y 2,58 mm, valores que estadisticamente presentan

diferencias significativas.

Tomando como referencia a (Watanabe et al, 2009, p. 759), €S su investigacion indica que el L. rapi
forma colonias de 2 a 3 mm en didmetro, sembradas en agar MRS con una temperatura de 37°C
en incubacidn por 24 horas.

3.2 Pruebas bioquimicas

Los resultados que se presentan en la tabla 3-3 son las pruebas bioquimicas realizadas después
del proceso de conservacion llevado a cabo en distintos tiempo y temperaturas ejecutados en el

Laboratorio de Ciencias Biol6gicas de la Facultad de Ciencias Pecuarias.

Tabla 3-3: Prueba bioquimicas de las bacterias acido lacticas aisladas de los bosques primarios

de la parroguia Bafios.

ESPECIE TINCION CATALASA OXIDASA KOH
L. agilis + - - -
L. rapi + - - -

Realizado por: Afilema D, 2023

Las dos bacterias que estuvieron en conservacion pertenecen al género Lactobacillus, los
resultados obtenidos de las pruebas de tincion son Gram positivos, la catalasa, oxidasa y KOH
son negativos. Valores similares a los obtenidos por (Ramirez & Vélez, 2016. p.120), en Su
investigacion sobre aislamiento, caracterizacion y seleccion de bacterias acido l4cticas, es
importante destacar que para considerar como bacterias acido lacticas deben ser Gram positivas,

la catalasa, oxidasa y la prueba de hidréxido de potasio son negativas.

3.3  Prueba de acidificacion

En la tabla 3-4 se muestra los resultados obtenidos de la prueba de acidificacion realizadas

después de los tiempos y temperaturas de conservacion.
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Tabla 3-4: Acidez (%) de las colonias de bacterias acido lacticas por efecto de la interaccion de

la temperatura y tiempo de conservacion

TEMPERATURA TIEMPO L. AGILIS L. RAPI
-20°C 0 dias 0,17 a 0,14 a
-20°C 15 dias 0,16 a 0,14 a
-20°C 30 dias 0,10c 0,10a
-20°C 60 dias 0,10c 0,10a
-20°C 90 dias 0,09¢c 0,09a

4°C 0 dias 0,17 a 0,13a
4°C 15 dias 0,16 a 0,15a
4°C 30 dias 0,10c 0,12a
4°C 60 dias 0,10c 0,12a
4°C 90 dias 0,09c¢c 0,09a
16°C 0 dias 0,17 a 0,12a
16°C 15 dias 0,14 b 0,14a
16°C 30 dias 0,10c 0,10 a
16°C 60 dias 0,10c 0,10 a
16°C 90 dias 0,09c¢c 0,09a
EE. 2,20E-03 0,01
Prob. 0,0001 0,0982

EE. Error estandar

P<0,05 diferencias significativas P>0,05 no significativa P<0,01 es altamente significativa
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes

Realizado por: Afiilema D, 2023

3.3.1 Lactobacillus agilis

En la prueba de acidez la especie L. agilis presentan diferencias altamente significativas por efecto
del tiempo de conservacion, puesto que al utilizar -20 °C, 4°C y 16°C conservados en el dia 0 la
acidez fue mayor (0,17%), a diferencia de cuando su conservacion fue de -20°C, 4°C y 16°C a
los 90 dias se registraron valores de 0,09%; valores que indican que a menor tiempo de
conservacion mayor es el porcentaje de acidez.

Los resultados de acidez concuerdan con los descrito por (Guerrero, 2011, pp. 62-63), en su
investigacion sobre la utilizacion de probidticos (Lactobacillus plantarum) en la elaboracién de
una bebida de soya, donde obtuvo valores de 0,17% a 0,37% las 8 horas de fermentacion, esto

debido a que los valores de acidez se incrementan con relacion al tiempo de fermentacion, la
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velocidad de produccion de &cido lactico y la cantidad de nutrientes y azucares necesarios para la

fermentacion.

3.3.2 Lactobacillus rapi

Los resultados obtenidos para el L. rapi no presenta diferencias significativas, por efecto de la
interaccion de la temperatura y tiempo, obteniendo valores entre 0,09% con -20°C, 4°C, 16°C en
el dia 90 y 0,15% a 4°C en 15 dias, como casos extremos; dando a entender que no afecta ni la
temperatura y tiempo los resultados de acidificacion.

