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Resumen

Las colecciones de cultivos microbianos son
consideradas centros de recursos biolégicos ya que
permiten conservar cepas de microorganismos
que pueden ser utilizadas en diferentes estudios
microbiolégicos, biotecnoldgicos, educativos e
investigativos; poreso es necesarioaplicarmétodosde
preservacion adecuados que aseguren su viabilidad,
disponibilidad y resguardo de sus caracteristicas
fenotipicas, genotipicas y el potencial industrial.
El objetivo del presente trabajo fue establecer una
coleccién de cepas microbianas usadas en formacién
y proyectos de investigacion aplicada del Centro para
la Formacién Cafetera - SENA Regional Caldas. En
este estudio se conservaron doce cepas microbianas
provenientes de trabajos de investigacién realizados
por instructores y aprendices empleando las técnicas
de preservacion en agua destilada estéril y glicerol al
10 %. Dicha conservacién se realizé en tubos crioviales
de 2 mL ajustados a una densidad optica 1 (9x108 UFC/
mL) de la escala de McFarland. La viabilidad y pureza
de las cepas conservadas se evalud, reactivandolas
en medios de cultivo selectivos para cada tipo de
microorganismo, con el fin de observar cambios en
las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de los
cultivos y determinar la eficiencia de los métodos
de conservacion evaluados. De acuerdo con los
resultados obtenidos en las pruebas realizadas,
se pudieron identificar plenamente 12 géneros
microbianos correspondientes a

Bacillus subitilis, Bacillus pumilus, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae,
Salmonella sp, Clostridium perfringens, Lactobacillus
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plantarum, Lactobacillus sp, Pseudomona putida,
Pseudomona mendocina y Hafnia alvei, asi mismo
se observd un crecimiento positivo de estos
microorganismos conservando su viabilidad y pureza
en las dos técnicas de preservacién utilizadas.

Palabras Clave: biotecnologia, cepas, conservacion,
cultivos microbianos, microorganismos.

Abstract

The Collections of microbial cultures are considered
centers of biological resources because they preserve
strains of microorganisms that can be used in different
microbiological,  biotechnological,  educational
and research studies; therefore is necessary to
apply appropriate preservation methods to ensure
their viability, availability and protection of their
phenotypic

characteristics, genotypic and industrial potential.
The aim of this study was to establish a collection of
microbial strains for use in training and applied in
research projects at Coffee for training Center SENA-
Regional Caldas.

In this study instructors conducted twelve microbial
strains from research and trainees using preservation
techniques in sterile distilled water and 10 % glycerol
those were retained. Preservative was performed in
2 mL cryovials tubes adjusted to an optical density 1
(9x108 UFC/mL) MacFarland scale. The viability and
purity was assessed preserved strains, resuming them
in selective media for each type of microorganism,
in order to observe changes in physiological and
morphological characteristics of the cultures and to
determine the efficiency of preservation methods
evaluated. According to the results obtained in tests,
they could be identified fully 12 microbial genera
corresponding to Bacillus subitilis, Bacillus pumilus,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Salmonella sp, Clostridium
perfringens, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina
and Hafnia alvei, likewise positive growth of these
microorganisms retain their viability was observed in
both purity and preservation techniques used.

Keywords: biotechnology, strains, conservation,
microbial cultures, microorganisms.

1. Introduccion.

Los microorganismos representan un papel
fundamental para el sostenimiento y funcionamiento
de los ecosistemas globales; ademas del potencial
que tienen como fuente de recursos bioldgicos para
el desarrollo de la medicina, la industria, la agricultura,
la biotecnologia, entre otras, (Burguet, Sierra, & Brito,
2012; Morales et al., 2010)

De acuerdo a lo anterior las colecciones microbianas
constituyen una herramienta de importancia para
el progreso y desarrollo de diferentes ramas de la
ciencia y de ahi la necesidad de mantener y disponer
de cultivos microbianos de calidad mediante el uso de
diversos métodos de preservacion que garanticen que
el cultivo a conservar sea puro, reduciendo al minimo
la posibilidad de contaminacién, que aseguren al
menos la supervivencia del 70% de las células por
un periodo determinado de tiempo; ademas que
estas células permanezcan genéticamente estables
(Arencibia, Rosario, & Gamez, 2008; Burguet et al.,
2012; Garcia & Uruburu, 2000; Fernandez et al., 2013;
Godinez & Calderén, 2008; Fernandez et al., 2012;
Henao, Franco, & Marin, 2006).

