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RESUMEN

La liofilizacion es un método de conservacion a largo plazo, donde sus tasas de
supervivencia dependen del lioprotector y del microorganismo a trabajar. Los
lioprotectores manitol, glucosa y lactosa en distintas concentraciones, fueron
probados para mejorar la supervivencia del cultivo bacteriano, identificada como
Bacillus sp. PBG0001, a fin de determinar quién presente un mejor efecto sobre la
supervivencia. Los resultados indicaron que el efecto del agente lioprotector sobre
la supervivencia bacteriana, es variable tras el proceso de liofilizacion y su
almacenamiento; concluyendo que glucosa 1 % es el mejor lioprotector, con tasas
de supervivencia de 96,30 £ (1,72) %, las cuales se mantuvieron constantes en los
76 dias analizados. Ademas de caracterizar la apariencia de los productos
liofilizados, indicando que manitol permite una elegante apariencia (intacto). Este
estudio proporciona una base tedrica para la optimizacion del proceso para
posibilidades comerciales y desarrollo de formulaciones.

Palabras claves: Liofilizacion; supervivencia bacteriana; manitol; glucosa; lactosa

y Bacillus sp.
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ABSTRACT

Freeze-drying is a long-term conservation method, where its survival rates depend
on the lyoprotectant and the microorganism to work with. The lyoprotectants
mannitol, glucose, and lactose in different concentrations were tested to improve
the survival of the bacterial culture, identified as Bacillus sp. PBG0001, in order to
determine who has a better effect on survival. The results indicated that the effect
of the lyoprotective agent on bacterial survival is variable after the lyophilization
process and its storage; concluding that 1% glucose is the best lyoprotectant, with
survival rates 0of 96,30 & (1,72) %, which remained constant in the 76 days analyzed.
In addition to characterizing the appearance of lyophilized products, indicating that
mannitol allows an elegant (intact) appearance. This study provides a theoretical
basis for process optimization for commercial possibilities and formulation
development.

Keywords: lyophilization; bacterial survival; mannitol; glucose; lactose and

Bacillus sp.



CAPITULO I
INTRODUCCION

El incremento en el conocimiento de la diversidad cultivable ha llevado a la
ciencia microbiologica a incrementar su interés en la preservacion de especies
microbianas en condiciones puras y homogéneas, asegurando estabilidad para su
posterior estudio y utilizacion, con el fin de evitar cambios en los rasgos
morfologicos, fisioldgicos y genéticos. Debido a que los métodos de conservacion
apropiados pueden mantener una alta tasa de supervivencia y estabilidad genética
de las cepas microbianas patdégenas durante mucho tiempo (Prakash et al., 2013;
Guo et al., 2020). Es por eso que la liofilizacion es uno de los métodos mas rentables
en comparacion de la criopreservacion, que permiten conservar al microorganismo,
evitando gastos en el almacenamiento, pérdida de muestras por falta de energia;
ademas de minimizar al maximo el riesgo de cambio genético en las células y
mantenerlas viables por 10 afios a mas (Morgan & Vesey, 2009; Burguet et al.,
2014; Merivaara et al., 2021). Este método permite eliminar la mayor parte del agua
por tres fases: Fase de congelacion, fase de secado primario (sublimacion) y por
ultimo la fase de secado secundario (desorcion) (Peiren et al., 2016; Barley, 2021).
En el proceso de liofilizacion inevitablemente se reduce la actividad y funcion
celular (Guang et al., 2020) debido a que las células biologicas experimentan dos
tipos de estrés ambiental; la congelacion y el secado, provocando dafios inevitables,

como dafo mecanico, dafio por efecto de solucion, cambios en la integridad de la



membrana (Guangqiang et al., 2019), desnaturalizacion de proteinas, alteracion del
equilibrio dindmico del pH, descomposicion de acidos grasos de la membrana
celular (Zhang et al., 2020), formacion de cristales hielo intracelular - extracelular
(Avila et al., 2015). Estos dafios celulares pueden conducir a la pérdida de
actividades funcionales o pérdida de la viabilidad (Zhang et al., 2020; Wolkers &
Oldenhof, 2021).

Para evitar la pérdida de viabilidad se viene investigando la forma de
mejorar los procesos de liofilizacion, en el que contempla el uso de diferentes
lioprotectores, evaluando los mecanismos de dafio, las condiciones de liofilizacion
y optimizacion de parametros (temperatura, presion y tiempo). Entre estos, los
lioprotectores son considerados los mas importantes, afectando la viabilidad de las
c€lulas durante la liofilizacion (Shu et al., 2018; Zhang et al., 2020; Barley, 2021);
reduciendo el dafio celular durante el proceso y la rehidratacion, ademas de
mantener su actividad fisioldgica y almacenar la estabilidad durante la conservacion
a largo plazo (Zhang et al., 2020).

Dado que no existe un lioprotector universal para todas las cepas bacterianas
(Burguet et al., 2014), y la efectividad de los lioprotectores varia en funcion del
microorganismo a conservar (Avila et al., 2015), es necesario determinar el

porcentaje de supervivencia de cada microorganismo (Burguet et al., 2014).



1.1.Planteamiento del problema

Los métodos de conservacion microbiana que se han utilizado a lo largo de
la historia, se pueden clasificar segiin el tiempo en que permanecen viables las
células conservadas, que son los métodos de conservacion a corto plazo (resiembra
periodica), mediano (conservacion en perlas de agar, recubrimiento con aceite de
cultivos inclinado, uso de gel de silice y otros soportes estériles) y largo plazo
(criopreservacion y liofilizacion) (Weng et al., 2005; Prakash et al., 2013;). Dentro
de estas, la liofilizacion, ha sido ampliamente considerada durante décadas como
una técnica adecuada para preservar los microorganismos (Bellali et al., 2020),
siendo preferida en la industria alimentaria, farmacéutica, en bebidas, en la
fabricacion de agentes de biocontrol y clinica (Morgan et al., 2006), permitiendo
conservar las células microbianas durante décadas (mas de 10 afios) (Morgan &
Vesey, 2009); aunque los procesos de liofilizacién son muy utilizados, es necesario
evaluar los agentes lioprotectores y medios de suspension adecuados, debido a que
no estan establecidos y es propio para cada microorganismo (Prakash et al., 2013).

En el proceso de liofilizacion, inevitablemente se reduce la actividad y
funcion celular, produciendo dafio celular que puede conducir a la pérdida de
actividades funcionales o pérdida de la viabilidad (Wang et al., 2020; Zhang et al.,
2020; Wolkers & Oldenhof, 2021). En este sentido es necesario conservar a los
microorganismos, con el objetivo de mantener y disponer cultivos de calidad a

largo, mediano y corto plazo; garantizando una supervivencia del 70 % de las



células, minimizando al méximo el riesgo de cambio genético y el riesgo de
contaminacion (Weng et al., 2005; Burguet et al., 2014).

Por lo tanto, para garantizar la supervivencia bacteriana en los procesos de
liofilizacion es necesario mejorar los procesos utilizando lioprotectores adecuados
como manitol, glucosa, lactosa, xilitol, trehalosa, galactosa en un rango de 1 - 10 %
(Zhan et al., 2012; Abadias et al., 2014; Han et al., 2018). Siendo las técnicas de
conservacion un desafio sin resolver para los microbidlogos debido a limitaciones
técnicas y fisiologicas (Prakash et al., 2020). Por ello, se propone la siguiente
interrogante:

.Cual de los agentes lioprotectores manitol, glucosa y lactosa a
diferentes concentraciones tienen un mejor efecto sobre la supervivencia de un

cultivo de Bacillus sp. (cepa PBG0001), en el proceso de liofilizacion?

1.2.Hipétesis
Manitol tiene un mejor efecto sobre la supervivencia del cultivo de Bacillus

sp. (cepa PBG0001) en el proceso de la liofilizacion.

1.3.Justificacion
La conservacion microbiana es necesaria para mantener los cultivos
microbianos a corto, mediano y largo plazo; ademas de su importancia en la
biotecnoldgica, industria alimentaria, farmacéutica, en bebidas, industria lactea, uso

en la fabricacion de agentes de biocontrol y clinica, siendo importante garantizar



una viabilidad superior al 70 %; su pureza (sin contaminacién) y estabilidad
genética de los cultivos, minimizando asi la ocurrencia de los eventos genéticos
(Weng et al., 2005; Schwab et al., 2007). La liofilizacion es descrita como una
técnica a largo plazo, que evita gastos en almacenamiento, minimiza el riesgo de
cambio genético en las células y mantiene viables a las bacterias por 10 afios a més
(Morgan & Vesey, 2009; Burguet et al., 2014). Esta tecnologia es uno de los
métodos mas utilizados para almacenar colecciones de cultivos microbianos, como:
Células eucariotas, bacterias (a excepcion de Helicobacter pylori y Clostridium
botulinum, debido a las dificultades para obtener un crecimiento adecuado antes del
secado), virus y proteinas funcionales (Miyamoto et al., 2008; Zhang et al., 2020).

Sin embargo, esta metodologia varia segiin la especie bacteriana que se
desee conservar, el agente lioprotector y el medio de suspension adecuado (Prakash
et al., 2013; Burguet et al., 2014), ya que la eficacia de los lioprotectores varia en
funcion del microorganismo a conservar (Avila et al., 2015), por ello se debe
estudiar la supervivencia a la liofilizacion para cada microorganismo en concreto
(Burguet et al., 2014),

Este estudio proporciona una base teorica para mejorar el proceso de
liofilizacion que contempla la preservacion de microrganismo, garantizando el

posible desarrollo industrial y biotecnologico.



