UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Xochimilco

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
DIVISION CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
LICENCIATURA EN QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

INFORME FINAL DE SERVICIO SOCIAL

“Comparacion de la viabilidad y estabilidad de cepas de bifidobacterias
liofilizadas utilizando diferentes crioprotectores”

Presenta:
Diego Armando Herrera de la Cruz

MATRICULA
2202032640

ASESORES:

Dra. Maria Angélica Gutiérrez Nava

sh
7

Dr. Lino Mayorga Reyes

~

Lugar de realizacion: Laboratorio de Ecologia Microbiana

Junio de 2025



INDICE

RESUINEIL ..ottt ettt e s bt e sh e e st e et e e bt e ebeesaeeeateeabeenbee bt asbeesseeenteanteens 3
INErOAUCCION ...ttt ettt et st sttt beesbe e sbeesateeneens 4
IMLATCO TROTECO ...ttt ettt b e sa e et e bt e bt e s bt e eueeeateembeenbee bt enbeesseeenteeneeans 5
PrODIOtICOS ..ottt et ettt e s bt e sat e st teebe e bt e ateeateeaee 5
GENero BifidoBacteritm. ......................ccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt ettt 6
Conservacion de cultivos Dacterianos..............c.ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 7
LAOTIHZACION. . ...ttt ettt ettt beesbtesatesnteenteens 7
Crioprotectores en la conservacion de Cepas................coccvveveiiiriieciieeriee e 8
Conservacion de ProbiOtiCos..............ccociviiiiieiiiiiiie ettt et ee e 9
Microorganismos y medio de Cultivo. ...............cooooiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
Activacion de MiCroOrgaANISINOS ...........cccoeiuiiiiiiiiieiieieierte ettt et et e et e ee et beeseeesaeas 11
Cinética de crecimiento bacteriano................cocoiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 11
Preparacion de Crioprotectores ................ccooviiiiiiiiiiiieiiereeeee ettt st st e e 11
Preparacion de muestras para liofilizacion.....................coccoooiiiiiiiiiiie 12
Determinacion de viabilidad por cuenta viable por goteo ...............c.cccoeeveiiiiiiiniiencieeee 13
RESUIEAOS ...ttt sttt et b e b e sbt e et e et et e e beenbees 14
Curva de crecimiento (determinacion de tiempo de crecimiento)..................cocceveirrirenennenn. 14
Efecto del crioprotector en la preservacion de la integridad celular ..., 25
Estabilidad de bacterias liofilizadas a través del tiempo .................ccccoeeeiiiiiiiniienieee, 28

Efectos de los crioprotectores en la preservacion de la viabilidad de los microorganismos.30

Tratamiento con inulina al 10% ¥ 20%0.......cccooiiriiiiiiiiiiee et 32
DIESCUSION........ooniiiiiiiii ettt et et b et sat e et e bt e s bt e sb e e sbteeateeabeeabeebeenbees 33
COMCIUSION ..ottt ettt et et e e bt et e e s ttesatesaseanbeenbeeseesseesseesnneenseenseens 35
BibLIoGrafia............ccooiiiiiiiiiiee ettt e et e e e bee e tae e naeeentaeenraens 36
ATIEXO ...ttt ettt ettt e h e bt h et e a et e a bttt e bt e bt e bt e e ae e ea b e et e e bt e eb e e ehteeabeeabe e bt e beenbeas 38



Resumen

El uso de probidticos del género Bifidobacterium, ha sido una practica comiin para mejorar la
microbiota intestinal, sin embargo, la baja tolerancia al estrés ante la presencia de oxigeno requiere
condiciones de almacenamiento que aseguren su viabilidad. La liofilizacion es uno de los métodos
mas utilizados para la produccion de polvos a partir de estos probiodticos y asi mismo aumentar su
tiempo de almacenamiento. En este estudio, se evaluo la viabilidad y estabilidad de tres especies de
bifidobacterias liofilizadas (Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium pseudocatenulatum 'y
Bifidobacterium longum), utilizando como crioprotector inulina al 10% y 20%, caseina al 1%, manitol
al 10% y leche en polvo al 20%. La viabilidad de estos microorganismos, fue monitoreada durante 6
meses con el fin de optimizar el proceso de produccion de preparaciones probioticas estables y con
una concentracion alta de microorganismos viables para ser administrados a animales de
experimentacion y asegurar una concentracion constante de microrganismos. Se determind que la
leche en polvo, fue el crioprotector que mantuvo la integridad de la membrana celular durante el
congelamiento, liofilizacién y almacenamiento a través del tiempo, por lo que este crioprotector fue
considerado como el 6ptimo para la preservacion de las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de

estos microorganismos.



Introduccion

Actualmente el uso de probioticos es comin en el area médica, ganadera y nutricional. Dentro de los
mas utilizados se encuentra el género Bifidobacterium, cuya importancia radica en que es empleado
para tratar trastornos de la microbiota intestinal, mejorando y restaurando su composicion. Asi mismo,
producen enzimas y proteinas que ayudan a la digestion (Russell et al., 2011). Este género al igual
que las bacterias acido-lacticas presenta una baja tolerancia al estrés, por ende, para trabajar con ellos
es indispensable establecer condiciones de almacenamiento que aseguren su viabilidad y la

preservacion de sus propiedades (Kharchenko et al., 2017).