De acuerdo a los resultados de (Parra, 2012, p. 97), en su estudio de bacterias acido lacticas; papel
funcional en los alimentos indica que las bacterias acido lacticas segun la temperatura ideal de
crecimiento en mesofilos su acidez final es de 0,8% y en termofilas 0,9% de produccion de acido
lactico, teniendo en cuenta que las especies bacterianas estudiadas estan por debajo de los
reportados, esto se bebe a los tiempos y temperaturas de conservacion, ya que a medida que pasa
los dias de conservacion la concentracién bacteriana disminuye, asi mismo su produccion de acido

lactico es muy bajo.

3.4  Prueba fermentacion de carbohidratos y movilidad

La prueba de fermentacion de carbohidratos ayuda a la identificacién de las bacterias acido

lacticas, obteniendo los siguientes resultados descritos en la tabla 3-5.

Tabla 3-5: Fermentacion de carbohidratos y prueba de movilidad de las bacterias acido lacticas

aislados de suelos primarios.

ESPECIE MANITOL SACAROSA RAFINOSA LACTOSA CELOBIOSA SIM
L. agilis + Débil + + Débil -

L. rapi - Débil + - - -

Realizado por: Afiilema D, 2023

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba de fermentacion de carbohidratos muestra
que L. rapi como L. agilis son capaces de fermentar sacarosa, rafinosa, lactosa y celobiosa, como
se observa por los resultados positivos en estos carbohidratos a lo largo del tiempo. Estos
hallazgos son consistentes con estudios realizados por (Zheng et al., 2013), quien al evaluar las

caracteristicas probidticas de cepas de Lactobacillus aisladas de granos de kéfir tibetano encontrd
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que algunas cepas de Lactobacillus tenian la capacidad de fermentar sacarosa, lactosa y otros

carbohidratos similares.

En cuanto a la fermentacion del manitol y lactosa el L. rapi no tiene la capacidad de fermentar
estos carbohidratos, segin estudio realizado por (Watanabe et al, 2009, p. 759), comenta que esta
especie no produce acido a partir del manitol asi también como la lactosa por el hecho que las

células no pueden sintetizar estos carbohidratos.

En la prueba de SIM o movilidad de las bacterias ambas muestras dieron como resultado negativo
ya que muchas de las bacterias son inmoviles. El resultado concuerda con lo dicho (Watanabe et al.,
2009; p. 759) donde concluye que L. rapi son células inmoviles y no formadoras de esporas y son
anaerobias facultativas, asi mismo (Kajikawa, Susuki y Igimi, 2018, p. 2), en su estudio sobre el impacto
de la movilidad en la localizacién de L. agilis que estos tipos de bacterias son inmdviles a menos

que ocurra una mutacion.

3.5 Prueba de viabilidad

En la tabla 3-6 se describe los resultados del conteo microbiol6gico de las bacterias acido lacticas

por efecto de la interaccion de la temperatura y tiempo.

Tabla 3-6: Carga microbiolégica (UFC/g) de las bacterias acido lacticas por efecto de la

interaccién de la temperatura y tiempo de conservacion.

TEMPERATURA TIEMPO L. AGILIS L. RAPI
-20°C 0 dias 6.1x10°a 6.9x10°a
-20°C 15 dias 6.2x10°a 6.0x10%ab
-20°C 30 dias 4.2x10° a 5.7x10%ab
-20°C 60 dias 2.4x10°a 5.7x10%ab
-20°C 90 dias 1.9x10°a 5.5x10°bc

4°C 0 dias 5.9x10°a 5.4x10°bc
4°C 15 dias 5.6x10°a 5.5x10°bc
4°C 30 dias 4.0x10°a 4.9x10%bc
4°C 60 dias 2.1x10%a 4.1x10%cd
4°C 90 dias 1.5x10°%a 3.3x10° de
16°C 0 dias 5.2x10%a 4.9x106 be
16°C 15 dias 4.9x10° a 5.1x106 be
16°C 30 dias 3.0x10°a 4.1x10° cd
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16°C 60 dias 1.5x10°%a 3.2x10°8 de

