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Criopreservación de aislados  
nativos de la bacteria ruminal  
Fibrobacter succinogenes

R E S U M E N

En el presente trabajo se estandarizó una técnica de criopreservación en nitrógeno 
líquido, usando como crioprotector dimetil sulfóxido al 5%, para la preservación 
de aislados nativos bacterianos de Fibrobacter succinogenes. El respectivo protocolo 
de criopreservación se evaluó determinando la viabilidad bacteriana por el trans-
curso de un año. La escala de MacFarland, ampliamente conocida en la estimación 
de poblaciones bacterianas aerobias, fue validada como técnica de estimación de 
bacterias anaerobias, usando la técnica de conteo bacteriano por roll-tube (R2 = 0.95). 
Se utilizaron dos aislados nativos, C7 y C9, de Fibrobacter succinogenes, obtenidos del 
rumen de bovinos en pastoreo de Brachiaria decumbens, en los Llanos Orientales de 
Colombia. Quince días después de la exposición de los cultivos al proceso de crio-
preservación, se apreció una reducción en el número de bacterias viables con relación 
a la población inicial de cada uno de los aislados (C7 = 9.25 x 108 UFCml-1 vs. 6.15 x 
108 UFCml-1 y C9 = 12.51 x 108 UFCml-1 vs. 9.26 x 108 UFCml-1). Sin embargo, no se pre-
sentaron diferencias en la población de bacterias viables en los muestreos posteriores 
(C7 = 6.13 – 6.16 x 108; C9 = 9.26 – 9.35 x 108 UFCml-1). Esta técnica permite mantener 
la viabilidad bacteriana y puede considerarse como un procedimiento eficiente y 
de fácil aplicación para la preservación de bacterias ruminales. Además, constituye 
una herramienta fundamental para el establecimiento de bancos de germoplasma de 
microorganismos anaerobios ruminales en Colombia. El uso conjunto de las técnicas 
de criopreservación y la escala de MacFarland, posee ventajas sobre los métodos de 
preservación y estimación de poblaciones por cultivos activos, por su confiabilidad, 
eficiencia y bajo costo. 

Palabras clave: Bacterias celulolíticas, población, estándar de turbidez, criopreserva-
ción, viabilidad.
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A B S T R A C T
Title: Cryopreservation of native iso-
lates of ruminal bacteria Fibrobacter 

succinogenes.

In this study, the technique of cryo-
preservation in liquid nitrogen to pre-

serve native isolates of the fibrolytic 
bacteria Fibrobacter succinogenes was 

standardized. The technique efficiency 
was evaluated by establishing the 

bacterium viability during one year. 
The Mac-Farland scale, widely used to 
estimate aerobic bacterial populations, 

was validated by the roll tube technique 
(R2=0.95). Two native F. succinogenes 

strains, C7 and C9, were used. These 
strains were obtained from cattle fed 
on Brachiaria decumbens in the eastern 

lowlands of Colombia. Fifteen days 
after the initiation of the cryopreserva-

tion process, a reduction in the number 
of viable bacteria (CFU ml-1) was reg-

istered (C7 from 9.25 x 108 to 6.15 x 108 

and C9 from 12.51 x 108 to. 9.26 x 108). 
However, the bacterial populations did 

not present differences in subsequent 
samplings (C7=6.13 – 6.16X108, C9=9.26 
– 9.35X108 CFU ml-1, range over a year). 
Results indicated that the standardized 
cryopreservation technique is an effec-

tive and easy procedure to preserve 
ruminal bacteria, which would be a 

very useful tool to create a germplasm 
bank of Colombian ruminal anaerobic 
microorganisms. The criopreservation 

technique, and the MacFarland scale 
have an advantage over other methods 
of preserving bacteria and methods of 
estimating populations of bacteria by 

active cultures. The procedures used in 
this research are reliable and economi-

cal techniques using minimal storage 
spaces and laboratory resources.