Actualmente, la liofilizacion se emplea a menudo para la produccion de polvos de estos mismos
probidticos con el fin de aumentar el tiempo de almacenamiento de estos microorganismos. Asi
mismo, mejorara los niveles de supervivencia (preservacion), aunque este proceso ayude a la
preservacion de la estructura de la célula, la formacion de cristales de hielo puede afectar
significativamente la integridad, fluidez y la permeabilidad de la membrana celular de las bacterias,
al igual que afecta a las enzimas intracelulares. Adicionalmente a esto, el proceso de liofilizacion
también inhibe la actividad de las bacterias, lo cual puede causar facilmente dafios mecanicos, lo que
resulta en la muerte de la célula (Sitong ef al., 2024). Para aumentar el porcentaje de supervivencia y
minimizar el dafio celular durante la liofilizacion, es necesario agregar crioprotectores, el cual como
su nombre lo indica, es el material el cual puede proteger la integridad de la célula durante el proceso
de congelacion, evitando la formacion de cristales de hielo. Entre ellos encontramos: los disacaridos
(trehalosa, lactosa, maltosa y sacarosa), polialcoholes (glicerol, manitol, sorbitol, xilitol) (Santelices

et al., 2020).

En nuestro grupo de investigacion, se estudia el efecto de la administracion de microorganismos
probidticos en un modelo experimental de higado graso no alcohdlico, por lo que buscamos encontrar
las condiciones optimas de almacenamiento de los microorganismos con caracteristicas prebioticas a

administrar y asegurar su viabilidad durante el tiempo que dure el experimento in vivo.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue, estudiar la viabilidad y estabilidad de tres especies de

bifidobacterias liofilizadas utilizando diferentes crioprotectores.



Marco teorico

Probiodticos

En una version persa del antiguo testamento, precisamente en el Genesis, se hace correlacion en la
longevidad que alcanzé Abraham, con consumo de “leche agria”. Debido a esto, en el afio 76 D.C. el
historiador romano Plinio hacia la recomendacion de ingerir productos lacteos fermentados para el
tratamiento de la gastroenteritis (Olveira et al., 2016). En 1908, el cientifico ruso Elie Metchnikoff,
se interesd en estudiar la longevidad humana, lo cual fue incitado por la observacion del numero
inusualmente alto de personas mayores a los 100 afos en Europa del Este, esto debido al consumo de
leches fermentadas. Metchnikoff propuso que las bacterias acido-lacticas (BAL) proporcionaban
beneficios a la salud, dentro de los cuales, era alcanzar la longevidad (tener una esperanza de vida
mayor). En donde se sugeria que, la produccion de productos tdxicos liberados por ciertos
microorganismos patégenos que se alojan en el intestino contribuye al envejecimiento, este efecto
podria ser reducido con la modificacion de la microbiota intestinal sustituyendo los microbios
proteoliticos -que producen sustancias toxicas como fenoles, indoles y amoniaco a partir de la
digestion de proteinas- por microbios sacaroliticos (WGO, 2011). De este modo, Metchnikoff

identificé en la leche fermentada a la bacteria que denominé “Bulgarian bacillus”.

La fermentacion acido-lactica de alimentos constituidos principalmente por plantas, se ha
implementado por los hominidos hace mas de 1.5 millones de afios, esto provocod que su tracto
gastrointestinal se adaptara a una ingesta diaria de BAL. Ademas de que, esta practica fue
ampliamente utilizada en Europa hasta la revolucion industrial (1760-1840), y actualmente es una
practica empleada por diversas comunidades africanas, ya que es una de las soluciones mas comunes
en las que se puede conservar de manera segura los alimentos. Sin embargo, en el sigo XX en los
paises industrializados, se abandon6 completamente esta practica, lo cual ocasion6 que se presentaran
diversos problemas gastrointestinales. Por este motivo, se introdujeron componentes no digeribles en
la dieta, con el fin de favorecer el crecimiento de ciertas bacterias que se alojan en el intestino, las

cuales son asociadas con los efectos benéficos para la salud (Ifiiguez et al., 2006).

Hablando en este ambito, uno de los principales géneros aislados fue Bifidobacterium, €l cual presenta
una morfologia de bacilo que muy frecuentemente forma cadenas cortas. Este fue aislado por primera
vez por Henry Tissier (del Instituto Pasteur) a partir de un lactante alimentado con leche materna y el
nombre que le dio a la bacteria fue “Bacillus bifidus communis”. Es de esta manera que Tissier

proponia que las bifidobacterias pudiesen desplazar a las bacterias patdgenas que ocasionaban diarrea



y sugeria la administracion de estas a los lactantes que presentaban esta sintomatologia (Ifiiguez ef al.
2006). Hoy en dia, su uso esta dirigido para el tratamiento de los siguientes padecimientos: la
diminucion de la intolerancia a la lactosa, mantenimiento de la biota intestinal, prevencion de algunos
tipos de cancer, reduccion de padecimiento de alergias, diminucion en los niveles de colesterol y

mantenimiento de la salud gastrica (Collado, 2004).

A pesar de que la definicion inicial de probiotico fue planteada en 1965 por Lilly y Stillwell donde
hacian referencia a ciertos compuestos producidos por microrganismos que estimulan el crecimiento
de otros, sin embargo, en 1989, Roy Fuller resaltdé que, para considerarse probidtico, el
microorganismo debe de encontrase viable, ademas de que introdujo la idea de su efecto benéfico en
la salud. No obstante, la definicion que ha tenido una mayor aceptacion fue dada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la cual menciona que, se refiere a los microorganismos vivos que cuando
son administradas en las concentraciones adecuadas, producen un efecto beneficioso sobre la salud

(Oluwatoyin et al. 2021).