1.4.0bjetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar el agente lioprotector que permite mayor supervivencia
bacteriana, en el proceso de liofilizacion, para Bacillus sp. (cepa

PBGO0001).

1.4.2. Objetivos especificos

Determinar la cinética del crecimiento y analizar secuencias de ADN
para identificar molecularmente a Bacillus sp. (cepa PBG0001).
Determinar el mejor agente lioprotector, evaluando el porcentaje de
supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) tras el proceso de
liofilizacion y durante el almacenamiento.

Determinar la variacion en la morfologia del pastel después del proceso

de liofilizacion.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1.Liofilizacion

La liofilizacion es un método controlable de deshidratacion de productos
labiles por desecacion al vacio (Adams, 2007), cuyo principio basico es la
interrupcion del crecimiento microbiano, donde prevalece la viabilidad y
estabilidad genética del cultivo por un periodo prolongado (Morgan & Vesey, 2009;
Santelices & Castro, 2016).

Algunas de las ventajas importantes de la liofilizacion son los porcentajes
de viabilidad (mayores al 70 %), las cuales no presentan pérdidas significativas
incluso cuando se mantienen a temperatura ambiente, ademas de facil cultivo y
sobrevivencia al secado (Navarro & Romero, 2012).

Es por ello que este proceso se usa frecuentemente para la conservacion y
almacenamiento de microorganismos para uso industrial (Otero et al., 2007),
colecciones de cultivos, fabricacion de probidticos, bioconservadores, agentes
biocontrol y la produccion de cultivos iniciadores para procesos alimentarios
(Morgan & Vesey, 2009).

2.1.1. Historia de la liofilizacion

La liofilizacion es un proceso que ocurre en la naturaleza, en condiciones
extremas como baja temperatura, con suministro de energia, y un ambiente

extremadamente seco. Reportdndose su empleo desde siglos anteriores (XV). En



Peru los Incas, utilizaban este efecto para conservar alimentos como “chufio” y
“charqui” (Santelices & Castro, 2016; Fissore et al., 2020), a pesar de su utilizacion
en los alimentos, este conocimiento fue ignorado hasta 1955, donde reaparecid
como una técnica de conservacion de alimentos, que actualmente se sigue
empleando por reconocidos chefs o para la elaboracion de comida para astronautas
(Fissore et al., 2020).

En 1900 - 1920 Ia liofilizacion empez6d a conocerse en los paises
occidentales del mundo, y finalmente se logrd establecer como una técnica de
conservacion; pero fue hasta la Segunda Guerra Mundial que la liofilizacién fue
usada para uso industrial (produccion de plasma seco en tiempos de guerra)
(Santelices & Castro, 2016; Fissore et al., 2020; Wolkers & Oldenhof, 2021).

Actualmente, muchas empresas emplean la liofilizaciéon para conservar
distintos productos farmacéuticos, alimenticios y biologicos (Fissore et al., 2020;

Wolkers & Oldenhof, 2021).

2.1.2. Etapas de la liofilizacion

El proceso de liofilizacion es un proceso de multiples etapas, que tiene
ciertas fases genéricas para todas las metodologias; que consta del cultivo de
microorganismos, crecimiento de cultivo microbiano, suspension de las células con
el lioprotector, congelado de las muestras, sublimacion, desorcion, almacenamiento

y rehidratacion (Morgan et al., 2006; Grauer et al., 2015) (Figura 1).



Figura 1

Diserio genérico del proceso de liofilizacion.

[ Cultivo microbiano ]
Crecimiento de cultivo
microbiano

U

[ Suspensidn de las células con el ]

lioprotector

U

[ Liofilizacion ]

U

[ Almacenamiento ]

U

[ Rehidratacién ]

Nota. Adaptado de Morgan et al. (2006). Grauer et al. (2015).



e Tipo de microorganismo

El tipo de microorganismo es un factor crucial durante el proceso de
liofilizacién, reportandose una gran diferencia entre bacterias Gram positivas y
Gram negativas.

Durante el proceso de desecacion y rehidratacion, las paredes celulares de
las bacterias Gram negativas tienen mayor tendencia a romperse por su delgada
capa de peptidoglicano a comparacion de las bacterias Gram positivas, que poseen
una capa de peptidoglicano muy gruesa (alrededor del 90 % de su estructura)
(Palmfeldt et al., 2003; Miyamoto et al., 2008; Avilaetal., 2015). Entre las especies
de bacterias Gram positivas, aquellas con polisacaridos extracelulares o acidos
teicoicos mostraron tasas de supervivencia mas bajas que otras especies (Miyamoto
et al., 2008).

Del mismo modo, las esporas son mas resistentes a liofilizacion que las
células vegetativas (esporas de Bacillus, presentan tasas de supervivencia del 95 %)
(Zhan et al., 2012) y los microorganismos exigentes muestran la menor resistencia

a la liofilizacion (Morgan & Vesey, 2009).

e Fase de crecimiento y concentracion celular
La fase de crecimiento adecuada para el proceso de liofilizacioén, depende
en gran medida del organismo, pero habitualmente se da en la fase estacionaria,
donde las bacterias se ven enfrentados a distintos cambios como la falta de carbono

y el agotamiento de las fuentes de alimento disponibles. Desencadenando
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respuestas de estrés, permitiendo la superveniencia de la poblacion (promoviendo
asi; una amplia gama de proteinas de estrés), preparandola para proteger las células
en condiciones adversas, como desecacion, hiperosmolaridad, fluctuaciones de pH
y temperatura (Palmfeldt et al., 2003; Morgan et al., 2006; Morgan & Vesey, 2009;
Castaneda, 2015).

La concentracion celular 0ptima para la liofilizacion se define tedricamente
que debe ser mayor a 107 - 10® células ml-' (Palmfeldt et al., 2003; Barragan &
Lesmes, 2009; Santelices & Castro, 2016), pero se ha demostrado que cuanto mayor
sea la concentracion celular inicial, mas tiempo sobreviviran las células viables
dentro de la muestra liofilizada (Morgan et al., 2006); debido a que la mayoria de
las células mueren durante el almacenamiento a largo plazo (Barragan & Lesmes,

2009).

e  Mecanismo de proteccion- Lioprotectores

Los lioprotectores son medios que permiten conservar las células en el
proceso de liofilizacién (Adams, 2007), protegiéndolos durante la congelacion, el
secado y almacenamiento (Navarro & Romero, 2012; Peiren et al., 2016). Los
lioprotectores deben ser elegidos a base de determinacion experimental (Adams,
2007), ya que la efectividad de los lioprotectores variardn de acuerdo al
microorganismo a preservar (Avila et al., 2015).

Existen muchos lioprotectores, los cuales se pueden clasificar de distintas

formas, por su mecanismo de proteccion (Wolkers & Oldenhof, 2021):

11



Tabla 1

Principales lioprotectores utilizadas para la conservacion

Mecanismo .
Protector Grupo Ejemplo
., Sacarosa, maltosa, lactosa,
Disacaridos
trehalosa
Sustitucion del
, Rafinosa, glucosa, fructuosa,
Agua Azucares
galactosa
Polioles Manitol, sorbitol, inositol
Monosacaridos Glucosa, fructosa, galactosa
. Sacarosa, maltosa, lactosa,
Disacaridos
trehalosa
Estado vitreo , Rafinosa, Penta isomaltosa,
Azulcares .
maltotriosa
. Glicerol, sorbitol, manitol, inositol,
Polioles o
xilitol
Polisacaridos =~ Maltodextrina, inulina, FOS, GOS

Nota. Principales lioprotectores utilizadas para la conservacion a largo plazo

de las bacterias, asociados a sus mecanismos de proteccion. FOS

(Fructooligosacaridos), GOS (Galactooligosacaridos). Recuperado de

Wolkers & Oldenhof (2021).

Existen distintas teorias que tratan de explicar los mecanismos de proteccion

de los lioprotectores.

Sustitucion de agua: Un estabilizador que puede formar enlaces de

hidrégeno con proteinas y grupos de cabeza polar de fosfolipidos de membrana y

actuar como sustituto de agua cuando esta se elimina durante la desorcion del agua
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descongelada (disacaridos, por ejemplo) (Fissore et al., 2020; Wolkers & Oldenhof,
2021). De esta forma, las células no pasan de su estado de cristal liquido a la fase
de gel y mantienen su estructura celular intacta, lo cual posibilita que la membrana
no sufra rupturas durante el proceso de liofilizacion y/o rehidratacion (Avila et al.,
2015). De esta manera se logra hidratar las estructuras bioldgicas, como proteinas
y membranas (Huang et al., 2006).

Estado vitreo: Este estado permite mayor proteccion durante el secado por
congelacion. La formacion de un estado vitreo induce una viscosidad suficiente
dentro y alrededor de la célula para detener la movilidad molecular al minimo
(Morgan et al., 2006); aumentando la estabilidad de las proteinas al retardar su
desnaturalizacion y su despliegue (Fissore et al., 2020). Ademas, puede retener los
productos de desechos liberados por las células dentro de la estructura vitrea antes
de la congelacion, lo que significa que no se dejan concentrar € iniciar cambios
electroquimicos irreversibles en la membrana plasmatica durante el
almacenamiento (Morgan et al., 2006).