Key words: Cellulolytic bacteria, popula-
tion, turbidmetric standard, cryopreser-

vation, viability.
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I N T R O D U C C I Ó N

E� ������������� in vitro de cultivos 
activos requiere una cantidad conside-
rable de trabajo, y ocasiona inestabili-
dad genética de los aislados microbianos 
(Teather, 1982; Malik, 1991; Velicier et al., 
1998). Por esta razón, para la preservación 
de microorganismos se han desarrollado 
nuevas metodologías como la congela-
ción de cultivos a –20° C o –40° C, y la 
preservación en nitrógeno líquido a –196° 
C; con la cual se han obtenido los mayo-
res índices de supervivencia y estabilidad 
genética microbiana (Malik, 1988). 

Por otro lado, la determinación de la 
viabilidad de las poblaciones bacterianas 
en cultivos in vitro es un procedimiento 
esencial para la adecuada utilización de 
estos microorganismos. En este senti-
do, la cuantificación de la población de 
bacterias celulolíticas ruminales viables 
se ha realizado usando la técnica de roll 
tube, mediante recuento de unidades 

formadoras de colonias (UFC) en cultivo 
sólido (Hungate, 1966; Mojica, 1993). No 
obstante, este método demanda gran 
cantidad de tiempo, labor y recursos. En 
los laboratorios de microbiología clínica 
con énfasis en aerobios, se han superado 
estas dificultades, usando el estándar 
de MacFarland, que estima poblacio-
nes microbiales comparando índices de 
turbidez del estándar con los logrados 
del cultivo microbiano (Carpenter, 1969; 
Koneman et al., 1987; Gerhardt et al., 
1994); no obstante, en el desarrollo de 
estudios sobre anaerobios todavía se pre-
sentan muchas limitaciones. En este tra-
bajo se validó el estándar de MacFarland 
para estimar poblaciones bacterianas de 
Fibrobacter succinogenes aisladas de bovi-
nos en pastoreo de Brachiaria en los 
Llanos Orientales, mediante compara-
ción con la técnica de cultivo en roll tube. 
Así mismo, y como objetivo principal de 
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este estudio, se estandarizó un método 
de criopreservación en nitrógeno líquido 
de estos aislados nativos y se evaluó su 
efectividad a través del recuento de bac-
terias viables durante un año. 

 Materiales y métodos
Cultivos bacterianos.  Se utilizaron dos 

aislamientos, C7 y C9, de la especie 
Fibrobacter succinogenes, obtenidos del 
contenido ruminal de bovinos en pasto-
reo de Brachiaria (Brachiaria decumbens), 
en el Piedemonte del departamento del 
Meta, siguiendo el proceso descrito por 
Mojica (1993) y Rodríguez et al. (1996). 
Las bacterias obtenidas fueron cultiva-
das en completa anaerobiosis, utilizando 
el método de roll tube (Hungate, 1966; 
Bryan, 1972; Mojica, 1993). Los aisla-
mientos fueron identificados a través 
de métodos microscópicos, macroscó-
picos, y técnicas moleculares mediante 
la técnica de Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) (Moore y Moore, 1977; 
Hobson, 1988; Ossa, 1999).

Preparación de la escala de MacFarland. 
Se prepararon los diez patrones de tur-
bidez de la escala de MacFarland, con 
cloruro de bario y ácido sulfúrico al 
1% (Tabla 1). Cada patrón de turbidez 
representó una concentración bacteriana, 
expresada en un número aproximado de 
bacterias viables X 108 ml-1 (Lennette et 
al., 1980; Li et al., 1993). 

Validación de la escala de MacFarland 
para la cuantificación de bacterias celulolíti-
cas ruminales. La densidad óptica de los 
diez patrones de la escala de MacFarland 
se determinó a diferentes longitudes de 
onda (540, 600 y 640 nm), usando tres 
replicas para cada patrón de turbidez. 
La longitud de onda de máxima absor-
ción se estableció a través del coeficiente 
de determinación. Para validar la escala 
de MacFarland se correlacionaron las 
absorbancias del estándar con las de los 
cultivos de Fibrobacter succinogenes, rea-
lizando recuento poblacional mediante 
la técnica de roll tube (Hungate, 1966; 
Bryan, 1972; Mojica, 1993). 