De acuerdo con la Asociacion Cientifica Internacional para los Probidticos y Prebioticos, los
productos y preparados que pueden catalogarse como probidticos son los siguientes: farmacos
probidticos, alimentos para usos médicos como probioticos (nutricion enteral), alimentos probiodticos
(productos lacteos fermentados), formulaciones infantiles (leches en polvo) y productos de
administracion no oral (administraciones vaginales). Del mismo modo, cada una de estas
presentaciones, es necesario que se hayan llevado a cabo estudios en los que se demuestren los efectos

benéficos especificos sobre la salud (Olveira et al., 2016).
Género Bifidobacterium

Las bacterias mas comunes que se relacionan con la actividad probidtica son: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium brevis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis, Streptococcus salivarius subespecie thermophilus y algunas
variedades de levaduras como Saccharomyces boulardii. Debido a que existen cepas y dosis distintas

para cada especie de bacteria, las propiedades entre cada una pueden ser diferentes.

Los miembros del género Bifidobacterium, son habitantes dominantes del tracto gastrointestinal de
los mamiferos. La colonizacion del intestino grueso del huésped por bifidobacterias comienza
inmediatamente después del nacimiento, éstas deben afrontar numerosos desafios de estrés oxidativo,

osmotico y de sales/acidos biliares que ocurren a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI). Al mismo



tiempo, las bifidobacterias no solo deben competir con la multitud de otros comensales intestinales

para la adquisicion de nutrientes, sino que también requieren proteccion contra virus bacterianos.

Conservacion de cultivos bacterianos

Para obtener un rendimiento optimo en la viabilidad de los cultivos, es necesario considerar cual sera
el método de preservacion, ya que se debe garantizar la estabilidad genética de los microorganismos,
a largo plazo. En la industria y en laboratorios de investigacion, las cepas bacterianas son de suma
importancia para la investigacion o para la produccidn de articulos bioldgicos derivados de las mismas
(Zamora, 2003), por lo que es de vital importancia conservar las cepas que tengan un alto potencial

de uso sin sufrir cambios en el fenotipo y genotipo.

Dentro de los principales métodos para su preservacion encontramos: el crecimiento seriado o
continuo, secado (por aspersion, liofilizacion) y congelacion. El crecimiento seriado consiste en
realizar siembras en agar para su uso continuo, sin embargo, no se pueden almacenar mas de 30 dias,
por lo tanto, se llevan a cabo resiembras o transferencias en agares completamente nuevos. El método
de secado por aspersion ha sido utilizado principalmente en hongos, esporas o en diferentes
estructuras en reposo. Otros métodos para la preservacion son la liofilizacion, congelacion en

nitrégeno liquido o congelacion a baja temperatura (Morgan et al., 2006).

El proceso de liofilizacién es uno de los mas utilizados para la conservacion de microorganismos,
debido a sus bajos costos y la diminucion de la carga de trabajo en comparacion a la conservacion de
en cultivos seriados, este proceso minimiza los riesgos de dafio en la integridad, ya que es primordial
asegurar su viabilidad, asi como la integridad morfoldgica, fisiologica y genética del cultivo que
pueda ser utilizado en futuras producciones y asi, mantener las caracteristicas principales de la cepa
que fue asilada inicialmente (Escobar, 2015). El mantenimiento de cultivos in vitro demanda una
cantidad notoria de trabajo, esto puede ocasionar inestabilidad genética, del mismo modo, se han
desarrollado nuevas metodologias con la congelacion de los cultivos a -20 °C y -40 °C, asi como la

preservacion con nitrogeno liquido a -196 °C (Arcos ef al., 2004).

Liofilizacion

Este es el método mas utilizado en todas las areas de investigacion, asi como en la industrial, este
proceso consiste en la extraccion del agua de los alimentos, proteinas o productos de interés
farmacéutico y células para la conservacion de su estabilidad a temperatura ambiente. Se lleva a cabo

mediante sublimacion (transicion de solido a gas, sin llegar a pasar por el estado liquido), el cual es



necesario someter a vacio, congelacion del agua presente en la célula (las muestras deben de ser
congeladas previamente) (Fuentes et al., 2018). La fase de congelacion del cultivo puede llevarse a
cabo rapidamente o lentamente, a pesar de ello, se deben de tomar en cuenta el uso de crioprotectores
(son aquellas que pueden mejorar la tasa de supervivencia durante la liofilizacion) como la leche
descremada y carbohidratos, el glicerol no puede ser utilizado debido a su punto de evaporacion y su
higroscopicidad lo cual ocasiona que el producto presente una viscosidad que es desfavorable para la
conservacion, el dimetilsulfoxido (DMSO) es poco utilizado, debido a su toxicidad y al concentrase

con el agua durante la evaporacion, puede causar dafios en la célula (Hubalek, 2003).
Crioprotectores en la conservacion de cepas

Las interacciones moleculares que realizan los crioprotectores impiden que durante la congelacion el
agua pueda formar cristales geométricos ordenados dentro de la célula, y de este modo la
solidificacion del medio sea desordenada y de esta manera, produce que los crioprotectores tomen un
caracter de sustancia vitrea protectora, esto hace que los procesos que pueden afectar la integridad de
la célula sean ralentizados, mejorando de esta manera su viabilidad a largo plazo (Escobar, 2015).
Estos tienen un papel fundamental ya que previene la formacion de hielo con bajos niveles de
toxicidad para la célula, ya que, debido a sus propiedades fisicoquimicas, presentan una alta afinidad

con el agua (Oluwatoyin et al., 2021).