Con el fin de dar respuesta a estas necesidades se
han desarrollado a través de los afos diferentes
métodos para el mantenimiento y conservacion de
organismos como bacterias y hongos, entre los que se
encuentran la liofilizacién, congelacion, transferencia
periddica, suspensidon en agua destilada estéril, en
capa de aceite mineral, desecacién en papel de filtro,
desecacién en suelo, arena, silicagel, entre otros; con
los que se busca detener el crecimiento de las células
microbianas sin causar pérdida de viabilidad. Ademas
de mantenerlaestabilidad y pureza de los organismos
preservados (Gato, 2010; Garcia & Uruburu, 2000;
Ryan & Smith, 2004; Sarmiento, Hazel, & Céardenas,
2013). Por otro lado la eleccion de un método u otro
depende del tipo de microorganismo a preservar,
del tiempo que se deseen mantener conservados los
cultivos, de los recursos del laboratorio, asi como el
entrenamiento del personal encargado (Rico et al,,
2004; Weng, Olvido, & Alvarez, 2005).

En Colombia, instituciones como la Universidad
Javeriana de Bogota y el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) de Cali, son las unicas
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que tienen colecciones microbianas registradas ante
la WDCM (World Data Centre for Microorganisms)
ocupando el octavo lugar de los nueve paises
participantes de América con estas colecciones, y
que representa solo el 1,27 % del total aportado
por los paises del continente Americano (Gonzalez &
Jiménez, 2014); sin embargo este es un avance para el
pais y un reto para aumentar este tipo de colecciones
a nivel internacional. Por otro lado, existen otras
entidades como La Universidad Francisco de Paula
Santander, La Universidad Catdlica de Manizales, El
Instituto Colombiano de Medicina Tropical, El Instituto
Amazonico de Investigaciones Cientificas (SINCHI),
El Centro Nacional de Investigaciones del Café
(CENICAFE), entre otras, que han ido construyendo
dentro de sus instalaciones colecciones microbianas
mas pequefas, para su uso en diferentes estudios e
investigaciones. No obstante el acceso a ese tipo de
material bioldégico por parte de personal externo a
estas entidades es un poco limitado y complejo.

Ante esta situacién, se hizo necesario conservar
adecuadamente el material biolégico proveniente
de diversos proyectos en el Centro para la Formacién
Cafetera, en aras de mejorar la calidad y pertinencia de
los procesos de formacién e investigacion aplicada; de
satisfacer las necesidades de instructores, aprendices
y empresas del sector productivo; de tener acceso a
material biolégico para diversos procesos y de estar
al dia en las tendencias del mercado sobre el uso de
microorganismos.

Disponer de forma permanente de este tipo de
recursos es indispensable para orientar algunos
programas de formaciéon y desarrollar nuevos
proyectos de investigacién en el centro de formacion,
aportando de esta manera al avance cientifico de la
institucion ya que en el momento no se cuenta con
este tipo de colecciones que permitan dar respuesta
a los requerimientos mencionados anteriormente.

Por consiguiente, el objetivo del presente estudio fue
establecer una coleccién de cepas microbianas para
su uso en formacion y proyectos de investigaciéon
aplicada del Centro para la Formacién Cafetera del
SENA Regional Caldas, a través de la conservacion de
cepas utilizando diferentes métodos para garantizar
la viabilidad, pureza, caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de dichos organismos.

2. Materiales y Métodos

La metodologia usada para el establecimiento de un
cepario, consta de varias actividades que van desde
el aislamiento, caracterizacion, identificacion hasta
la conservacion de los microorganismos, y deben ser
desarrolladas continuamente sobre los organismos
que se van incluyendo en la coleccion.

Para desarrollar el presente estudio fue necesario
implementar métodos de conservacién que
garantizaran la pureza vy viabilidad de los
microorganismos, por tanto se eligieron los
métodos de preservaciéon en agua destilada
estéril y glicerol al 10 %, ya que han sido validados
y recomendados para el mantenimiento de
microorganismos por ser sencillos, econémicos,
seguros y capaces de garantizar la supervivencia
de los cultivos por periodos prolongados; de
igual manera se escogieron estas técnicas porque
se ajustan a los recursos fisicos, econémicos y
humanos disponibles en el centro.

Como variables de respuesta seleccionadas para
evidenciar la efectividad de estos métodosy evaluar
si los organismos conservaban sus caracteristicas
fenotipicas, genotipicas y el potencial industrial, se
utilizaron las pruebas de viabilidad y pureza.