Preparación del inóculo bacteriano 
para la criopreservación. El medio de 
aislamiento y crecimiento de las bacte-
rias ruminales celulolíticas incluyó los 
siguientes componentes: Solución sali-
na I (3 g de K2HPO4 en 1 litro de agua) 
15 ml; solución salina II (3 g de KH2PO4, 
6 g de (NH4)2SO4, 6 g de NaCl, 1.23 g de 
MgSO4.7H2O, y 0.79 g de CaCl2, 2H2O 

15 ml en 1 litro de agua; fluido ruminal 
clarificado 40 ml; extracto de levadu-
ra 0.250 g; celobiosa 0.100g; NHCO3 
0.600g; resazurin 0.100 mg; HCl-cisteina 
0.100g; 1% de mezcla vitamínica (20 mg 
de biotina, 20 mg de ácido fólico; 100 
mg de piridoxina monohidroclorada, 50 
mg de rivoflvina, 50 mg de tiamina, 50 
mg de ácido nicotínico, 50 mg de ácido 
pantotenico, 50 mg de 4-para-amino 
benzoico, en 100 ml de agua) y agua 
destilada hasta completar un volumen 
final de 100 ml. 

Los aislamientos C7 y C9 se cultivaron 
durante 24 horas a 39° C (Hungate,1972; 
Hennig y Vander, 1978). A partir de estos 
cultivos se inocularon medios de creci-
miento a una concentración de 9% (v/v) 
(Arcos, 1998), realizando 12 réplicas para 
cada aislado microbial. Los cultivos se 
incubaron a 39° C, hasta alcanzar la etapa 
final de la fase logarítmica y comienzo 
de la fase estacionaria de crecimiento. 
Esta fase se determinó por lectura de las 
absorbancias en espectrofotómetro a 640 
nm (Arcos, 1998) y la población bacteria-
na se cuantificó mediante el método de 
roll tube (Hungate, 1966; Mojica, 1993). 
La población bacteriana se estimó com-
parando el grado de turbidez de los cul-
tivos de F. succinogenes, con los patrones 
de turbidez de la escala de MacFarland. 
Los cultivos de los aislamientos se incu-
baron hasta alcanzar concentraciones de 
12x108 células ml-1, población correspon-
diente al patrón número 4 de la escala de 
MacFarland (Tabla 1). 

Criopreservación de las bacterias en nitróge-
no líquido. Los cultivos de los aislamientos 
C7 y C9, con poblaciones de 12 x 108 células 
ml-1, se centrifugaron a 4000 x g durante 30 
minutos. El sobrenadante se descartó y al 
precipitado se le adicionaron 3 volúmenes 
de agente crioprotector (dimetil sulfóxido 
estéril al 5 % [p/v en agua destilada]), 

esta suspensión se mezcló para permitir 
un congelamiento gradual del preparado 
microbial, y se refrigeró a 4° C por 15 
minutos, para lograr estabilidad de las 
células. Se tomaron alícuotas de 1.0-1.5 ml, 
se dispensaron en crioviales, y se ubicaron 
en criocañas de aluminio, para pasar a la 
fase de nitrógeno líquido por tres minutos. 
Finalmente, se almacenaron en el tanque 
de nitrógeno. Todos los procedimientos 
descritos anteriormente se realizaron bajo 
condiciones de anaerobiosis (Malik, 1991). 