16°C 90 dias 1.0x10°a 2.0x10%e
EE. 19784,02 27230,88
Prob. 0,8596 0,0057

EE. Error estandar

P<0,05 diferencias significativas P>0,05 no significativa P<0,01 es altamente significativa
Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes

Realizado por: Afiilema D, 2023

En la prueba de viabilidad se tomo en cuenta el crecimiento de las cepas de 24 horas de incubacion
a 37°C, en el cuadro se puede apreciar que el crecimiento en ambas especies

3.5.1 Lactobacillus agilis

Los resultados obtenidos en la carga microbiol6gica de la especie L. agilis no presentan
diferencias estadisticas por efecto de la interaccion de la temperatura con el tiempo, por cuanto
estan varian entre 1.0x10° UFC/g con 16°C en 90 dias, y 6.2x10° UFC/g con -20°C en 15 dias,
como casos extremos; por lo que pueda indicarse que la temperatura y el tiempo no infiere en el
conteo microbiol6gico. Segln (Ehsani al et., 2018; p. 728), la poca reduccion en la concentracién de
las bacterias acido-lacticas podria deberse a la falta de carbohidratos, temperaturas de

conservacion, tipo de agente crioprotector.

En el estudio realizado por (vézquez, 2014, p. 88-90), quien, al realizar la identificacion y
caracterizacion de un aislamiento nativo de Lactobacillus, las bacterias acido lacticas no se
produjo un descenso en la viabilidad durante el proceso de congelacién a -70°C puesto que el
recuento se realizd en 0 dias con valor de 1,31E+09 UFC/ml y 1,40E+09 UFC/ml a los 80 dias,

mostrando la misma concentracién bacteriana en el trascurso de almacenamiento.

3.5.2 Lactobacillus rapi

En la especie L. rapi presentan diferencias altamente significativas por efecto de la interaccion de
la temperatura con el tiempo en el conteo microbiolégico, en el cual el valor es de 6.9x10°UFC/g
en -20 °C conservados en el dia 0 fue mayor a contrario de 2.0x10° UFC/g a 16°C a los 90 dias

siendo el valor mas bajo en la concentracion de bacterias acido lacticas.

En el estudio realizado por (zamora, 2005, p. 728), quienes al realizar el aislamiento, identificacion y

conservacion de bacterias acido lacticas que fueron almacenadas durante 60 dias tuvieron
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diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en el cual esta en rangos de 5,60E+08 UFC/g en 0
dias de conservacidn siendo superior a 3,00E+08 UFC/g en 60 dias. La pérdida de células segln
(Zamora, 2005, p. 728), podria ocurrir en varias fases, incluso cuando las células en un medio de
suspensidn bajan de la temperatura ambiente al punto de congelacién como resultado, entre otras
cosas, del desarrollo de hielo intracelular y extracelular o del aumento gradual del contenido de

soluto en el medio, cuando el agua todavia esta liquida, se esta almacenando o descongelando.
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CONCLUSIONES

La reconstitucién de las cepas de bacterias acido lacticas es un paso importante puesto que se

debe realizar una reactivacion a las bacterias conservadas para sus respectivos estudios.

En la aplicacién del método de congelacién con glicerol al 30% se determind que las
caracteristicas propias de cada bacteria acido lactica evaluada se mantuvieron inalterables, tanto
con el cambio de temperaturas y tiempos, dado que el glicerol ayuda a que no exista un dafio en

el microorganismo, ademas de ser el mas utilizado para conservaciones a bajas temperaturas.

Al evaluar la viabilidad mediante el conteo microbiolégico de las cepas bacterianas, la
temperatura ideal para la conservacion es de -20°C ya que logro mantener la viabilidad de las 2
bacterias por un periodo de 90 dias, para la temperatura de 4°C su rendimiento bajo desde el dia
30, puesto que la concentracién bacteriana fue menor al termino de los 90 dias de conservacién y
a temperatura de 16°C desde el dia 15 se observo una baja cantidad de colonias presentes.