Uno de los componentes que forman parte de la célula que sufre un mayor dafio durante el proceso
de congelacion es la membrana celular, debido a la perdida de fluidez de los componentes lipidicos
(colesterol y acidos grasos) ya que son los componentes mas abundantes de la membrana, dado que,
la posicion que adopta cada una de estas moléculas en las bicapas lipidicas, determina la rigidez de
esta y con ello, el transporte entre membranas. Este es un factor determinante para la supervivencia

de la célula (Avila et al., 2006).

Se ha reportado una gran variedad de compuestos que pueden ser utilizados como crioprotectores,
donde los mas utilizados son: glicerol al 15% y 20%, DMSO al 3% y 15%, leche descremada y
algunos carbohidratos como la glucosa, lactosa, sacarosa, inulina, inositol y manitol a
concentraciones muy variables dependiendo de las cepas y condiciones (Cui ef al., 2022; Pajuelo ef
al., 2023). Sin embargo, una de las caracteristicas que determina su eficacia es su polaridad, cuanto

menos polar sea la molécula, mas facilmente puede atravesar la membrana (Santelices et al., 2020).



Estos pueden ser clasificados en agentes penetrantes; que son compuestos de bajo peso molecular y
permeables ante la membrana celular, entre los que podemos encontrar son: DMSO (dimetil
sulfoxico), el cual es un disolvente bipolar aproético e hidrosoluble, su accion crioprotectora es
atribuible a su interaccion con electrolitos, el cual previene su acumulacion excesiva, evitando asi la
formacion de cristales de hielo, debido a su bajo peso molecular puede atravesar facilmente la
membrana celular, y con ello puede regular la estabilidad de la bicapa lipidica, adicionalmente,
también interfiere con los procesos de solvatacion del agua. Otro de los crioprotectores que se
encuentra dentro de esta categoria es el 1-2 propanediol, el cual ha sido principalmente utilizado en

la preservacion de blastocitos y embriones en estado preimplantacional (Avila et al., 2006).

Un grupo adicional es la de los agentes no penetrantes, son sustancias que presentan alto peso
molecular, que son efectivos a congelaciones a altas velocidades, su accion protectora produce la
rapida deshidratacion. Los mas utilizados son: glucosa, sacarosa, dextrosa y dextrano. Estos
generalmente forman puentes de hidrogeno con el agua, lo que reduce la actividad de agua a una

mayor magnitud que a la que se predeciria por su concentracion molar (Escobar, 2015).
Conservacion de probidticos

En los ultimos afios, se han utilizado numerosas cepas de probiodticos como suplementos dietéticos
tanto para humanos como para animales. La eficacia y la supervivencia de los probioticos durante la
produccion podrian asegurar una mejor actividad de ellos en el huésped. Por lo tanto, en nuestro
equipo de investigacion, buscamos optimizar el proceso de produccion de preparaciones probidticas
estables y un mayor numero de microorganismos viables para ser administrados a animales de

experimentacion y asegurar una concentracion constante de microrganismos.



Objetivo general

Determinar el crioprotector ideal que mantenga viables a largo plazo, bifidobacterias
liofilizadas.

Objetivos particulares

- Elaborar mezclas de Bifidobacterium sp. con los diferentes tipos de crioprotectores
para su conservacion en refrigeracion, congelacion y liofilizacion.

- Determinar el efecto del crioprotector sobre la viabilidad de Bifidobacterium sp.,
mediante la técnica de cuenta viable.

- Determinar la estabilidad de la viabilidad de Bifidobacterium sp., en los liofilizados
obtenidos.

- Elaborar una comparacion entre los resultados obtenidos a lo largo de todo el estudio
de cada una de las pruebas de viabilidad, para evaluar el tiempo en el cual la muestra
se mantiene de manera adecuada.
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Materiales y Métodos

Microorganismos y medio de cultivo.

Las cepas utilizadas para este experimento fueron Bifidobacterium lactis BB12, Bifidobacterium

longum LBUX23 y Bifidobacterium pseudocatenulatum JCLA3.

El caldo de cultivo se prepard con medio MRS, suplementado con HCl-cisteina al 0.5% (MRS-C), en
condiciones de anaerobiosis burbujeando CO; durante 30 segundos en los medios de 20 mL, durante
1 minuto, en los medios de 80 mL y 3 minutos en los medios de 200 mL. Los frascos se sellaron
herméticamente con tapones de hule y arillo de metal, posteriormente se esterilizaron a una presion
de 15 Ib/in? por 15 minutos. Para el medio de cultivo solido, se utiliz6 agar MRS suplementado con

HCl-cisteina al 0.05%
Activacion de microorganismos

Las cepas se encontraban liofilizadas con leche descremada al 20%. Para su recuperacion se realizo
una rehidratacion de 1 g de liofilizado con 1 mL de caldo MRS-C, se homogeniz6 de manera vigorosa
en vortex, posteriormente se inocul6 en un vial de 20 mL con caldo MRS- C, y se incubd durante 24
horas a 37 °C con agitacion orbital de 180 rpm. Los cultivos se observaron a microscopio previa

tincion de Gram, para descartar contaminacion.
Cinética de crecimiento bacteriano

Para la elaboracion de la cinética de crecimiento de cada uno de los microorganismos activados, se
inocul6 un vial con 80 mL que contenia caldo MRS-C a una densidad optica inicial (DO;) de 0.5 y se
incubaron a las condiciones anteriormente mencionadas. A partir del tiempo cero (to), se tomaron

muestras de 1 mL cada 2 horas hasta llegar a la fase estacionaria.
Preparacion de crioprotectores

Se emplearon 4 agentes crioprotectores: inulina, caseina, manitol y leche en polvo, los cuales se
prepararon a las concentraciones indicadas en la tabla 1, ademas de que se integrd un control negativo

(sin crioprotector) que consistio en células resuspendidas en solucion salina fisiologica (SSF).
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Tabla 1. Crioprotectores utilizados para liofilizar Bifidobacterium lactis, Bifidobacteriu. longum y
Bifidobacterium pseudocatenulatum.