Viabilidad bacteriana después del proceso 
de criopreservación. Dos crioviales corres-
pondientes a cada una de los aislamien-
tos C7 y C9, se extrajeron del tanque 
de nitrógeno, a los 15, 30, 60, 180, y 365 
días posteriores al proceso de criopre-
servación. Los crioviales se sometieron 
a una temperatura de 37° C, hasta su 
licuefacción. Cincuenta micro-litros de 
material criopreservado se inocularon en 
10 ml de medio de crecimiento (Malik, 
1991/1992). Los aislamientos se sembra-
ron en las diluciones 1 x 10–6 y 1 x 10–7, 
siguiendo la técnica de roll tube (Mojica, 
1993; Bryant, 1972; Hungate, 1966). Los 
cultivos fueron cuantificados en UFC 
ml-1, mediante el método de roll tube 
y por turbidez usando el estándar de 
MacFarland, para determinar la viabili-
dad bacteriana después del proceso de 
criopreservación.

Análisis estadístico. Los valores de las 
absorbancias obtenidos de la lectura de 
la densidad óptica a 640 mn sobre los 
patrones de turbidez de la escala de 
MacFarland, se correlacionaron con los 
datos de las poblaciones microbianas 
obtenidas a partir del recuento bacteria-
no en UFC ml-1, mediante la técnica de 
roll tube. Con base en esta información se 
generó la ecuación para la estimación de 
poblaciones microbiales:

Tabla 1. Preparación de la escala de Mac-Farland.

Patrón  
N°

Cloruro de bario 1%
(ml)

Ácido sulfúrico 1%
(ml)

Concentración 
bacteriana (células 

X108 ml-1)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

9.9
9.8
9.7
9.6
9.5
9.4
9.3
9.2
9.1
9.0

3
6
9
12
15
18
21
24
27
30

Arcos et al.: Criopreservación de bacterias ruminales
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Y = –0.173 + 21.186X

Donde, Y: concentración de células en 
UFC ml-1 y X: absorbancias de los culti-
vos bacterianos.

Los datos del recuento poblacional 
obtenidos de la técnica de roll tube se 
analizaron mediante el diagnóstico de 
influencias (out-layer), para evitar los 
errores sistemáticos, y con base en estos 
valores se validó la escala de MacFarland 
para la estimación de las poblaciones de 
F. succinogenes. La correlación de estos 
dos métodos generó la regresión:

Y = 1.44 + 0.76X

Donde, Y: concentración de células 
en UFC ml-1 por roll tube; y X: población 
estimada por la escala de MacFarland en 
UFC ml-1. 

Resultados y discusión 
Validación de la escala de MacFarland 

para la cuantificación de bacterias celu-
lolíticas ruminales

La máxima absorbancia de los 
patrones de turbidez de la escala de 
MacFarland, se registró a una longitud 
de onda de 640 nm, con la cual se realizó 
la lectura de las absorbancias de los ais-
lamientos bacterianos C7 y C9. 

Con el método de roll tube se deter-
minó la población bacteriana en UFC x 
108 ml-1 en cada lectura de absorbancia; 
mediante la correlación de las absor-
bancias y los recuentos poblacionales se 
obtuvo la ecuación para estimar pobla-
ciones de bacterias:

Y= -0.173 + 21.186 X

con valores de R2 = 0.98; SXY = 1.06; 
y donde Y: concentración de células en 
UFC ml-1 y X: absorbancias de los culti-
vos bacterianos.

Los valores de las poblaciones esti-
madas y de las poblaciones obtenidas 
usando roll tube, presentaron una corre-
lación del 97% (Tabla 2). La regresión 
siguiente:

Y = 1.44 + 0.76X

Donde, Y: concentración de células 
en UFC ml-1 por roll tube, y X: población 
estimada por la escala de MacFarland en 
UFC ml-1, muestra la validez de la escala 
de MacFarland para estimar población 
de bacterias anaerobias ruminales (R2 = 
0.95; SXY =0.41). 