Las caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas de las bacterias durante los tiempos y temperaturas

de conservacion se mantuvieron sin mostrar ninguna alteracion o mutacién en las bacterias acido

lacticas.
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RECOMENDACIONES

Para una mayor exactitud en la investigacion con respecto a las pruebas bioguimicas de las
bacterias acido l4cticas, se propone la utilizacion de las pruebas APl CHL 50 o la compra de

reactivos pertinentes para cada tipo de estudio que se debe realizar.

Se sugiere también la obtencion de equipos especiales para la conservacion de las bacterias de
interés agroindustrial por el hecho que el Laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de
Ciencias Pecuarias no cuenta con dichos equipos, formando inconvenientes al momento de la

realizacion del presente trabajo.

Se recomienda la realizacion de estudios méas profundos acerca de los tipos de conservacion para
bacterias &cido l4cticas, teniendo en cuenta las temperaturas y tiempos a largo plazo para una
posterior utilizacion en la elaboracion de productos alimentarios o formacion de un cepario

especifico para bacterias de interés agroindustrial.
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ANEXOS

ANEXO A: RECONSTITUCION DE LAS BACTERIAS

ANEXO B: IMPLEMENTACION DEL METODO DE CONSERVACION




ANEXO E: PRUEBAS MORFOLOGICAS (FORMA, COLOR, TAMARNO)

(=0

ANEXO G: PRUEBA DE MOVILIDAD




ANEXO H: PRUEBA DE ACIDIFICACION

ANEXO I: FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

ANEXO J: ANALISIS ESTADISTICO DE LA FORMA, ACIDEZ Y VIABILIDAD DE LA
CEPA L. AGILIS EN LOS DISTINTOS TIEMPOS Y TEMPERATURAS EMPLEADOS.

ANALISIS DE LA VARIANZA
TAMARO(MM)

Variable N Rz RZA|] CV
Tamafo(mm) 45 041 0,13 8,60

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)

_FV. SC g €M F  p-valor
Modelo 127 14 009 146 0,1857
Temper. 001 2 001 012 08890
Tiempos 024 4 006 096 04449

Temper.*Tiempos 1,02 8 0,13 2,05 10,0738




Error 1,86 30 0,06
Total 3,14 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22436
Error: 0,0621 gl: 30

Temper. Medias n E.E.

16C 2,92 15 0,06 A
-20C 2,90 15 0,06 A
4C 288 15 006 A

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,34080
Error: 0,0621 gl: 30
Tiempos Medias n E.E.

15 3,04 9 008 A
30 2,90 9 008 A
90 2,86 9 008 A
60 2,85 9 008 A
0 28 9 008 A

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,74991
Error: 0,0621 gl: 30
Temper. Tiempos Medias n
-20C 15 3,20 3
4C 30 3,12 3
16C 0 3,08 3
4C 15 3,04 3 014
-20C 90 2,99 3 014
16C 60 2,97 3 0,14
3
3
3
3
3
3

E.E.
0,14
0,14
0,14

4C 60 2,91 0,14
-20C 0 2,89 0,14
16 C 15 2,88 0,14
16 C 90 2,85 0,14
16 C 30 2,81 0,14
-20C 30 2,77 0,14
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4C 90 2,75 3 014 A
-20C 60 2,67 3 014 A
ac 0 256 3 014 A

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

ACIDEZ

Variable N R?2 R2A] CV
acidez 45 099 099 318

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

A SC ai M _F p-valor
Modelo 0,05 14 3,2E-03 215,02 <0,0001
Temper. 1,3E-04 2 6,3E-05 4,19 0,0249
Tiempos 0,04 4 0,01 733,82 <0,0001
Temper.*Tiempos 1,0E-03 8 1,3E-04 8,32 <0,0001
Error 45E-04 30 1,5E-05

Total _ 005 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00350
Error: 0,0000 gl: 30
Temper. Medias n E.E.

4C 0,12 15 1,0E-03 A
-20C 0,12 15 10E-03 A B
16 C 0,12 15 1,0E-03 B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00532
Error: 0,0000 gl: 30

Tiempos Medias n _E.E.

0 0,17 9 13E-03 A

15 0,15 9 1,3E-03 B

60 0,10 9 1,3E-03 C
30 0,10 9 1,3E-03 C
90 009 9 13E-03 C

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



Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01170
Error: 0,0000 gl: 30

Temper. Tiempos Medias n E.E.