De acuerdo a lo anterior, la metodologia descrita
a continuacién corresponde Unicamente a la
ejecutada para conservar los 12 microorganismos
que conforman actualmente la coleccién microbiana.

Ubicacion del sitio del ensayo
El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Ciencias
Basicas del SENA Regional Caldas, ubicado en la

ciudadela tecnolégica Los Cerezos, Km 10 via al
Magdalena.

Recoleccion de informacion

La informacion proveniente de los andlisis realizados
durante el desarrollo del proyecto fue recolectada por
medio de observacién directa, evidencias fotograficas
y listas de chequeo.
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Material bioldgico

En este estudio se emplearon cepas microbianas
provenientes de diferentes trabajos de investigacion
realizados por instructores y aprendices del Centro
para la Formacion Cafetera del SENA Regional Caldas.

Siembra de los microorganismos

Se realizé la siembra de los microorganismos por
la técnica de agotamiento con el fin de observar la
pureza de las cepas. Las levaduras fueron sembradas
en agar PDA y las bacterias en agar nutritivo.
Posteriormente, fueron incubados durante 48 horas,
a una temperatura de 25° C para levadurasy 37° C
para bacterias.

Caracterizacion macroscoépica de las cepas

Se realizé la caracterizacidn macroscoépica de las
colonias mediante la observacion directa teniendo
en cuenta aspectos como: forma, margen o borde,
elevacién, textura o consistencia, color.

Caracterizacion microscépica de las cepas

Se realiz6 la caracterizacion microscépica de las
colonias a través de la tincion de Gram para observar
forma, agrupacién y composicién de la pared celular
de los microorganismos.

Caracterizacion
microorganismos

bioquimica de los

Se realizé la caracterizacion de los microorganismos
por medio de pruebas bioquimicas utilizando los
medios de cultivo TSI, LIA, KIA, RM-VP, SIM, Urea y Citrato
de Simmons, también se utilizaron pruebas bioquimicas
rapidas API 20 E, BBL Crystal Entéricos, APl 50 CH, API 20
A, API 50 CHB y API Candida. Las siembras se incubaron a
37° Cpor un periodo de 24-48 horas.

Conservacion de los )
microorganismos en agua destilada
estéril

Se realiz6 la siembra de los microorganismos
mediante la técnica de siembra masiva con el fin de
obtener una gran cantidad de biomasa; las levaduras

y bacterias fueron sembradas en agar PDA y agar
nutritivo respectivamente, estos microorganismos
fueron incubados durante 24-48 horas, a una
temperatura de 25° C para levaduras y 37° C para
bacterias.

Para obtener la suspension madre, se tomaron 50 mL
de aguadestiladaestérily labiomasaobtenidaenlas cajas
de petri, ajustando la concentracién hasta una densidad
Optica 3 (9 x 10 UFC/mL) de la escala de Macfarland. A
partir de dicha suspensién se hizo una dilucién en agua
destilada estéril hasta llegar a una densidad 6ptica 1
(3x108UFC/mL) de la escala de Macfarland.

Posteriormente esta solucién se transfirié a tubos
crioviales estériles de 2 mL, los cuales se rotularon y
se llevaron conservacion en refrigeracion a 4° C.

Conservaciondelos
microorganismos en glicerol al 10 %

Se realiz6 la siembra de los microorganismos por la
técnica de siembra masiva con el fin de obtener una
gran cantidad de biomasa; las levaduras y bacterias
fueron sembradas en agar PDA y agar nutritivo
respectivamente, estos microorganismos fueron
incubados durante 24-48 horas, a una temperatura
de 25° C para levaduras y 37° C para bacterias.

Utilizando las siembras realizadas anteriormente, se
preparé una suspensién madre con 50 mL de agua
destilada estéril y la biomasa obtenida en las cajas de
petri, ajustando la concentracion hasta una densidad
Optica 3 (9 x 108 UFC/mL) de la escala de Macfarland.
A partir de dicha suspension se hizo una dilucién en
glicerol estéril al 10% hasta llegar a una densidad
Optica 1 (1x108UFC/mL) de la escala de Macfarland.

Posteriormente esta solucion se transfirio a tubos
crioviales estériles de 2 mL, los cuales se rotularon
y se llevaron a congelacion gradual de la siguiente
manera: 1 hora a4 °C, 1 horaa-4°Cy por ultimo se
almacenaron a -20° C.