Los resultados de este estudio mues-
tran que el estándar de MacFarland 
es una herramienta validada para la 
estimación de poblaciones de bacterias 
celulolíticas del rumen, y coinciden con 
los reportes realizados por Carpenter, 
(1969) y Gerhardt et al., (1994), dirigidos 
al estudio de cultivos aerobios, donde el 
estándar de MacFarland representa un 
procedimiento práctico, rápido, simple, 
confiable y económico. 

Criopreservación en nitrógeno líquido y 
viabilidad de las poblaciones bacterianas. 
Quince días después del proceso de crio-
preservación, se presentó una reducción 
en las poblaciones de 34% y 26% en los 
aislamientos C7 y C9, respectivamente; 
sin embargo, el número de bacterias via-
bles permaneció constante en los recuen-
tos posteriores (C7 = 6.13 a 6.16 x 108 
UFC ml-1; C9 = 9.26 a 9.35 x 108 UFC ml-1, 
rango de un año) (Tabla 3). Las tasas de 

supervivencia de los aislamientos C7 y 
C9, obtenidos en el presente trabajo (66 y 
74%, respectivamente) superan amplia-
mente a las reportadas por Wolff et al. 
(1990), con la técnica de preservación por 
congelamiento a –15° C (31 - 35%). 

Tabla 3. Efecto del proceso de 
criopreservación sobre la viabilidad de las 
bacterias celulolíticas durante un año

Población de la especie en  
UFC ml-1 X 108

Tiempo
días

Fibrobacter 
succinogenes 

(C9)

Fibrobacter 
succinogenes 

(C7)

0 12.51 a 9.25 a

15  9.26*b 6.16 b

30 9.30 b 6.13 b

60  9.34 b 6.15 b

180  9.35 b 6.13 b

365  9.31 b 6.15 b

EE 0.099 0.032

Valores promedios en cada columna con letras diferentes presentan 
diferencias estadísticamente significativas (P< 0.001).
EE = Error Estándar de la Media.
(n = 18; n = 12)

La reducción de las poblaciones bac-
terianas durante el proceso de criopre-
servación, está asociada con los cambios 
en la concentración de sales y otros meta-
bolitos que producen deshidratación de 
las células e imbalance osmótico (Malik, 
1991). Por otra parte, Mackie y Therion 
(1984) indican que las bacterias Gram 
negativas son más sensibles a los cambios 
osmolares que las Gram positivas, dife-
rencia relacionada con las características 
de la pared bacteriana; aspecto de gran 
importancia en el presente estudio, dado 
que Fibrobacter succinogenes es una bacteria 
Gram negativa. En el proceso de criopre-
servación, las bacterias Gram negativas 
sufren cambios en la estructura física de 
su pared celular por la gran cantidad de 
lípidos que la componen, lo que ocasiona 
dilatación de los poros de la membrana 
y facilita la lisis celular. Además, en la 
fase de enfriamiento, la ruptura celular 
ocurre debido a la formación de gran-
des cristales de hielo, generados por el 
agua intracelular presente (Malik, 1991). 
Teniendo en cuenta los factores físicos 
bacterianos asociados al proceso, durante 
el desarrollo de este trabajo, se controla-
ron los cambios bruscos de temperatura, 
utilizando como crioprotector dimetil-
sulfóxido al 5% (v/v en agua destilada); al 
mismo tiempo, con el dimetil- sulfóxido, 

Tabla 2. Estimación de la población bacteriana en UFC ml-1 a partir de las absorbancias 
obtenidas 

Población bacteriana en UFC ml-1 X 108

Tiempo
(días)

Cepa 9 Cepa 7

Roll tube Turbidometría Roll tube Turbidometría

Población
Absorbancia 

(nm)

Población 
estimada

Y=-0.173 + 
21.186 X Población

Absorbancia 
(nm)