Atrapamiento de agua: Los excipientes pueden formar una jaula alrededor
de la proteina que atrapa y lentifica las moléculas de agua. Permitiendo mantener
un alto nivel de hidratacion y dificulta los movimientos de las proteinas que pueden

conducir a la desnaturalizacion (Fissore et al., 2020).
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e Congelacion inicial

La congelacion puede definirse como la conversion abrupta de una solucion
o suspension en una mezcla de hielo. En el que se puede reconocer dos etapas
durante el cual, el agua se nuclea inicialmente (cambiando de estado), seguido por
el crecimiento de los cristales de hielo que impregnan la fase de soluto, dando como
resultado una mezcla de hielo y concentrado de soluto (Adams, 2007; Merivaara et
al., 2021; Wolkers & Oldenhof, 2021).

Este paso inmoviliza los componentes de la solucion, evitando la formacion
de espuma cuando se aplica el vacio; reduce la desnaturalizacidon térmica del
producto e induce una estructura de cristal de hielo especifica en la masa congelada,
que facilita el secado por la transportacion de la migracion de vapor en el pastel
(Wolkers & Oldenhof, 2021); para ello los cristales de hielo deben ser grandes,
anchos y contiguos, extendiéndose desde la base del producto hacia la superficie
(Adams, 2007).

El tiempo de duracion de este paso va a sujetarse de la cantidad, naturaleza
del producto y concentracion; y de su resultado va a depender que el producto
liofilizado conserve sus propiedades originales y que su rehidratacion sea rapida
(Navarro & Romero, 2012).

La congelacion es el principal paso critico para mantener la viabilidad
bacteriana durante la liofilizacion. Donde, primero se forma hielo en el medio

extracelular debido a una mayor concentracion de soluto en las células que en el
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medio extracelular; debido a la formacién de hielo extracelular se aumenta la
concentracion de solutos extracelulares, lo que da como resultado un gradiente
osmotico entre la célula y el medio extracelular. Esta diferencia en la presion

osmotica hace que el agua salga de la célula y la deshidrate (Bodzen et al., 2021).

e Sublimacion o desecacion primaria

El primer paso del ciclo de secado se define como secado primario y
representa la etapa en la que el hielo, que constituye entre el 70 — 95 % del
contenido de agua del producto, se convierte en vapor de agua (Del Carmen, 2016;
Wolkers & Oldenhof, 2021).

Para dicha trasformacion de estado se requiere energia en forma de calor
(debido a que la sublimacion es un proceso endotérmico) (Fissore et al., 2020), esta
debe transportarse a través de la muestra hasta la interfaz, lo que requiere una
diferencia de temperatura (normalmente denominada gradiente de temperatura)
entre la fuente de calor y la interfaz. La entrada de energia debe controlarse para
que la cantidad de vapor producido pueda eliminarse lo suficientemente rapido para
evitar condiciones que contribuyan a la ruptura estructural (colapso), especialmente
en la interfaz de sublimacion (Perry, 1995).

Una vez que se ha formado el vapor en la interfase, debe transportarse lejos
de la muestra. La eliminacién de vapor requiere transporte de masa y necesita una
diferencia de presion, generalmente denominada gradiente de presion, entre la

interfaz y la superficie del condensador refrigerado (Perry, 1995).
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Por lo que es esencial bajar la presion parcial del agua por debajo del punto
triple (aprox. 800 mBar a 0 °C), para asegurar la conversion directa del hielo en
vapor de agua y evitar que la muestra se derrita (Adams, 2007). Al disminuir la
presion de la camara veremos aumentar la tasa de sublimacion, reduciendo la
concentracion gas/vapor sobre la muestra y brindando una resistencia minima a las
moléculas de agua que migran del producto (Wolkers & Oldenhof, 2021).

Figura 2

Etapa de secado primario

Flyjo de

masa 4 > Producto seco
: : /

Interfaz de
sublimacion

Producto

’/ congelado

Fluyjo de Z
calor
Estante de

calefaccion/refrigeracion

Nota. Etapa de secado primario de un proceso de liofilizacion en viales.

Adaptado de Fissore et al. (2020).

La sublimacién esta sujeta a pardmetros como temperatura, presion y
tiempo, que pueden ser modificados desde el equipo de liofilizacion, pero hay que

considerar que la modificacién independiente, puede traer consecuencias sobre los
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otros parametros, por lo que se puede decir que estan intimamente relacionados
(Navarro & Romero, 2012).

Por efecto, cuando la temperatura de secado primario del producto es
demasiado alta; es decir, por encima de la temperatura de colapso Tc (cambio
drastico de temperatura), el producto poroso puede colapsar. Los productos
colapsados liofilizados parecen encogidos o derretidos y contienen mas agua
residual, lo que lleva a un periodo prolongado de rehidratacion y posible pérdida de
funcionalidad (Peiren et al., 2016).

La tasa de sublimacion durante el proceso no es constante, por lo que se
observan tres fases, donde se distinguen una curva segun el tiempo de secado
(Figura 2). Fase 1: Llamada etapa conductiva. Inicialmente, por el calentamiento
de la muestra, la velocidad de sublimacion crece rapidamente hasta llegar a un
maximo, donde se lleva a cabo la mayor parte de remocion de agua. Fase 2: Primera
etapa difusiva. Muestra un descenso importante de la velocidad de sublimacion
debido a la formacion de una capa porosa de material seco que opone resistencia
creciente al flujo de calor y al vapor a medida que procede el secado Fase 3:
Segunda etapa difusiva. La velocidad de sublimacion contintia decreciendo de
forma que se aproxima a cero. Esto debido a que el calor necesario para retirar el

agua ligada es mas alto que el calor de sublimacion (Orrego, 2003).
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Figura 3

Curva de velocidad de sublimacion.

Velocidad de secado

0.1 0.5 1.0
Tiempo de secado

Nota. Reproducido de Orrego (2003).

e Desorcion o desecacion secundaria

El secado secundario comienza una vez que toda el agua congelada se ha
sublimado y solo queda agua ligada (agua descongelada residual atrapada en la
matriz vitrea) (Morgan et al., 2006; Peiren et al., 2016). Esta es mucho menos
eficiente con tiempos de secado que representan del 30 al 40 % del tiempo total del
proceso, pero solo eliminan 5 — 10 % de la humedad total de la muestra (Adams,
2007; Wolkers & Oldenhof, 2021). La mayoria de las bacterias no seria estructural
0 quimicamente estables, a menos que la mayor parte de esta agua unida se elimine

durante la liofilizacion (Perry, 1995). Este paso logra que la humedad final llegue
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hasta valores menores al de 1 - 2 % (Navarro & Romero, 2012; Pérez & Vargas,
2014).

El producto liofilizado generalmente sera muy higroscopico si se decide
exponer el producto seco a las condiciones atmosféricas, lo que dara como resultado
la reabsorcion de la humedad atmosférica en el producto. Tanto el agua como el
aire dafian un producto seco, provocando cambios degradativos que dan como
resultado una estabilidad deficiente; por lo tanto, es prudente tapar el producto
dentro del liofilizador antes de retirarlo (Adams, 2007; Wolkers & Oldenhof, 2021).

El taponado en vacio total (baja presioén) proporciona las condiciones
ideales para garantizar la estabilidad del producto porque los gases atmosféricos

reactivos se reducen al minimo (Wolkers & Oldenhof, 2021).

o Almacenamiento
El método de almacenamiento y el empaque en el que se almacenan los
viales influirdn en la vida util de cualquier producto seco; la mayoria de los
productos que se echan a perder, deben evitar; oxigeno, humedad, luz,
contaminacion microbiana y temperaturas elevadas (Morgan et al., 2006; Santelices
& Castro, 2016).
e Rehidratacion
La rehidratacion de los microrganismos liofilizados es el altimo paso critico
para la reactivacion de las células después del secado (Morgan et al., 2006),

existiendo una gran variedad posible, mostrando resultados variables, jugando un

19



papel importante, promoviendo la reparacion de las células dafiadas al proporcionar
nutrientes adicionales y componentes esenciales requeridas por las células
lesionadas. La temperatura de rehidratacion también podria influir la recuperacion
celular después de la liofilizacion en un rango de 18 a 25 °C, sin embargo, se
recomienda temperaturas mas altas (mayores a 30 °C) para células mas grandes

(Morgan & Vesey, 2009).

2.2.Secuenciamento

El ADN es una de las moléculas mas importantes para la vida (Marquez et
al., 2014), las cuales estan compuestas por nucle6tidos unidos por medio de enlaces
fosfodiéster entre los carbonos de las posiciones 3’ y 5” de dos residuos de azucares
adyacentes (Lopez et al., 2021).

Cada nucleotido, estd formado por un azucar (desoxirribosa), una base
nitrogenada que puede ser adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G) y un
grupo fosfato; el orden de estos nucledtidos es lo que se denomina secuencia
(Marquez et al.,, 2014), por lo que el secuenciamento es entendida como la
determinacion del orden de los nucleétidos de una cadena de ADN (Jauk, 2019)
(Petia et al., 2013).