CRIOPROTECTOR MARCA CONCENTRACION ‘
Inulina Orafti ® GR 10 % y 20%
Caseina Nzmp ™ 1%
Manitol Drogueria Cosmopolitan 10 %
Leche Alpura® 20 %

De cada crioprotector se prepararon 200 mL, para lo cual se peso la cantidad respectiva de cada uno
y se resuspendieron en H»0 destilada, posteriormente fueron esterilizados en autoclave a 15 1b/in® por

15 minutos.

Para el caso de la caseina, se implementd un protocolo para disolverla que consistid en una
desnaturalizacion basica con NaOH al 0.1 M y posteriormente se neutralizéo con HCI al 0.1 M, al
finalizar con su preparacion, se procedio a esterilizarlo bajo las mismas condiciones mencionadas

(Post, 2011).
Preparacion de muestras para liofilizacion

Para cada una de las cepas, se utilizaron cultivos de 200 mL dejando en tiempo previamente
establecido con la cinética de crecimiento para conseguir la mayor cantidad de bacterias. Las células
se recuperaron por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos en una centrifuga del alto rendimiento
Beckman Coulter Avanti J-301, posteriormente, se retird el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendio en 25 mL de SSF (del cual se tomaron 5 mL para medir la viabilidad antes del proceso)
y se colocd en un vial de 50 mL con 20 mL de crioprotector, los cuales consisten en inulina, caseina,
manitol, leche descremada y SSF como control negativo (sin crioprotector). Una vez obtenidas cada
una de las muestras, se llevaron a ultracongelacion a -70 °C minimo por 2 horas o hasta ser
liofilizadas.

Se utilizd una liofilizadora marca Labconco modelo 775322. Las muestras se sacaron del

ultracongelador una a la vez (para evitar la descongelacion) y se colocaron en los frascos para

12



liofilizadora (Labconco) teniendo la precaucion de que estas no se descongelen. El equipo se
programé con condiciones estandar siguiendo las instrucciones del fabricante (ver ANEXO). Una vez

liofilizadas las cepas, se midi6 la viabilidad por la técnica de cuenta viable por goteo.
Determinacion de viabilidad por cuenta viable por goteo

Para cada uno de los liofilizados, se realizaron diluciones decimales seriadas en microtubos de 1.5
mL los cuales contenian las diluciones: (101), (102), (103), (10#), (107%), (10°). Para lograr esto, se
pesaron 0.03 g del liofilizado y se rehidrataron con 0.3 mL de SSF; se tomaron 100 pL de éste y se
colocaron en 900 pL. SSF (primera dilucion), esto se realizdé de manera consecutiva hasta llegar a la

dilucion 10, Entre cada una de las diluciones, se mezclé perfectamente con vortex.

Se colocaron por triplicado 3 uL de cada una de las diluciones en una caja Petri con agar MRS-C. Las
cajas se rotularon con fecha y nombre y se incubaron a 37 °C durante 24 horas en jarra de anaerobiosis

la cual fue llenada con CO..

Se contd el numero de colonias en las diluciones donde se desarrollaron entre 30 y 300 UFC y se
procedio a realizar los calculos para determinar la concentracion de bacterias en los liofilizados,
expresada en [UFC/g]. Para el caso de las muestras antes de liofilizar, en lugar de pesar 0.03 g, se

tomaron 100 pL de cada una de las suspensiones celulares.
Microscopio electronico de barrido (MEB)

Las bacterias en cultivo y liofilizadas se observaron en un microscopio electronico de barrido. Para
la preparacion de las muestras, se tomaron 5 mL del medio de cultivo y se recupero6 el paquete celular
mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 minutos, se retird sobrenadante, este paso se llevo a
cabo 3 veces, sin embargo, se resuspendio el paquete celular con 1 mL de SSF, para la eliminacion
del medio. Una vez obtenido, se le colocaron 0.5 mL de glutaraldehido al 3%, se mezcld suavemente
y se incubo durante 4 horas para fijar la muestra. Finalizado este paso, se centrifugod y se recupero
nuevamente el paquete celular, se realizaron 3 lavados con 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.6, y
posteriormente se realizaron lavados con etanol en diferentes grados (30%, 50%, 70% y 100%). Para
terminar, se retiro el sobrenadante y se coloco la muestra en un termoblock a 36 °C hasta completa

deshidratacion.
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Resultados

Morfologia celular

Una vez preparados los medios y activado el microorganismo, se procedio a realizar una tincion Gram
(Figura 1), de modo que se descarte posibles contaminaciones. Es indispensable destacar que en cada
uno de los microorganismos se observo una morfologia de bacilo, sin embargo, en el caso de

Bifidobacterium lactis (Figura 1. A) se observaron la formacion de cadenas cortas.