Pruebas de viabilidad y pureza
Las pruebas de viabilidad y pureza se realizaron

a los tiempos: inicial y seis meses, para ello los
microorganismos preservados se recuperaron de

ol
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la siguiente forma: los crioconservados (glicerol al
10 %) fueron sometidos a descongelacidn rapida, en
bafo maria a 37° C por 5 minutos y para el caso de
los microorganismos preservados en agua destilada
estéril se emplearon directamente. Luego se sembré
cada uno de los microorganismos en cajas de petri
con agar PDA para levaduras y agar nutritivo para
bacterias, aplicando el método de siembra en superficie.

Posteriormente se llevaron a incubar a una temperatura
de 25° Cpara levaduras y 37° C para bacterias; el tiempo
de incubacién fue mayor al convencional debido a que
los microorganismos preservados tienen un crecimiento
mas lento por las condiciones de almacenamiento.
Finalmente los microorganismos rectivados fueron
evaluados, teniendo en cuenta la viabilidad como el
crecimiento de los mismos en las cajas de petriy la pureza
como la ausencia de otro tipo de microorganismos.

3. Resultados y discusion

Caracterizacion macroscopica, microscopica y
bioquimica.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién
macroscopica, microscépica y bioquimica de los
microorganismos en estudio, se observan en las
Tablas 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

Tabla 1. Caracterizacion macroscépica de los

microorganismos.
Microorganismo Color Textura Elevacién Forma Borde
Bacillus subtilis Crema Mucoide Convexa Circular Regular
Bacillus pumilu Crema Mucoide Elevada Irregular Irregular
Candida albicans ~ Blanca Blanda Aplanada Irregular Regular
Pseudomona Crema Cremosa Aplanada Irregular Irregular
aeruginosa
Saccharomyces Crema Cremosa Convexa Circular Regular
cerevisiae
Salmonella sp Crema Cremosa Convexa Circular Irregular
Clostridium Crema Aspera Convexa Trregular Trregular
perfringens
Lactobacillus Crema Cremosa Convexa Circular Regular
plantarum
Lactobacillus sp Crema Cremosa Convexa Circular Regular
Pseudomona Crema Membranosa Plana Circular Regular
putida
Pseudomona Crema Blanda Elevada Circular Regular
mendocina

Hafnia alvei Crema Blanda Convexa Circular regular

Tabla 2. Caracterizacidon microscépica de los

microorganismos.

Microorganismo Forma Agrupacion  Tincién de Gram
Bacillus subtilis Bacilos Cadenas Gram +
Bacillus pumilus Bacilos No forma Gram +
Candida albicans Ovoide Racimos Gram +
Pseudomona aeruginosa Bacilos cortos Cadenas Gram -
Saccharomyces cerevisiae Ovoide Racimos Gram +
Salmonella sp Bacilos No forma Gram -
Clostridium perfringens Bacilos Cadenas Gram -
Lactobacillus plantarum Bacilos Cadenas Gram +
Lactobacillus sp Bacilos Cadenas Gram +
Pseudomona putida Bacilos cortos Cadenas Gram -
Pseudomona mendocina Bacilos cortos No forma Gram -
Hafnia alvei Bacilos cortos Cadenas Gram -

Tabla 3. Caracterizacion bioquimica
de los microorganismos.

g g
= So
s £ .
g s - =
s S g = g
= S = = =
3 5 5 B 5
g 3 ES = =
Pruebas = s 2 3 ]
S 9 o 5 £
bioquimicas
SIM + + - + +
Movilidad
SIM - - R + +
Indol
SIM + - + - -
H,S
Rojo Metilo + -
V.p - - + +
Citrato + + + +
Simmons
Urea - - - -
LIA K/K K/K
KIA + K/K A/A A/A A/A
TSI K/A K/K A/A
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Tabla 4. Pruebas bioquimicas rapidas de los
microorganismos.