Población 
estimada

Y=-0.173 + 
21.186 X

0 12,51 0,621 13,34 12,5 0.509 10,6

15  9,26* 0,508  10,59* 6,16 0.291 5,99

30  9,30 0,511 10,65 6,13 0,289 5,95

60 9,34 0,512 10,67 6,15 0,291 5,99

180 9,35 0,511 10,65 6,13 0,290 5,97

360 9,31 0,510 10,63 6,15 0,289 5,95

(n = 18, *n=12)

Arcos et al.: Criopreservación de bacterias ruminales Arcos et al.: Criopreservación de bacterias ruminales
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se minimizaron los efectos sobre el creci-
miento celular, la capacidad de adhesión 
y actividad enzimática de bacterias celu-
lolíticas del rumen reportados por Roger 
et al. (1992); cuando emplearon en sus 
estudios glicerol como criopreservante. 
Adicionalmente, para mantener la via-
bilidad de las bacterias, se manejaron 
cultivos microbianos al final de la fase 
logarítmica e inicio de la fase estacionaria, 
con el propósito de controlar variables 
como condiciones óptimas de crecimien-
to, estado fisiológico de las células y den-
sidad celular. Así mismo, la alta densidad 
bacteriana (12 x 108 UFC ml-1) utilizada en 
este trabajo, compensa la susceptibilidad 
al choque por enfriamiento que presentan 
las bacterias en la fase exponencial de cre-
cimiento, debido a su baja concentración 
de pared celular (Hsu y Fahey, 1990); para 
evitar la lisis celular los cultivos se centri-
fugaron a 4000 x g, teniendo en cuenta los 
resultados reportados por Hsu y Fahey, 
(1990) y Malik, (1990).

La técnica de criopreservación estan-
darizada en este trabajo permite mante-
ner alta viabilidad microbiana; también 
es de fácil adaptación para la preserva-
ción de otras especies microbianas de 
origen ruminal y de microorganismos 
provenientes de otros ecosistemas natu-
rales. La implementación de la técnica 
estandarizada proporciona la base para 
establecer un banco de referencia de 
microorganismos ruminales provenien-
tes del trópico colombiano.

Conclusiones
Los resultados de viabilidad bacteria-

na muestran que el proceso de criopre-
servación estandarizado en este trabajo 
es un método confiable en la preserva-
ción de bacterias de la especie Fibrobacter 
succinogenes. Este método de criopreser-
vación soluciona la necesidad de pre-
servar y mantener aislamientos bacte-
rianos por largos periodos de tiempo, 
sustituyendo el uso de cultivos activos, 
que exigen pases continuos y ocasionan 
inestabilidad genética en los microorga-
nismos. La técnica de criopreservación 
implementada en este estudio podría 
constituirse en una herramienta fun-
damental para la preservación de otras 
especies de origen ruminal obtenidas de 
importantes sistemas ganaderos del tró-
pico Colombiano. Además, el método de 
criopreservación estandarizado constitu-
ye un procedimiento de gran aplicación 
en los bancos de germoplasma, para la 
preservación de microorganismos pro-
cedentes de otros ecosistemas.

De otra parte, los resultados obteni-
dos mostraron la validez del estándar de 
MacFarland para estimar el número de 
bacterias ruminales viables en cultivos 
de crecimiento. Los resultados indican 
que este método puede sustituir la téc-
nica de conteo de colonias en roll tube, 
cuando se requiere estimar poblaciones 
bacterianas con la técnica de criopreser-
vación. Con el estándar de MacFarland 
es posible determinar la concentración 
bacteriana óptima para el proceso de 
criopreservación, cuando se lleva a cabo 
al final de crecimiento exponencial y 
principio de la fase estacionaria del cre-
cimiento bacteriano. Además, la escala 
de MacFarland es una herramienta útil 
para evaluar la viabilidad bacteriana 
después del proceso de criopreserva-
ción. El método validado es efectivo para 
ser usado en otros procedimientos que 
requieran la estimación de concentra-
ciones bacterianas del rumen, facilita la 
preparación de inóculos con poblaciones 
estimadas y demostró ser un método 
rápido, confiable y económico.
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