Figura 1. Tinciéon Gram realizada tras haber activado cada una de las cepas en medio MRS-C. A)
Bifidobacterium lactis, B) Bifidobacterium pseudocatenulatum 'y C) Bifidobacterium longum

Curva de crecimiento (determinacion de tiempo de crecimiento)

Una vez recuperadas cada una de las cepas, se procedio a realizar la cinética de crecimiento, los datos
mostrados en las tablas 2, 3 y 4 son las absorbancias obtenidas a 600 nm ya considerado el factor de

dilucion.
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Tabla 2. Absorbancias obtenidas a 600 nm de la cinética de crecimiento de Bifidobacterium lactis (el
experimento se realizo por triplicado)

Promedio Desviacion

estandar

0 0.504 0.46 0.433 0.466 0.029
2 0.596 0.586 0.54 0.574 0.024
4 1.024 0.998 0.946 0.989 0.032
5 1.29 1.34 1.15 1.260 0.080
6 1.548 1.44 1.484 1.491 0.044
7 1.568 1.59 1.65 1.603 0.035
8 2.897 2.964 29 2.920 0.031
9 3.49 3.51 3.516 3.505 0.011
21 4.18 4.28 4.25 4.237 0.042
22 4.809 5.2 5.98 5.330 0.487
23 4.869 5.526 5.22 5.205 0.268
24 4.995 4.995 5.391 5.127 0.187
25 4.95 5.643 5.76 5.451 0.357
26 4.833 5.67 5.661 5.388 0.392
27 4.797 5.616 5.706 5.373 0.409

15



Tabla 3. Absorbancias obtenidas a 600 nm del caldo MRS-C con Bifidobacterium pseudocatenulatum (el

experimento se realizo por triplicado)

Promedio

Desviacion

estandar

0 0.542 0.354 0.315 0.404 0.099
2 0.707 0.409 0.336 0.484 0.160
4 0.938 0.763 0.7 0.800 0.101
5 1.132 1.25 1.16 1.181 0.050
6 1.214 1.36 1.25 1.275 0.062
7 1.354 1.38 1.34 1.358 0.017
8 1.42 1.432 1.41 1.421 0.009
9 25 2.784 2.784 2.689 0.134
21 3.62 3.54 3.489 3.550 0.054
22 4.088 4.205 4.19 4.161 0.052
23 4.122 4.572 4.617 4.437 0.223
24 4.329 4.59 4.509 4.476 0.109
25 4.14 4.383 4.77 4.431 0.259
26 4.095 4.455 4.563 4.371 0.200
27 4.392 4.572 4.527 4.497 0.076
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Tabla 4. Absorbancias obtenidas a 600 nm del caldo MRS-C con Bifidobacterium longum (el experimento se

realizo por triplicado)

Promedio Desviacion

estandar

0 0.415 0.396 0.402 0.404 0.008
2 0.42 0.394 0.405 0.406 0.011
4 0.514 0.61 0.628 0.584 0.050
5 0.684 0.789 0.765 0.746 0.045
6 0.883 0.925 0.944 0.917 0.025
7 0.936 0.98 0.936 0.951 0.021
8 1.23 1.172 1.21 1.204 0.024
9 2.31 2.322 2.292 2.308 0.012
21 4.67 4.54 4.67 4.627 0.061
22 4.963 4.56 4.68 4.734 0.169
23 5.544 5.778 5.238 5.520 0.221
24 5.823 5.193 5.265 5.427 0.282
25 6.111 5.805 5.796 5.904 0.146
26 5.832 5.733 5.742 5.769 0.045
27 5.247 5.544 5.562 5.451 0.144
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Cada una de las cepas presento un crecimiento exponencial aproximadamente entre las 6 y 20 horas

después de haber inoculado a una densidad optica inicial (DO;) de 0.5, en donde, es importante

mencionar que Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum 'y  Bifidobacterium

pseudocatenulatum alcanzaron una densidad optica (DO) alrededor de 5 (Figura 5).
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Figura 5. Cinética de crecimiento de A) Bifidobacterium lactis B) Bifidobacterium pseudocatenulatum 'y
C) Bifidobacterium longum en caldo MRS-C. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Viabilidad de Bifidobacterium lactis BB12, Bifidobacterium longum LBUX23 y
Bifidobacterium pseudocatenulatum JCLA3 después del proceso de liofilizacion.

Una vez establecido el tiempo para obtener la maxima concentracion de bacterias en el medio, se
prepar6 un cultivo bajo las condiciones mencionadas, el paquete celular se resuspendi6 en cada uno

de los crioprotectores como se indicod anteriormente.

La pérdida de viabilidad se determiné midiendo la viabilidad por cuenta viable en la suspension con
el crioprotector y después de liofilizar. La Figura 6 muestra un ejemplo de las colonias obtenidas en

los triplicados plaqueados por cada dilucion.

Figura 6. Imagen que explica la division de cada una de las cajas de Petri con agar MRS-C, para el
experimento de cuenta viable, con respecto a plaqueado de cada una de las diluciones.

Viabilidad de Bifidobacterium lactis después de liofilizar

Es indispensable mencionar que hubo una disminucion notoria en la viabilidad de las bacterias antes
y después de liofilizar, ya que se perdieron 3 unidades logaritmicas en las muestras que fueron tratadas
con inulina, caseina y leche, mientras que con manitol y el control negativo se perdieron 6 y 4,
respectivamente (Figura 7). Los porcentajes de sobrevivencia para B. lactis fueron: 77%, 76%, 54%,
82%, 67% y 75% para inulina, caseina, manitol, leche, control negativo e inulina al 20%

respectivamente.
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Figura 7. Graficas de comparacion en la perdida de viabilidad para la cepa de Bifidobacterium lactis con cada

uno de los crioprotectores (inulina al 10% y 20%, caseina 1%, manitol al 10% y leche al 20%)
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Viabilidad de Bifidobacterium pseudocatenulatum después de liofilizar

En el caso de B. pseudocatenulatum, la perdida tras el proceso de liofilizacion fue de 3 unidades
logaritmicas para todos los crioprotectores, excepto manitol el cual obtuvo una pérdida de 6 como lo
podemos ver en la Figura 8. Los porcentajes de sobrevivencia fueron de: 81%, 78%, 57%, 80%, 80%

y 78% para inulina, caseina, manitol, leche, control negativo e inulina al 20% respectivamente.