£ g g £
S s = So
T s E 2 * £
§ I = £ § T g
= < = S s 2 = =
s § . £ F § £ F §E £ & %
Pruebas S § &2 T £ § T s § £ = +§
s § § £ £ £ § § £ & & 2
= = g2 = T
g 3 § X § T § £ : & % %
< > = = S S
< =52 = 3 8§ ° 8 = = =
bioquimicas
rapidas
SIM ; - - ook ok o+ o+ -+ 4+
Movilidad
SIM - - - * E E £ - - - + +
Indol
SIM e T T
H,S
Oxidasa + + - ook -+ - -
BBL * * + * * kS £ + + * £ £
Crystal

Entéricos
API20 E + + * ® ook % ® %k * * *

API50 CH * * * + o+ % I * * % %

API * * * * * + + * * * * *
Candida

API 20 A * * * * * * * * * + * *
éll-)l IBSO * * * * * * * % * * 4 4

De acuerdo con los resultados obtenidos en la
caracterizacion macroscépica y microscépica de
los microorganismos en estudio (Tablas 1y 2) éstas
caracteristicas concuerdan con la descripcién
establecida en el Manual de Bergey; por lo tanto se
puede decir que los microorganismos caracterizados
corresponden a los géneros identificados (Brenner,
Krieg, & Staley, 2005).

Las tablas 3 y 4 muestran los resultados obtenidos de
la caracterizacion bioquimica de los microorganismos
en estudio; a través de esta se pudo determinar la
presencia o ausencia de diferentes enzimas presentes en
el material genético de sus cromosomas; estas enzimas
involucradas en su metabolismo, fueron evidenciadas en
los medios de cultivo utilizados que tienen los substratos
sobre los cuales estos actuan, junto con un sistema
indicador que manifiesto la degradacién del substrato
o la presencia de metabolitos especificos. Lo anterior
permitié identificar con un porcentaje de confiabilidad
alto el tipo de organismo a nivel de género y especie
(Garcia & Mendoza, 2014).

Viabilidad y pureza

El proceso de reactivacién de los microorganismos
conservados, dio como resultado que todas las cepas
preservadas (doce) lograron crecer satisfactoriamente
sobre los medios de cultivo utilizados para cada tipo
de organismo, mostrando un crecimiento propio
que concuerda con la caracterizacién macroscépica
inicial, ademdas no se presentaron problemas de
contaminacién, lo que indica que los métodos de
conservacion en agua destilada estéril y glicerol al 10
% son apropiados para el mantenimiento de este tipo
de organismos (Arencibia, et al., 2008). Sin embargo,
el método de agua destilada estéril mostro una mayor
eficiencia en la recuperacion de las cepas comparado
con el método de glicerol al 10 %, debido a que los
procesos de congelacion afectan la viabilidad de las
células conservadas. Por otro lado la conservacién
en agua destilada estéril no maneja temperaturas
de congelacién que aunque no detiene totalmente
el crecimiento de los microorganismos permite
que estos permanezcan activos metabdlicamente y
puedan recuperarse mas facilmente sobre un medio
de cultivo sdlido, estos resultados concuerdan con los
obtenidos por (Martinez, Leén, & Gonzalez, 2009).

Figura 1. Colonias de Lactobacillus plantarum (después de 6 meses
de conservacion en agua destilada y glicerol al 10%)

4, Conclusiones

El presente proyecto contribuyé al establecimiento
de una coleccién de cultivos microbianos en el Centro
para la Formacién Cafetera, compuesto inicialmente
por 12 cepas debidamente caracterizadas,
identificadas y conservadas de manera adecuada, lo
que ha permitido tener un acceso constante por parte
de instructores y aprendices a dichos cultivos, para la
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ejecucion de procesos de formacién y desarrollo de
proyectos de investigacion.

A través de la caracterizacion macroscopica vy
microscépica de las colonias, fue posible tener
un primer acercamiento a la identificacién de los
microorganismos en estudio.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién
bioquimica de los organismos estudiados, permitié
llegar a la identificacién de éstos a nivel de géneroy
especie con buenos porcentajes de confiabilidad.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se evidencio
que el método de conservacion en agua destilada
estéril presentdé mayores indices de recuperacion
de los microorganismos preservados, respecto al
método de conservacién en glicerol al 10 % después
de los periodos de recuperacion evaluados.

Las pruebas de viabilidad y pureza mostraron
resultados favorables en los diferentes tiempos
evaluados evidenciado crecimiento abundante vy
puro de las colonias.

Los métodos de preservacion utilizados en este
estudio, presentaron resultados satisfactorios en
cuanto aviabilidad y pureza de las cepas conservadas,
por lo tanto pueden ser aplicados a laboratorios
con recursos limitados teniendo en cuenta las
caracteristicas de cada técnica, la factibilidad de su
uso y las necesidades del usuario.

Serecomiendaincluirenlacoleccién microorganismos
provenientes de otros proyectos de investigacion,
con el fin de conservar las caracteristicas que los
hacen importantes a nivel industrial y enriquecer el
tamano del cepario.
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