2.2.1. Historia de la secuenciacion

Luego de que Watson, Crick y Franklin descubrieran la estructura del ADN
en 1953, se hizo muchos intentos por secuenciar el ADN; y no fue hasta 1965 que

Robert Holley secuencio el primer ARNt de alanina de Saccharomyces cerevisiae,
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por el que fue galardonado con el Premio Nobel en 1986. En 1972, Walter Fiers fue
el primero en secuencia el ADN de un gen completo (el gen que codifica la proteina
de la capa del bacteriofago MS2) utilizando ARN para digerir el ARN del virus y
aislar oligonucledtidos, y luego separandolos a través de -electroforesis/
cromatografia. En paralelo al logro de Fiers, Frederick Sanger, sigui6 trabajando en
un método alternativo de secuenciacion de ADN y en 1977, desarroll6 el primer
método de secuenciacion de ADN que utilizaba fragmentos parcialmente digeridos
radiomarcados llamado “método de terminacion de cadena”, quien fue galardonado
con el Premio Nobel por su trabajo en 1980. También en 1977, Maxam y Gilbert
introdujeron un método para la secuenciacion del ADN que se basaba en la
modificacion quimica del ADN, haciendo uso de sustancias quimicas que rompen
la secuencia de ADN en bases especificas (Heather & Chain, 2016; Gupta & Gupta,
2020; Tamseel & Andreas, 2020).

En 1987, Leroy Hood y Michael Hunkapiller que trabajaban en Applied
Biosystems, Inc. (ABI) tuvieron éxito en la automatizacion del proceso de
secuenciacion de Sanger, etiquetando los fragmentos con colorantes fluorescentes,
ademas que la adquisicion y el andlisis de datos fueron posibles en computadora.
En 1996, Mostata Ronaghi, Mathias Uhlen y Pal Nyfen introdujeron una nueva
técnica de secuenciacion de ADN llamada pirosecuenciacion (basada en la
medicion de la luminiscencia generada como resultado de la sintesis de pirofosfato

durante la secuenciacion) (Tamseel & Andreas, 2020).
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En 1998, Shankar Balasubramanian y David Klenerman, fundadores de
Solexa, desarrollaron un nuevo método de secuenciacion por sintesis que utiliza
colorantes fluorescentes (Tamseel & Andreas, 2020).

En el 2005, Jonathan Rothberg y sus colegas implementaron la tecnologia
de pirosecuenciacion en un sistema automatizado, el sistema 454 (Tamseel &
Andreas, 2020).

En 2007, Illumina adquiri6 la compania Solexa, proponiéndose
proporcionar la tecnologia NGS (Next Generation Sequencing), que es actualmente
la mas utilizada (Tamseel & Andreas, 2020).

2.2.2. Plataforma Illumina (Solexa®)

Existen distintas plataformas de secuenciacion que permiten obtener la
secuenciacion del genoma completo, destacando las plataformas Illumina (Lépez
etal., 2021).

Dicha plataforma utiliza distintos secuenciadores (MiSeq, NextSeq y HiSeq
4000), donde el flujo de trabajo de secuenciacion se puede dividir en cuatro
procesos independientes: Preparacion de librerias, generacion de grupos,
secuenciacion y analisis de datos (Lopez et al., 2021; [llumina, 2022).

La preparacion de librerias incluye pasos, donde el ADN se cuantifica para
conocer la aportacion genética, se fragmenta afiadiéndose adaptadores, para
finalmente cuantificar las librerias finales. Todas las librerias presentan una

estructura general, ya que presentan adaptadores colocados en ambos extremos de
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los fragmentos. Para generar grupos (las librerias deben disponer de las regiones de
union P5 y P7, que interactuan con los oligonucleodtidos en la superficie de la celda
de flujo); multiplexado (las librerias deben tener un indice unico o una secuencia
de codigos de barras para mezclar muestras) y secuenciacion (las librerias deben
disponer de regiones de union para que los cebadores de secuenciacion activen las
opciones de lectura 1 y 2) (Illumina, 2022).

Generacion de grupos es la segunda etapa en este proceso, esta se produce
en la celda de flujo (portaobjeto de vidrio con canales o carriles de fluidica, donde
se produce la quimica de secuenciacion), cada instrumento de secuenciacion utiliza
una celda de flujo tnica; celda de flujo aleatoria (HiSeq 2500, Miseq y MiniSeq) y
celda de flujo de trama (HiSeq 3000/4000/X, NovaSeq y iSeq 100). La generacion
de grupos es el proceso por el cual cada fragmento de una libreria se clona en miles
de copias idénticas. Para ello, las librerias hibridan en la celda flujo, con una
superficie revestida con oligonucledtidos, luego se amplifican; donde las moléculas
de una sola cadena se giran e hibridan en los cebadores adyacentes para formar un
puente, es asi donde una polimerasa sintetiza la cadena inversa y se repite este
proceso de amplificacion varias veces. Por ultimo, para preparar las cadenas para
la secuenciacion, se produce la linealizacion. Se debe tener en cuenta que una
generacion de grupos optimizada de celdas de flujo determina la calidad y el

rendimiento general de los datos; es por ello que para lograr una densidad de grupos
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optima, se debe realizar la cuantificacion de librerias antes de llevar a cabo la
secuenciacion (Illumina, 2022).

La tecnologia de secuenciacion de [llumina se denomina secuenciacion por
sintesis (SBS), donde los reactivos de secuenciacion, incluidos los nucledtidos
marcados con fluorescencia, se afladen a la cadena de ADN. El secuenciador MiSeq
presenta un proceso quimico de cuatro canales, donde se emplea cuatro colorantes
fluorescentes (uno para cada base) y cuatro imdgenes por ciclo de secuenciacion
(Illumina, 2022).

El anélisis de datos en Illumina consta de tres procesos: Andlisis principal,

secundario y visualizacion de datos (Illumina, 2022).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material biologico

Para la ejecucion de la presente tesis, se utilizd un microorganismo Gram
positivo con forma de bacilo, la cual fue aislada a partir de una muestra de suelo del
pasivo ambiental ubicado en Palca, el cual mostrd una alta resistencia al cianuro.
Esta bacteria forma parte de la Coleccion de Cepas del Laboratorio del Proyecto de
Biorremediacion de la Facultad de Ciencias con codigo PBG0001 y del cual se

realizo cultivos bacterianos con los que se trabajo.
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3.1.2. Reactivos

Manitol

Glucosa

Lactosa

Lugol

Alcohol Acetona

Cristal Violeta

Safranina

Agar Nutritivo (AN)

Agar Luria - Bertani (ALB)
Caldo tripticasa soya (CTS)
Agua peptonada

Aceite de inmersion para
microscopio

3.1.3. Equipos

Autoclave

Microcentrifuga
Liofilizador

Ultrafreezer

Sistema de electroforesis

Termociclador
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Plate Count Agar (PCA)

Kit de Reactivos Qubit
Buffer TBE 10X

Agarosa

Safe green

Ladder 1 kb y 600 pb

Agua PCR

Kit innuPREP Bacteria ADN
(para extraccion de ADN)

Kit TIllumina DNA Prep
(para preparacion de librerias)
Kit de index

Etanol absoluto

Incubadora

Estufa

Cémara de bioseguridad
Microscopio 6ptico
Micropipetas

Balanza analitica



Vortex

Frezeer 5°C

Lector de Microplacas

3.1.4. Material de vidrio y otros
Matraces Erlenmeyer de 125,
250, 500 y 1000 ml
Microtubos eppendorf de 1,5
ml

Vasos precipitados de 100,
250 y 500 ml

Probeta de 100 y 250 ml
Tubos de ensayo con tapa
roscade 10 mly 15 ml
Puntas de 0,1-1,0 pl

Puntas de 1-20 pl

Puntas de 10 -200 pl

Puntas de 1000 pl

Gradillas para tubos de 15 ml
Papel aluminio

Tijeras

Cinta Masking tape
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Equipo de Miseq

Equipo Qubit

Parafilm

Algodon

Espatulas

Alcohol

Dispensadores

Marcadores negros

Guantes de nitrilo de Talla S
Guantes de latex de Talla S
Tubos Falcon de 50 ml
Soporte magnético

Jeringas de 1 y 5 ml

Filtros Millipore de 0,25 um
Pinzas metélicas

Viales de 10 ml especiales
para liofilizador

Filtros giratorios

Placa de 96 pocillos de PCR



e Tira de tubos de PCR e Placas MIDI PCR

3.2.Disefio de la investigacion
Experimental

3.3.Métodos

3.3.1. Reactivacion de la cepa bacteriana

La reactivacion de la cepa bacteriana PBG0001 se realiz6 sembrandose en
caldo tripticasa soya (CTS) para posteriormente incubarse a 35 °C por 18 horas,
luego se realizé una siembra en agar nutritivo (AN) a 35 °C durante 24 horas y de

esta forma fue utilizada (Burguet, Sierra, et al., 2014) modificado.

3.3.2. Caracterizacion microscopica de Bacillus sp. (cepa PBG0001)

La cepa bacteriana PBGO0001 reactivada, fue caracterizada
microscOpicamente, efectuandose la tincion Gram, y coloracion de esporas,
registrando su coloracion y morfologia por observacion en el microscopio Optico
utilizando aceite de inmersion con aumento de 1000X.