Inulina 10% .
° Inulina al 20%
151 15-
. 124 124
% o -
g i |
6 L
g £°
31 3
0- 0-
& ¥’
+ o
Caseina 1% Manitol 10%
15+ 15+
12+ 124
w w
g g
g ° A
34 34
0- 0-
& &
¥ o”Q
Control negativo
- 15-
i 124 PIITIIII
12 | B =
é :; 9- s :“:f 4‘:‘1;:9‘
z 94 s IR
7 7 f“:‘n E/
ﬁg 6- E, 6+ ;@/éqﬁéé
S - L .‘fiﬁ
3 3| |
i
) | [
v v T T
& &
&. »
L 0"Q

Figura 8. Graficas de comparacion en la perdida de viabilidad para la cepa de Bifidobacterium
pseudocatenulatum con cada uno de los crioprotectores (inulina al 10% y 20%, caseina 1%, manitol al 10% y
leche al 20%)
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Viabilidad de Bifidobacterium longum después de liofilizar

Al igual que ocurri6 en los casos anteriores, B. longum tuvo en promedio la pérdida de 3 unidades
logaritmicas para cada uno de los crioprotectores, excepto en manitol, en donde se perdieron 5
unidades logaritmicas (Figura 9). Los porcentajes de sobrevivencia después de liofilizar fueron: 82%,
79%, 62%, 76%, 80% y 81% de igual manera para inulina, caseina, manitol, leche, control negativo

e inulina al 20% receptivamente.
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Figura 9. Graficas de comparacion en la perdida de viabilidad para la cepa de Bifidobacterium longumcon
cada uno de los crioprotectores (inulina al 10% y 20%, caseina 1%, manitol al 10% y leche al 20%)
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La pérdida de viabilidad que se presentd para cada uno de los crioprotectores fue de 3 unidades
logaritmicas (excepto manitol y el control negativo), lo cual indica que las sustancias utilizadas
cumplen con su papel en la proteccion de la integridad de la membrana celular durante el proceso de
congelacion y liofilizacion, sin embargo, en el caso del control negativo, mostré que hay una perdida
comparable con las muestras que fueron tratadas con el crioprotector, y en el caso del manitol pese

utilizarse como crioprotector, no mostrd una proteccion importante de las células.
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Observacion morfolégica en microscopio electrénico de barrido

La Figura 10 muestra la morfologia celular de las cepas obtenidas directamente del cultivo en medio
MRS-C. En donde, se pudo apreciar que en los tres casos se observa una morfologia de bacilo, sin
embargo, en el caso de Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum tienen una
longitud mayor en comparacion al de Bifidobacterium lactis. Se pudieron apreciar muy pocas
bifurcaciones en la morfologia celular, ya que éstas se presentan en funcion de las condiciones de

cultivo y la etapa de crecimiento de las bifidobacterias.

ICML ~UNAM

ICML -UNAM

ICML -UNAM

Figura 10. Imagenes de MEB de cada una de las cepas A) Bifidobacterium lactis, B) Bifidobacterium
pseudocatenulatum y C) Bifidobacterium longum en medio MRS-C. (5,000x)
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Efecto del crioprotector en la preservacion de la integridad celular

Las cepas liofilizadas se observaron en microscopio electronico de barrido (MEB), con el fin de
determinar si la pérdida de viabilidad se relaciona con el cambio en la integridad fisica de las células
y poder correlacionar los cambios observados con el respectivo crioprotector. Se utilizaron los
liofilizados representativos de donde se mantuvo mejor la viabilidad, y de donde se obtuvo una
pérdida drastica de la viabilidad. Se eligieron los siguientes liofilizados de Bifidobacterium

pseudocatenulatum: con leche al 20%, manitol al 10% y control negativo respectivamente.

Es importante mencionar que, al utilizar manitol, se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia menores
al 65% en las 3 cepas en comparacion con los demds crioprotectores, probablemente esta caida de
viabilidad se deba a la pérdida de la integridad de la membrana celular y esto se confirma con las

imagenes obtenidas con MEB en la Figura 11.
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Figura 11. Iméagenes de MEB, Bifidobacterium pseudocatenulatum liofilizado con manitol (5,000 y 10,000x)
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En el caso de la muestra marcada como control negativo (sin crioprotector), se obtuvieron porcentajes
de recuperacion del 80% para Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum,
mientras que para Bifidobacterium lactis, se obtuvo un porcentaje de 67%. Estos datos se corroboran
al observar las imagenes del MEB, donde se puede notar mayor conservacion de la integridad celular
(Figura 12). Es importante destacar que se observan bacterias integras entre restos celulares que
pudieron generarse durante el proceso de congelacion, liofilizacion y de almacenamiento, esto se debe

a la ausencia de un crioprotector que protegiera la integridad celular.

xS, Bo8 Sam ICML -UNAM

%

X186, 866 lt“{ ICML -UNAM X168, 86 ' ICML -UNAM

Figura 12. Imagenes de MEB, Bifidobacterium pseudocatenulatum liofilizado sin crioprotector (control
negativo) (5,000 y 10,000x)
Por otro lado, el liofilizado que obtuvo un mayor rendimiento de viabilidad fue el que contenia la
leche, consiguiendo un rendimiento del 80% en cada una de las cepas, lo cual indica que, en
comparacion con el resto de crioprotectores, la integridad de la membrana celular es conservada en

mejor medida, la confirmacion de esto es mediante la visualizaciéon en MEB (Figura 13).