4C 0 0,17 3 22E-03 A

16C 0 0,17 3 22E-03 A

-20C 0 0,17 3 22E-03 A

4C 15 0,16 3 22E-03 A

-20C 15 0,16 3 22E-03 A

16C 15 0,14 3 2,2E-03 B
4C 60 0,10 3 2,2E-03 C
16C 30 0,10 3 2,2E-03 C
-20C 90 0,10 3 2,2E-03 C
-20C 60 0,10 3 2,2E-03 C
-20C 30 0,10 3 2,2E-03 C
16 C 60 0,10 3 2,2E-03 C
16 C 90 0,09 3 2,2E-03 C
4C 30 0,09 3 2,2E-03 C
4C 90 009 3 22E-03 C

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

UFC/g
Variable N R2 R2ZA] CV
UFC/G 45 0,98 0,97 9,16

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. — SC a _CM F p-valor
Modelo 1495521244444,44 14 106822946031,75 90,97  <0,0001
Temper. 85752711111,11 2  42876355555,56 36,51  <0,0001
Tiempos 1405246577777,78 4 351311644444,45 299,19 <0,0001
Temper.*Tiempos 4521955555,56 8 565244444 44 0,48 0,8596
Error 35226666666,67 30 117422222222
Total 1530747911111,11 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=30846,73698
Error: 1174222222,2222 gl: 30



Temper. Medias n E.E.

-20C 419333,33 15 8847,68 A

4C 387733,33 15 8847,68 B

16 C 315066,67 15 8847,68 C

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=46855,21283
Error: 1174222222,2222 gl: 30
Tiempos _Medias n _E.E.

0 575111,11 9 1142231 A

15 564000,00 9 1142231 A

30 378222,22 9 1142231 B

60 204000,00 9 11422,31 Cc

90 148888,89 9 1142231 D

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=103102,23410
Error: 1174222222,2222 gl: 30

Temper. Tiempos _Medias n _EE.

-20C 15 629333,33 3 19784,02 A

-20C 0 611333,33 3 1978402 A B

4C 0 503333,33 3 19784,02 A B C

4C 15 568666,67 3 19784,02 A B C

16C 0 520666,67 3 19784,02 B C D

16C 15 494000,00 3 19784,02 C D E

-20C 30 423333,33 3 19784,02 D E

4C 30 406666,67 3 19784,02 E F

16C 30 304666,67 3 19784,02 F G
-20C 60 242000,00 3 19784,02 G H
4C 60 214666,67 3 19784,02 G H
-20C 90 190666,67 3 19784,02 H
16 C 60 155333,33 3 19784,02 H
4C 90 155333,33 3 19784,02 H
16 C 90 100666,67 3 19784,02

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



ANEXO K: ANALISIS ESTADISTICO DE LA FORMA, ACIDEZ Y VIABILIDAD DE LA
CEPA L. RAPI EN LOS DISTINTOS TIEMPOS Y TEMPERATURAS EMPLEADOS.

ANALISIS DE LA VARIANZA
TAMANO (MM)

Variable N Rz RzZA|] CV
tamafio(mm) 45 0,52 0,30 7,64

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I1lI)

A SC gl CM FE  p-valor
Modelo 149 14 011 2,34 10,0250
Temper. 0,07 2 0,03 0,76 04774
Tiempos 048 4 0,12 266 0,0516
Temper.*Tiempos 0,94 8 0,12 2,57 0,0290
Error 1,37 30 0,05

Total 285 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19203
Error: 0,0455 gl: 30
Temper. Medias n E.E.

16 C 2,84 15 0,06 A
4C 2,78 15 0,06 A
-20C 275 15 006 A

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,29169
Error: 0,0455 gl: 30

Tiempos Medias n E.E.

60 291 9 007 A
30 286 9 007 A
90 284 9 007 A
15 271 9 007 A
0 263 9 007 A

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



Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,64185
Error: 0,0455 gl: 30

Temper. Tiempos Medias n E.E.