Ademas, se realizd algunas pruebas bioquimicas para la cepa bacteriana
PBGO0001, como: Citrato, Nitrato, Prueba SIM, Prueba Voges- Proskauer (VP),
Prueba Rojo de Metilo (RM), observacion de colonias rizoides, degradacion del
almidon, Catalasa, Oxidasa, prueba Oxidacion- Fermentacion (O/F), siguiendo la
metodologia descrita por Bergey's Manual of Sistematic of Bacteriology

(Whitman, 2010).
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3.3.3. Analisis de la secuencia de ADN para la identificacion molecular
de Bacillus sp. (cepa PBG0001) y cinética del crecimiento microbiano
e Analisis de la secuencia de ADN
Para la identificacion molecular de la cepa bacteriana PBG0001, se realiz
la extraccion de ADN mediante Kit innuPREP Bacteria ADN (Analytik Jena AG,
2018). Posteriormente el ADN se cuantifico utilizando un espectrofotometro lector
de microplaca EPOCH, Qubit (método de colorante fluorescente) y la calidad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, con la finalidad de que no exista
algun contaminante que interfiera en la posterior preparacion de librerias. Se realizo
la preparacion de estas segin la metodologia descrita por Illumina DNA Prep:
Reference Guide (Illumina, 2020), luego se realizé la cuantificacion y calidad del
ADN utilizando Qubit, por electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Se normalizaron
y agruparon las librerias para secuenciacion multiplexada en un secuenciador
MiSeq, utilizando el formato de ejecucion de 150 pb de extremo pareado.
El andlisis del genoma bacteriano se realiz6 utilizando programas
bioinformaticos, para la evaluacion del control de la calidad de secuencia (FastQC),
trimado y recorte de los adaptadores (TRIMOMATIC), ensamblaje (Spades),

anotacion (Prokka) y control de calidad del ensamblado (Quast) (Anexo 1).

e Cinética del crecimiento (Han et al., 2018)
La cepa bacteriana PBG0001, fue cultivada en agar nutritivo (AN) a 35 °C

durante 12 horas, luego se inoculé en 150 ml de caldo tripticasa soya (CTS) al 2 %
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de inoculo (107 células/ml, valor que fue obtenido por absorbancia) y se incub6 a
30 °C, en incubadora con rotacién (150 rpm/min) durante 12 horas.

El valor de OD (600 nm) se midi6 cada 1 hora con un lector de microplacas
(Lector de microplacas-EPOCH- BioTek), agregandose 200 ul de CTS a tres
pocillos (en placa para medir la absorbancia) como control y 200 ul del medio con
la bacteria a otros tres pocillos. Las unidades formadoras de colonias (UFC) de
bacterias se contaron esparciendo 1000 pl de muestra diluida en medio de Agar
Plate Count (PCA) y enumeraron las colonias formadas (UFC/ml) después de la
incubacion durante 24 h a 35 °C (Anexo 2).

Estas dos lecturas, el OD y el recuento en placa se hicieron para obtener la

curva de la cinética de crecimiento de la cepa en estudio, y establecer sus etapas.

3.4.Porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) luego del
proceso de liofilizacion y durante el almacenamiento
Los distintos agentes lioprotectores utilizados fueron disueltos en agua
destilada en los siguientes porcentajes (p/p):
e Manitol 2,5 %, 5 % y 10 %
e Glucosal%,5%y10%
e Lactosa 5 %; 7,5%y 10 %
Todas las suspensiones de lioprotectores fueron esterilizadas con filtros para
jeringa Millipore Express* PES Membrane Filter Unit de 0,22 pum antes de su uso

(Zayed & Roos, 2004; Avila et al., 2015; Peiren et al., 2016).
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3.4.1. Porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) luego
del proceso de liofilizacion
Para evaluar la supervivencia bacteriana durante el proceso de liofilizacion,

se diferenciaron 3 etapas (Anexo 3):

e Primera etapa (Avila et al., 2015)

De la cepa bacteriana PBG0001, se extrajo una asada, sembrandose en CTS,
e incubd hasta que ingres6 a su fase estacionaria (a partir de la séptima hora, valor
determinado por la cinética de crecimiento) a una temperatura de 30 °C a 150 rpm.
Una vez desarrollado la cepa bacteriana PBG0001, se procedi6 a separar la biomasa
del medio; tomando 1,5 ml de muestra en un tubo Eppendorf de 1a misma capacidad,
y se centrifugd a 12 000 rpm, a una temperatura de 4 °C, durante 12 minutos.

El pellet recogido de la centrifugacion, se suspendi6 por segunda vez en 1,5
ml del CTS y se centrifugd nuevamente.

Al retirar el sobrenadante se obtuvo la biomasa concentrada; este se
suspendid en 3 ml de lioprotector a evaluar en viales (preparandose 21 viales por
cada lioprotector).

A esta biomasa se hizo una lectura de la absorbancia (OD 600) para conocer
la concentracion de células, la carga microbiana fue corroborada con un recuento
en placa, la cual fluctué entre 107 - 10" UFC/ml (la cual varié dependiendo del

lioprotector).
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Los viales fueron llevados a la ultra congeladora (a -80 °C), por 2 dias
(Ampatzoglou et al., 2010; Avila et al., 2015), para iniciar la primera etapa del

proceso de la liofilizacion, que es la congelacion.

e Segunda etapa
Los viales congelados con los respectivos lioprotectores fueron llevados al
liofilizador LABCONCO (4,5 litros, -84°C), abriéndolos sin retirar el tapon del vial
y dejando una abertura que permita el flujo del agua hacia el colector. Dejandose
que los viales se liofilizardan por 24 horas (a una presion de 0,000 mBar y
temperatura de -80 °C), luego se retiraron y almacenaron a una temperatura de 4°C

en oscuridad (Peiren et al., 2016).

e Tercera etapa (Supervivencia)

Después del proceso de liofilizacion (dia 0), se abrio algunos viales y se
reconstituyeron con 3 ml de CTS; dejando que las células se reconstituyan
fisiologicamente por 24 horas a 35 °C; realizandose diluciones seriadas desde
10-" a 10719, para posteriormente ser sembradas en el medio PCA por duplicado. Los
experimentos se repitieron tres veces para cada lioprotector (Peiren et al., 2016).

Este autor indica que la supervivencia se expresa con la siguiente formula:

Log10 (UFC/ml) después de la liofilizacion 100
X
Log10 (UFC/ml) antes de la liofilizacion

Supervivencia (%)=
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3.4.2. Porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001)
durante el almacenamiento

Los viales con la muestra liofilizada para cada lioprotector, fueron extraidas

de almacenamiento cada 19 dias (durante 76 dias) a 4 °C, y luego se siguieron los

pasos descritos en el punto 2.4.1.

3.5. Morfologia del pastel después del proceso de liofilizacion
Para la evaluacion del aspecto fisico del pastel (estructura proveniente luego
del proceso de liofilizacion), se tuvo en cuenta cuatro clasificaciones, segiin Peiren,
et al. (2016):
e Intacto: Sin contraccion de la torta.
e Poroso: Agujeros grandes en la torta sin contraccion.
e Colapso parcial: Contraccién de la torta a lo largo de todo su perimetro, pero
la altura de la torta no se ve afectada.
e Colapso: Contraccion a lo largo del perimetro de la torta, asi como la altura
de la torta con o sin derretimiento.

3.6. Analisis estadistico

3.6.1. Cinética del crecimiento microbiano

Se aplicaron pruebas para verificar la normalidad de los datos con las
pruebas de Shapiro — Wilks, y la Prueba de Lilliefors (Kolmogorov - Smirnov); y
la prueba de Levene para analizar la igualdad de varianzas (Homocedasticidad),

luego de estas pruebas se realiz6 la regresion lineal con la finalidad de crear un
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modelo (ecuacion de la recta) y se comprobo si realmente nuestras variables tienen

una correlacion lineal con el Coeficiente de Correlacion de Pearson.

3.6.2. Porcentajes de supervivencia después del proceso de liofilizacion
y durante el almacenamiento

Se aplicaron pruebas para verificar la normalidad de los datos con las
pruebas de Shapiro - Wilks y la Prueba de Lilliefors (Kolmogorov - Smirnov); y la
prueba de Levene para analizar la igualdad de varianzas (Homocedasticidad), estas
pruebas sirvieron para cumplir los supuestos requeridos para realizar el ANOVA.

Los datos que presentaron los dos supuestos (Homocedasticidad y
Normalidad), se les aplico la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA de una via)
con un test a posteriori de Dunnett, con un valor de significancia de 0,05; para los
porcentajes de supervivencia después del proceso de liofilizacion. Mientras que
para los porcentajes de supervivencia durante el almacenamiento se utilizo la
prueba de Fisher.

En aquellos casos en la que no se cumplieron estos supuestos, se realizaron
transformaciones de los datos por Johnson (para su normalizacion), luego se aplicd
la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA de una via) con un test a posteriori de
Fisher, con un valor de significancia de 0,05.

Todas las pruebas se realizaron utilizando el programa RStudio version
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1.

microscopica

La reactivacion de la cepa bacteriana PBG0001 se realizd sembrandose en
el medio CTS, para posteriormente incubarse a 35 °C por 18 horas, luego se realiz6
una siembra en PCA a 35 °C durante 24 horas y de esta forma fue utilizada.

Las colonias bacterianas fueron observadas al microscopio de luz a 100X

Reactivacion de Bacillus sp. (cepa PBG0001) y su caracterizacion

para observar sus caracteristicas tintoriales (Figura 4 y Figura 5).

Figura 4

Tincion Gram de la colonia coloreada
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En la Figura 4 se puede observar la morfologia de la cepa PBGO0001,

observada con el aumento de 100 X.

