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GRO3 - EVALUACION DE LA INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EQUILIBRIO
“BACTERIA-GLICEROL” EN LA CRIOCONSERVACION A -20 °C

FORNAGUERA, Maria José (1), MARTOS, Gladys Irma (1), PEREZ CHAIA, Adriana B. (1).
1 Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA-CONICET), Chacabuco 145, 4000, Tucuman,
Argentina. marijo1409@cerela.org.ar

La congelacion a -20°C es uno de los métodos de conservacion transitoria mas utilizado para
el trabajo de laboratorio en Microbiologia. Para minimizar los dafios causados por el estrés
osmdtico y la formacion de cristales de hielo se deben adicionar crioprotectores entre los que
se destaca el glicerol, que ejerce su efecto protector penetrando en la célula microbiana. Este
modo de accién hace necesario determinar el tiempo de equilibrio apropiado, previo al
congelamiento, para que el glicerol atraviese la membrana plasmatica e ingrese al
microorganismo. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del tiempo de equilibrio
célula/glicerol previo al congelamiento, sobre la viabilidad durante el almacenamiento. En este
estudio se empled un cultivo concentrado de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CRL
494 de la Coleccion de Cultivos de CERELA, cultivado en caldo MRS a 37 °C hasta fase
estacionaria temprana, resuspendido en leche extracto de levadura (LEL) con glicerol al 10 %
(v/v). Los tiempos de equilibrio ensayados fueron 0, 30 y 60 min a 4 °C y la evaluacion de la
tolerancia a la conservacion se realiz6 mediante ciclos de congelamiento /descongelamiento:
luego de 24 h a -20 °C la cepa fue sometida a ocho ciclos sucesivos de congelacion durante
1 h a -20 °C y descongelacion rapida durante 5 min en bafio a 37 °C; en cada ciclo se
determiné viabilidad celular por el método de diluciones sucesivas mediante siembra por
microgota en MRS agar y las placas se incubaron 48 h a 37 °C. Los datos se analizaron por
regresion lineal y se aplic6 ANOVA para la evaluacion estadistica. Las gréaficas de regresion
lineal de los valores de viabilidad obtenidos muestran que la afectacion de la misma en los
tiempos de equilibrio evaluados se encuentra en funcién de los ciclos de congelamiento
/descongelamiento. Después de 8 ciclos, el indice de muerte celular sin tiempo de equilibrio
previo fue de 0,38 mientras que para 30 y 60 min fue de 0,05. A pesar que no se observé
diferencias significativas en el indice de muerte de ambos periodos de equilibrio, la variacion
de los ciclos afecté minimamente la viabilidad celular en el Gltimo tiempo. Segun estos
resultados, el tiempo de equilibrio 6ptimo glicerol-célula seria de 60 min. Se comprobd que los
ciclos de congelamiento/descongelamiento son una herramienta valida para evaluar factores
gue pudieran afectar la recuperacion de los microorganismos en la criopreservacion. En este
trabajo se demuestra que el tiempo de equilibrio célula/protector es necesario para lograr una
mayor recuperacion del microorganismo, cuando se emplea un crioprotector penetrante como
el glicerol.
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