16C 60 3,22 3 012 A
16C 30 3,02 3 012 A B
4C 90 2,94 3 012 A B
4C 15 2,93 3 012 A B
-20C 60 2,88 3 012 A B
-20C 30 2,86 3 012 A B
16C 90 2,85 3 012 A B
-20C 90 2,73 3 012 A B
4C 0 2,73 3 012 A B
4C 30 2,70 3 012 A B
4C 60 2,63 3 012 A B
-20C 15 2,63 3 012 A B
-20C 0 2,62 3 012 A B
16 C 15 2,58 3 012 B
16C 0 254 3 012 B

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

ACIDEZ

Variable N R? R2A|] CV
acidez 45 083 0,74 1011

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

A SC g CM F p-valor
Modelo 0,02 14 1,3E-03 10,14 <0,0001
Temper. 15E-03 2 7,6E-04 574 0,0077
Tiempos 0,02 4 3,8E-03 28,82 <0,0001
Temper.*Tiempos 2,0E-03 8 25E-04 1,89 0,0982
Error 4,0E-03 30 1,3E-04

Total _002 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01037
Error: 0,0001 gl: 30



Temper. Medias n _E.E.

4C 0,12 15 3,0E-03 A
-20C 0,11 15 30E-03 A B
16 C 011 15 3,0E-03 B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01576
Error: 0,0001 gl: 30
Tiempos Medias n E.E.

15 0,14 9 38E-03 A
0 0,13 9 38E-03 A
60 0,10 9 3,8E-03 B
30 0,10 9 3,8E-03 B
90 009 9 38E-03 B

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03467
Error: 0,0001 gl: 30

Temper. Tiempos Medias n E.E.

4C 15 0,15 3 001 A

-20C 15 0,14 3 001 A

-20C 0 0,14 3 001 A

16C 15 0,14 3 001 A

4C 0 0,13 3 001 A B
4C 60 0,12 3 001 A B C
4C 30 0,12 3 001 A B C
16C 0 0,12 3 001 A B C
16C 60 0,10 3 0,01 B C
-20C 30 0,10 3 0,01 C
-20C 60 0,09 3 0,01 C
16 C 90 0,09 3 0,01 C
-20C 90 0,09 3 0,01 C
16 C 30 0,09 3 0,01 C
4C 90 009 3 001 Cc

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



UFC/g

Variable N Rz R2A|] CV
UFEC/g 45 091 0,87 9,69

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

_FV. —SC a _Cc™M F  p-valor
Modelo 678231111111,11 14 48445079365,08 21,78 <0,0001
Temper. 335287644444,45 2 167643822222,22 75,36 <0,0001
Tiempos 280554666666,67 4  70138666666,67 31,53 <0,0001
Temper.*Tiempos 62388800000,00 8  7798600000,00 3,51  0,0057
Error 66736871111,33 30 2224562370,38

Total 744967982222,45 44

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=42457,69140
Error: 2224562370,3778 gl: 30
Temper. Medias n _E.E.
-20C 600533,33 15 12178,02 A
4C 468666,67 15 12178,02 B
16 C 391466,67 15 12178,02 C

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=64491,88348
Error: 2224562370,3778 gl: 30
Tiempos Medias n E.E.

0 580888,89 9 1572176 A

15 556888,89 9 15721,76 A B

30 495333,33 9 15721,76 B C

60 436000,00 9 15721,76 C

90 365333,33 9 15721,76 D

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

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=141910,72596
Error: 2224562370,3778 gl: 30
Temper. Tiempos _Medias n _E.E.
-20C 0 698666,67 3 27230,88 A




-20C 15 600666,67 3 2723088 A B

-20C 30 576000,00 3 2723088 A B

-20C 60 574000,00 3 2723088 A B

-20C 90 553333,33 3 27230,88 B C

4C 15 552000,00 3 27230,88 B C

4C 0 546000,00 3 27230,88 B C

16 C 15 518000,00 3 27230,88 B C

4C 30 498000,00 3 27230,88 B C

16 C 0 498000,00 3 27230,88 B C

4C 60 414000,00 3 27230,88 C D

16 C 30 412000,00 3 27230,88 C D
4C 90 333333,33 3 27230,88 D E
16C 60 320000,00 3 27230,88 D E
16 C 90 209333,33 3 27230,88 E

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