Figura 5

Tincion de endosporas para la cepa PBG0001

En la Figura 5 se puede observar esporas de Bacillus sp., con el aumento de

100 X.
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Tabla 2

Pruebas bioquimicas para la cepa PBG0001

Pruebas bioquimicas PBG0001

Citrato -
Nitrato +
Sulfuro -
SIM Movilidad +
Indol -
VP -
MR +
Colonias rizoides -
Degradacion del almidon +
Catalasa +
Oxidasa -

Manitol O/F

O/F Arabinosa /-
Glucosa -/~

Nota. Prueba Voges - Proskauer (VP). Prueba Rojo de Metilo

(RM). Prueba Oxidacion - Fermentacion (O/F). Bergey's

Manual of Sistematic of Bacteriology (Whitman, 2010)

Las pruebas realizadas a la cepa PBG0001, segin el Manual de Bergey's

Manual of Sistematic of Bacteriology (2010), podria ser Bacillus sp.
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4.2.Analisis de la secuencia de ADN para la identificacion molecular de

Bacillus sp. (cepa PBG0001) y velocidad del crecimiento microbiano

4.2.1. Andalisis de la secuencia de ADN para la identificacion molecular
de Bacillus sp. (cepa PBG0001)
Para el ensamblaje de novo se realizé en una Workstation, obteniéndose
un total de lecturas de secuencias de 518 181, con longitudes de secuencia de
91 - 142 pb, con un porcentaje de GC de 35 % y se realiz6 la identificacion del

gen ARNr 16S con el programa BLAST (Tabla 3).
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Tabla 3

Comparacion de los resultados del analisis BLAST del ARN16S

Cobertura de

Identidad Identidad pb N° acceso
consulta

0 :;j‘;;li’e”’fsis 100 % 100,00 % 5281841 CP054568.1
Bacillus cereus 100 % 100,00 % 5413450 CP053931.1
Bacillus cereus 100 % 100,00 % 5342923 CP053965.1
" ﬁj.’;;li’e”’fm 100 % 100,00% 5256259 CP053981.1
chc;;;ZZfs 100 % 100,00 % 5231857 CP031642.1
Bacillus cereus 100 % 100,00 % 5231857 (CP090940.1
Bacillus cereus 100 % 100,00 % 5182254 (CP053656.2
Bacillus cereus 100 % 99,94 % 5229506 CP018935.1
Bacillus cereus 100 % 99,94 % 5243376 (CP018933.1

Segun el BLAST realizado a nivel del gen ARNr 16S, la cepa bacteriana
PBGO0001 corresponde al género Bacillus, presumiblemente especies bacterianas
como: Bacillus cereus, Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis, debido a su alto
nivel de cobertura e identidad.

Debido a sus altos porcentajes de cobertura e identidad de las especies
bacterianas antes descrita, a nivel de ARNr 168, se realizd una comparacion a nivel
de genoma completo, utilizdndose un genoma de referencia perteneciente a Bacillus

cereus FS2 de la NCBI CP090940.1, obteniéndose una fraccion gendmica del
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90,692 %; concluyendo que esta bacteria pertenece al grupo de Bacillus cereus
sensu lato (Bacillus cereus, Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis).

Donde la fraccion gendmica es un valor estadistico que indica la calidad del
ensamblado; mientras la fraccion gendmica sea mayor del 90 %, podemos indicar
que nuestro ensamblado ha sido correcto.

4.2.2. Cinética de crecimiento microbiano

Los resultados cinéticos de la absorbancia para Bacillus sp. (cepa PBG0001)

en el tiempo, se muestran en la siguiente Tabla 4.

Tabla 4

Valores de absorbancia (OD 600) y su transformacion logaritmica

Tiempo (horas) Absorbancia (OD 600) In absorbancia

(OD 600)

0 0,020 -3,91202301
1 0,019 -3,9633163
2 0,018 -4,03607565
3 0,031 -3,46307279
4 0,093 -2,37515579
5 0,231 -1,46678161
6 0,426 -0,85331593
7 0,518 -0,65842374
8 0,578 -0,54760488
9 0,647 -0,43592432
10 0,664 -0,40997526
11 0,676 -0,39106923
12 0,729 -0,3156244

Nota. Valores de absorbancia leidos en el tiempo (h) durante 12 horas para

la cepa bacteriana y su transformacion logaritmica. Ln (logaritmo natural).
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Se realiz¢ la transformacion logaritmica de la absorbancia (OD 600), con el
fin de determinar las fases de la curva de crecimiento de Bacillus sp. PBG0001
(Figura 7).

Figura 7

Cinética del logaritmo natural (In) de la absorbancia (OD 600) vs tiempo

(horas)
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Tiempo (horas)
La Figura 7, permite observar que el cultivo bacteriano se mantuvo en su

fase de latencia hasta la segunda hora y a partir de esta, hasta la séptima hora se
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observo su fase log, donde las células alcanzaron el crecimiento méximo, para luego
entrar a la fase estacionaria temprana.

Los recuentos bacterianos, expresados como unidades formadoras de
colonias (UFC/ml) para Bacillus sp. PBG0001 se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

Valores de UFC/ml contados en el tiempo

Tiempo (horas) UFC/ml In-UFC/ml
0 9,75E+06 16,09277784
1 1,79E+07 16,70031127
2 2,19E+07 16,90199719
3 1,28 E+08 18,66754082
4 7,80E+08 20,47480448
5 5,00E+09 22,33270375
6 1,58E+10 23,48327578
7 2,32E+10 23,86526062
8 2,78E+10 24,04830186
9 2,98E+10 24,11693495

10 3,18E+10 24,18115856
11 2,81E+10 24,05725447
12 1,61E+10 23,50208511

Nota. Valores de unidades formadores de colonias (UFC/ml) contados en el
tiempo (h) durante 12 horas para el cultivo bacteriano y su transformacion

logaritmica.

Se realiz6 la transformacién logaritmica de las unidades formadoras de

colonias (UFC/ml), con el fin de determinar las fases del crecimiento bacteriano,

especialmente la fase /og en su curva de crecimiento (Figura 8).
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Figura 8
Curva de crecimiento segun las unidades formadoras de colonias (UFC/ml)

vs tiempo (horas)

In UFC/mI
18 22

16
.

Tiempo (horas)

Nota. Logaritmo natural (In). Valores obtenidos de la Tabla 5.

En la Figura 8 se observa que Bacillus sp. (cepa PBG0001) tuvo un
crecimiento acelerado (fase logaritmica) entre las horas 3 y 7, mostrando una fase
de latencia muy corta de dos horas y una fase de desaceleracion a partir de la

séptima hora.
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La fase logaritmica de Bacillus sp. (cepa PBG0001), se obtuvo mediante los
datos de absorbancia (OD 600) y los datos de UFC/ml, tal como se muestra en la

Tabla 5.

Tabla 5

Valores de absorbancia a 600 nm y de UFC/ml para obtener la fase

logaritmica en la curva de crecimiento de Bacillus sp.

Tiempo (horas) Absorbancia (OD 600) UFC/ml
3 0,031 1,28E+08
4 0,093 7,80E+08
5 0,231 5,00E+09
6 0,426 1,58E+10
7 0,518 2,32E+10

La curva de calibracion para Bacillus sp. se muestra en la Figura 9.
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Figura 9

Curva de calibracion UFC/ml vs Absorbancia (OD 600) para Bacillus sp.
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Segun el RStudio, la ecuacion de la recta de mejor ajuste es:

Yurcm= 4,7¢ + 10 (Xabs) — 3,3¢ + 09

05

Bacillus sp. (cepa PBG0001) en el cultivo en Erlenmeyer, tuvo una

velocidad especifica de crecimiento de 1,34 h'!. Este modelo predictivo fue

altamente significativo con un p-value de < 0,001 con 95 % de confianza.
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4.3. Determinacion del porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa
PBGO0001) luego del proceso de liofilizacion y durante el

almacenamiento

4.3.1. Determinacion del porcentaje de supervivencia de Bacillus sp.
(cepa PBG0001)

Para medir el efecto de los agentes lioprotectores en la supervivencia
bacteriana, se evalu6 el porcentaje de supervivencia después de la liofilizacion.
Utilizando tres distintos lioprotectores (glucosa, manitol y lactosa) a diferentes
concentraciones, donde cada uno de los ensayos se realizo por triplicado. Después
del analisis de ANOVA, se observo que existe diferencias significativas (p < 0,05);
entre los porcentajes de supervivencia en los distintos tratamientos.

En la Tabla 6 estan representados los grados de libertad (G. L.), el valor de
F y el valor p, para el ANOVA de un solo factor, concluyendo que existe diferencia

significativa entre los tratamientos (p < 0,001).

46



Tabla 6

ANOVA de un solo factor para los tratamientos (lioprotectores)

S.C. M.C.
Fuente G.L. Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 9 23789 264,32 15,10 0,000
Error 20 350,2 17,51
Total 29 2729,0

Nota. Analisis de Varianza (ANOVA). Cuadrados medios ajustados (M.C.

Ajust.) Suma de cuadrados ajustados (S.C. Ajust.)

Posteriormente se realizd la prueba de Dunnett para determinar si existe
diferencias significativas entre el porcentaje de supervivencia bacteriana expuestas

a distintos tratamientos, en comparacion al control.

Los resultados del porcentaje de supervivencia bacteriana, después del

proceso de liofilizacidon, se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7
Valores de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) utilizando

distintos lioprotectores

Concentracion celular

Tratamiento N  Supervivencia (%) inicial (UFC/ml)
Control 3 72,16 +(6,36) = 1,63E+11
Glucosa 1 % 3 96,30 + (1,72) 8,00E+07
Glucosa 10 % 3 84,82 +£(8,72) 7,20E+10
Glucosa 5 % 3 78,64 +(2,05) « 1,09E+11
Lactosa 10 % 3 74,40 + (4,00) « 1,63E+11
Lactosa 5 % 3 87,72 +(1,26) s 2,05E+08
Lactosa 7,5 % 3 80,80 + (2,18) « 3,05E+09
Manitol 10 % 3 97,12 +(0,03) a 1,77E+10
Manitol 2,5 % 3 98,02 £ (5,31) a 1,69E+10
Manitol 5 % 3 82,43 +£(0,93) s 2,30E+10

Nota. Valores de supervivencia (%) bacteriana y sus desviaciones estandar,
después del proceso de liofilizacion, considerando la concentracion celular
inicial. Las medias en la misma columna etiquetadas con “*”, no son
significativamente diferentes a la media del grupo control (p < 0,05) segun

la prueba de Dunnett (de acuerdo al RStudio). Mientras que las medias que

presentan la letra “A”, mostraron las mejores tasas de supervivencia.
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Figura 10

Porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) tras el proceso de liofilizacion.
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Nota. Las barras etiquetadas con “*”°, no son significativamente diferentes a la barra de control segtin las pruebas de Dunnett.
9
Mientras que las barras que presenten la letra “A”, presentaron las mejores tasas de supervivencia a diferencia de los otros
b

lioprotectores. La letra “B”, representan porcentaje de supervivencia menores que letra “A”
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La Figura 10 muestra los porcentajes de supervivencia de Bacillus sp. (cepa
PBGO0001) tras del proceso de liofilizacién con las diferentes formulaciones del
lioprotectores. Donde la mejor tasa de supervivencia se observd cuando se uso el
lioprotector manitol a una concentracion del 2,5 % con porcentajes de
supervivencia de 98,02 %, seguido de manitol 10 % con un porcentaje de
supervivencia de 97,12 % y por ultimo glucosa 1 % con un porcentaje de
supervivencia de 96,30 %. La tasa de supervivencia del grupo control sin ningin
protector fue de 72,16 %.

Los lioprotectores: lactosa al 7,5 % y al 10 %, asi como la glucosa al 5 %,
no presentaron diferencia significativa con el grupo control (Tabla 7).

4.3.2. Determinacion del porcentaje de supervivencia durante el

almacenamiento

Se evalu¢ el porcentaje de supervivencia durante el almacenamiento (0, 19,
38, 57 y 76 dias) y se demostrdé que no existen diferencias significativas segin
ANOVA de una via (p > 0,05) entre las tasas de supervivencia para cada una de las

formulaciones de los lioprotectores descrita en la Tabla 8.
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Tabla 8

Valores de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) utilizando distintos lioprotectores durante el almacenamiento

Supervivencia (%)

Tratamiento N
0 dia 19 dias 38 dias 57 dias 76 dias

Control 3 72,16+(636)a 79,60+ (8,45)a  82,68+(9.92)a 67,51 +(7,03)a 78,95+ (6,72)a
Glucosa 1 % 3 9630+(1,72)a 100,74 +(5,36)a  98,32+(0,23)a 99,72+ (1,71)a 99,97 +(1,87)a
Glucosa 10 % 3 84,82+(8,72)b 74,15+ (L,41)b 74,63+ (244)b 7449+ (3,75)b 82,58+ (2,13)b
Glucosa 5 % 3 78,64+(2,05)¢c  73,30+(225) ¢  69,51+(029)c 7220+ (138)c 73,96+ (1,46) ¢
Lactosa 10 % 3 7440+ (4,00)a 79,79+ (4,000a  7472+(026)a  7647+(4,19)a 79,29+ (3,47)a
Lactosa 5 % 3 87,72+(1,26)B 90,75+ (1,98) B 98,05+ (2,53)A 97,61 £(2,04)A 97,02+ (3,46) A
Lactosa 7,5 % 3 80,80+ (2,18)C 83,78 +(2,72)BC 80,09+ (2,73)B 86,30+ (0,73) AB 89,55 + (4,81) A
Manitol 5 % 3 8243+(0.93)A  8243+(0,93)A 82,10+ (3,47)A 77,75+ (1,349)B 77,26+ (0,86) B

Nota. Valores de supervivencia (%) bacteriana durante su almacenamiento y sus desviaciones estdndar. Las medias en la

misma fila que no compartan la misma letra, son significativamente diferentes, segtn las pruebas de Fisher. N (ntimero de

repeticiones)
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Para el lioprotector manitol en dos de sus concentraciones (10 % y 2,5 %),
los datos no presentaron una distribucién normal; debido a ello, se decidi6 realizar
la trasformacion de Johnson para luego realizar un ANOVA. Donde se demostro
que existen diferencias significativas entre la supervivencia durante el tiempo en

almacenamiento respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9
Valores de la supervivencia transformada, de Bacillus sp. (cepa PBG0001)

durante el almacenamiento utilizando manitol al 2,5 % y 10 %.

Supervivencia N Manitol 2,5 % Manitol 10 %
0 dia 3 0,91 £(0,55) a 1,71 £ (0,001) o

19 dias 3 0,91 £(0,55) a 0,25 +(0,70) B

38 dias 3 -0,27+(0,06) 8  -0,32+(1,20) B

57 dias 3 -0,97+(0,83) 8 -0,80+(0,79) B

76 dias 3 -0,93+(0,25)s  -0,56£(0,72) B

Nota. Valores de supervivencia durante su almacenamiento transformada
por Johnson y sus desviaciones estandar. Las medias en la misma columna
que no compartan la misma letra, son significativamente diferentes, segun

las pruebas de Fisher. N (numero de repeticiones).
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Figura 11
Porcentaje de supervivencia durante el almacenamiento de los mejores

lioprotectores y el control
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Nota. Porcentaje de supervivencia de Bacillus sp. (cepa PBG0001) durante
el almacenamiento para los mejores lioprotectores y el control. Las barras
del mismo color que compartan la misma letra, no presentan diferencias

significativas segun la prueba de Fisher.

En la Figura 11, se observé que durante el almacenamiento (dias) las

muestras liofilizadas con el lioprotector de glucosa al 1 % y el control, no
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presentaron variaciones significativas en la supervivencia bacteriana al término de
los 76 dias. Ademas, se observa que para manitol 2,5 %, no muestra una variacion
significativa en los primeros 19 dias, luego disminuy¢ significativamente hasta el
dia 38 y se mantuvo significativamente constante hasta el dia 76. En el caso de
manitol 10 % se presentd una disminucion significativa en el dia 19, y se mantuvo

significativamente constante hasta el dia 76.

4.4.Morfologia del pastel después del proceso de liofilizacion

Para investigar la morfologia del pastel tras el proceso de liofilizacion,
usando tres distintos lioprotectores a diferentes concentraciones, se siguid la
metodologia descrita en el punto 2.5. Considerandose los pardmetros de aspecto
tras el proceso de la liofilizacion (Figura 16): (a) intacto (sin contraccion del pastel),
(b) poroso, (c) colapso parcial (contraccion del pastel a lo largo de todo su
perimetro, pero la altura del pastel no se ve afectada), y (d) colapso (contraccion a
lo largo del perimetro del pastel, asi como la altura del pastel), se obtuvieron los

resultados observados en las Figuras 16 y 17:
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Apariencia (%)

Figura 12

Morfologia del pastel observada de suspensiones bacterianas liofilizadas.
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Nota. a) Intacto, b) Poroso, ¢) Colapso parcial y d) Colapso.

Figura 13

Distribucion de morfologias de pastel por lioprotectores
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El porcentaje de apariencia en la morfologia del pastel en las diferentes
concentraciones por lioprotector, muestra que el manitol, independientemente del
porcentaje utilizado, presentd entre 86 -100 % el aspecto intacto entre sus
concentraciones, mientras que, en glucosa, independientemente del porcentaje
utilizado, predomino el aspecto poroso, con porcentajes de 70 -78 %, y por ultimo

en lactosa predomino el aspecto poroso en porcentajes que varid entre 64 -70 %.
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CAPITULO V
DISCUSION

El proceso de liofilizacion es un método fisico, que es utilizado para la
conservacion y almacenamiento de microorganismos en la industria alimentaria,
farmacéutica, uso en la fabricacion de agentes de biocontrol y clinica. (Morgan et
al., 2006; Otero et al., 2007).

La cepa PBGO0001 segun el ensamblaje de novo y los andlisis
bioinformaticos pertenece al género Bacillus, especificamente al grupo de Bacillus
cereus sensu lato (Bacillus cereus, Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis), que
son bacterias muy relacionadas genéticamente, haciendo dificil la identificacioén
bacteriana a nivel de especie, debido a que comparten secuencias del gen ARNr
16S casi igual (92-100 % de similitud) (Pereira et al., 2020). Aunque se hizo una
comparacion a nivel de genoma completo con el genoma de referencia Bacillus
cereus FS2 de la base de datos de NCBI CP090940.1., se ha descrito que la similitud
de B. cereus es filogenéticamente indistinguible de varias especies descritas como
B. anthracis y B. thuringiensis (Gene, 2021).

Al evaluar el crecimiento bacteriano de Bacillus sp. (cepa PBG0001), se
observo que llegd a la fase estacionaria en aproximadamente 7 horas y luego del
proceso de liofilizacion se obtuvieron porcentajes de supervivencia mayores al
72,16 %, en todos los tratamientos analizados. Asimismo, el porcentaje de

supervivencia durante el almacenamiento (76 dias evaluados) fueron mayores al
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67,51 %. Es importante conocer el tiempo en que la bacteria llega a su fase
estacionaria ya que, segun Zhang et al. (2020), esto permitiria una mejor
supervivencia durante la liofilizacioén. Atribuyéndose al hecho de que las células en
la fase estacionaria tienen caracteristicas morfologicas y fisiologicas estabilizantes,
(Zhang et al., 2020) durante el agotamiento de las fuentes de carbono y de alimentos
(Morgan et al., 2006); generando respuestas de supervivencia como disminucion
del volumen celular, compactacion del nucleoide (Morgan & Vesey, 2009),
variaciones en la composicion de la membrana y en estructura de la pared celular
(Schwab et al., 2007; Shamekhi et al., 2012), preparandola para proteger las células
en condiciones adversas, como desecacion, hiperosmolaridad, fluctuaciones de pH
y temperatura (Morgan et al., 2006; Morgan & Vesey, 2009).

La concentracion microbiana inicial para liofilizacion fue en promedio
6,05x10'° UFC/ml, que se encontraban en fase estacionaria; Palmfeldt et al. (2003),
en su investigacion recomienda que la concentracion inicial para la liofilizacion
deberia estar entre 107-10!'' UFC/ml, ya que permite mayores tasas de supervivencia
y una distribucion apropiada del lioprotector en el espacio intracelular (Morgan &
Vesey, 2009; Zhang et al., 2020). Esto fue corroborado en el presente estudio, ya
que se obtuvo porcentajes de supervivencia mayores al 74,40 %.

Las diferencias exhibidas en la supervivencia después del proceso de
liofilizacion indican que ciertos lioprotectores son mas efectivos que otros en la

proteccion de Bacillus sp. (cepa PBG0001). El manitol al 2,5 % fue el mejor
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lioprotector tras el proceso de liofilizacion, se obtuvo el 98,02 % de supervivencia,
seguido de manitol al 10 % (97,12 %) y glucosa al 1 % (96,30 %). El efecto
protector del manitol se atribuye a su capacidad para formar estructuras cristalinas
que proporcionarian proteccion a las proteinas funcionales de la célula (Cayra et
al., 2017), ademas de brindar resistencia mecéanica (Merivaara et al., 2021) y
reemplazar el agua extraida de lipidos de membrana (Morgan & Vesey, 2009). La
glucosa, proporcionaria el remplazo de agua con enlaces de H en las bicapa
lipidicas de la membrana bacteriana (Morgan & Vesey, 2009), ademas de formar
matrices de vidrio amorfo, que detienen la movilidad molecular al minimo dentro
y alrededor de la célula (Morgan et al., 2006; Castafieda, 2015).

Es necesario resaltar la tasa de supervivencia del grupo control, después del
proceso de liofilizacion (72,16 £ 6,36 %), el cual no presentd diferencias
significativas durante los 76 dias de almacenamiento. Este porcentaje de
supervivencia se deberian especificamente a que Bacillus sp. (cepa PBG0001) es
una bacteria esporulada, que la hizo mas resistente a la liofilizacion en comparacion
a las tasas de supervivencia de otros autores que utilizaron bacterias no esporuladas,
como: Shu et al. (2018), utilizando Lactobacillus acidophilus obtuvo en su grupo
control, un 36,6 % de supervivencia; mientras que Basholli et al. (2014), encontrd
15,8 % de supervivencia para Bifidobacterium infantis, y Zayed & Roos (2004),
obtuvieron un 4 % de porcentaje de supervivencia cuando utilizdé Lactobacillus

salivarius. A esto se sumaria el efecto del medio de rehidratacion utilizado (CTS),
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un medio de rehidratacion complejo, que tendria la capacidad para reparar las
células dafiadas (Costa et al., 2000).

Las tasas de supervivencia durante el almacenamiento para manitol (2,5 %
y 10 %), disminuyeron significativamente durante los 76 dias evaluados;
posiblemente debido a la formacién de cristales estables que romperian las
membranas celulares (Rockinger et al., 2021); ademas de no proporcionar una
estabilidad adecuada en las bicapas de la membrana (Kumar et al., 2017); y
desestabilizar algunas proteinas (Merabishvili et al., 2013), al no mantener la
formacion de vidrios amorfos durante el almacenamiento (Rockinger et al., 2021).
Sin embargo, para el monosacarido glucosa 1 %, su tasa de supervivencia se
mantuvo constante durante el almacenamiento, atribuyéndose a la capacidad del
monosacarido para formar una matriz de vidrio amorfo (Morgan et al., 2006), que
conserva los desechos producidos por las células antes de la congelacion y durante
el almacenamiento evitando cambios electroquimicos irreversibles en la membrana
(Morgan & Vesey, 2009; Castaneda, 2015).

El porcentaje de apariencia en la morfologia del pastel, muestra que el
lioprotector manitol permite observar el aspecto intacto entre un 86 - 100 % después
del proceso de liofilizacion, estos resultados se deberian a que este alcohol de azucar
proporciona resistencia mecanica, dandole “la elegancia” de la torta liofilizada
(Merivaara et al., 2021). Aunque los lioprotectores glucosa y lactosa son también

utilizados como agente de carga (es decir, proporcionando una estructura adecuada
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a la torta) (Baheti et al., 2010), se observa en los resultados que la glucosa y la
lactosa, presentaron mayores porcentajes de aspecto poroso (> 60 %). A nivel
industrial estos resultados serian descartados por su aspecto, pero segun Patel et al.
(2017) dicho aspecto (aspecto poroso) no indicaria un impacto negativo en la
estabilidad de las proteinas.

Por lo tanto, para Bacillus sp. (cepa PBG0001) se determind que el mejor
agente lioprotector que permite mayor supervivencia bacteriana, en el proceso de
liofilizacion, fue glucosa 1 %, con tasas de supervivencia de 96,30 £ (1,72) %, las

cuales se mantuvieron constantes en los 76 dias analizados.
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CONCLUSIONES
Se identifico el cultivo bacteriano con el que se trabajo como Bacillus sp. (cepa
PBGO0001), utilizando distintos programas bioinformaticos, ademdas se
determino la cinética del crecimiento bacteriano.
Se evaluo el porcentaje de supervivencia del cultivo bacteriano después del
proceso de liofilizacion y durante el almacenamiento; concluyendo que el mejor
agente lioprotector durante el proceso de liofilizacion, fue glucosa 1 %,
permitiendo el incremento significativo en el porcentaje de supervivencia
(96,30 = 1,72 %), manteniéndose constante durante los 76 dias analizados.
Se determind la variacion en la morfologia del pastel después del proceso de
liofilizacion segun el lioprotector; donde el lioprotector manitol present6 entre
86 - 100 % el aspecto intacto entre sus concentraciones, la glucosa mostr6 una
predominancia del aspecto poroso con porcentajes de 70 -78 %, y por ultimo la
lactosa presentd un aspecto poroso en un rango de porcentajes entre de

64 -70 %.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda identificar la cepa estudiada analisis pangenomicos, o a nivel
de genes.
Se recomienda hacer estudios utilizando otros lioprotectores en funcién a la
bacteria a trabajar.
En base a los resultados, se recomienda realizar més investigaciones para la
optimizacién de combinaciones de lioprotectores, con el fin de disminuir el
nimero minimo de experimentos.
Optimizar la concentracidon inicial de la bacteria cuando se usa estos
lioprotectores (manitol, lactosa y glucosa) con el fin de mejorar los porcentajes

de supervivencia.
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ANEXOS

Anexo 1

Protocolo de andlisis de la secuencia de ADN para la identificacion molecular

del cultivo bacteriano

‘—4

Extraccion de ADN

1

Preparacion de librerias

l
0

Normalizacion y
agrupacion de librerias

|

Secuenciacion e Miseq

Analisis bininformatico

Nota. Creado con BioRender
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Anexo 2

Protocolo de cinética del crecimiento

/ \
—_ s f \ o
e A\
&
Cultivo bacteriano en Agar Inacular en 150 ml de Incubar a 30°C por 150
Nutritivo a 35°C durante 12h CTS5 al 2% de indeculo rpm/min durante 12h.
- '/,
) A easisaans
= =
Incubar d“:ﬂ“'“ 24ha Sembrar por vertido en Diluir 1ml de la muestra
35°C. placa cada hora

Nota. Creado con BioRender
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Medir el valor de OD
(600 nm) cada 1h.



Anexo 3

Protocolo de liofilizacion

s o

p = -
I ] —» E—
Cultivo puro de la Incubar en Caldo

cepa bacteriana Tripticasa Soya en 30°C

Renirar el Resuspender con 1,5 ml
sobrenadante con el mismo cultiva
—
N § —_—
(
Usar vorex hasta Agregar 2ml del medio Llevar a a ulracongeladora
y por48ha-80°C

Tercera etapa
sssssaass
H |‘ ‘
S— i frm— Jél‘ , \
\ " Se diluyd la muestra \;
'I-
Vlalmn RecnmmlrmnSml Incubar por 24h a 35°C Se sembrd por vertido e TIncubar por 24h a 35°C ‘
placa

Lectura OD 600 ‘
L

Nota. Creado con BioRender
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