26



Srm ICML -UNAM

X186, 688 1 3amm ICML -UNAM & 628 1 4m ICML -UNAM

Figura 13. Imagenes de MEB, Bifidobacterium pseudocatenulatum liofilizado con leche (5,000 y 10,000x)

Pese a no ser observada una cantidad apreciable de bacterias en los liofilizados con leche en polvo,
la estructura microscdpica nos muestra poros donde pudiesen estar embebidas y, por lo tanto,

protegidas las bacterias, asi mismo, se observa una especie de capa protectora sobre las bacterias.

Este efecto se obtuvo de igual medida con el uso de caseina al 1% e inulina al 10% y 20%, sin

embargo, se obtuvo un menor porcentaje de viabilidad con estos crioprotectores.
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Estabilidad de bacterias liofilizadas a través del tiempo

Una vez calculada la concentracion de bacterias en cada uno de los liofilizados, estos valores se
tomaron como tiempo cero (To), y a partir de ahi se estableci6 un periodo de 2 semanas para llevar a
cabo la medicion de la viabilidad para cada una de las muestras (el proceso se llevd a cabo por

triplicado).

De esta manera, se observo que el uso de leche descremada como crioprotector, ha mostrado una
mejor respuesta ya que hasta el momento, la viabilidad se ha mantenido constante a través del tiempo.
Por el contrario, el manitol no sirvié para proteger a ninguna de las cepas durante el proceso de

liofilizacion, ya que desde la semana 2 no habia células viables (Figura 14).

Para Bifidobacterium pseudocatenulatum, se observo que en inulina al 10%, la viabilidad fue
disminuyendo lenta y gradualmente perdiendo aproximadamente 7 o6rdenes de magnitud en 24
semanas, en cambio, con inulina al 20% la viabilidad también fue disminuyendo lenta y gradualmente
perdiendo aproximadamente unicamente 3 6rdenes de magnitud en 22 semanas. Con esta cepa, se
presentd mejor proteccion con inulina ya que, para Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium longum,
la viabilidad fue cayendo de forma mas rapida hasta llegar a cero a las 16 y 18 semanas
respectivamente. Con los demas crioprotectores, para las 3 cepas se observo una pérdida de viabilidad

mas marcada hasta llegar a 0 a partir de la semana 16 (Figura 14).

Cabe mencionar que no se analiz6 la viabilidad de las muestras mas alla de las 2 semanas para el caso
de los liofilizados con manitol, ya que éste se observo muy hidratado, ademas de mostrar un menor
porcentaje de sobrevivencia después de ser liofilizado. Por otro lado, las concentraciones de inulina
(10 y 20%) fueron establecidas de esta manera ya que el uso de un prebiodtico ha mostrado que puede
mejorar la proliferacion de los microorganismos con efecto probiotico, aunado a esto, es importante
tomar en cuenta que las concentraciones en las que usualmente es utilizado entre el 1% y 10%, de
esta manera, se busca comprobar que, al aumentar su concentracion, su efecto de preservacion es de

igual manera aumentado.
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Figura 14. Monitoreo de la viabilidad de cada uno de los microorganismos con el tratamiento con cada uno
de los crioprotectores (inulina 10% y 20%, caseina 1%, manitol 10%, leche descremada 20% y control
negativo) en un lapso de 6 meses (las lecturas se realizaron por triplicado) para la A) Bifidobacterium lactis,
B) Bifidobacterium pseudocatenulatum, C) Bifidobacterium longum.
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Efectos de los crioprotectores en la preservacion de la viabilidad de los microorganismos

La temperatura, la exposicion a gases reactivos presentes en la atmosfera (oxigeno, dioxido de
carbono o humedad), son condiciones que juegan un papel importante en la viabilidad de las bacterias
durante su almacenamiento, ya que la actividad bioquimica de las células puede restaurarse al ser
expuestas a estos factores, lo cual puede ocasionar que se liberen metabolitos perjudiciales,
ocasionando su muerte. Adicional a esto, la ausencia de un crioprotector contribuiria a una

disminucion de su viabilidad. (Escobar, 2015)

Este efecto se ve reflejado en las muestras de Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum que fueron liofilizadas sin crioprotector (control
negativo) ya que, al cabo de 12 semanas, el porcentaje de viabilidad perdido fue de 59%, 48% y 54%,
respectivamente. Sin embargo, para las 24 semanas, se perdio el 100% de la viabilidad por parte de
Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum, mientras que Bifidobacterium lactis
conservo solo el 13% de su viabilidad. Por lo tanto, la ausencia de un crioprotector demuestra que es

perjudicial para la conservacion de integridad de la célula.

Por otra parte, con las muestras de Bifidobacterium lactis tratadas con los diferentes crioprotectores
(inulina 10%, caseina 1%, leche 20% e inulina 20%) para las 12 semanas perdieron 52%, 55%, 1%y
41%, respectivamente. Mientras que a las 24 semanas Uinicamente en leche se perdio solo el 7% de
viabilidad y en el resto de los crioprotectores se perdio el 100% de la viabilidad. Para Bifidobacterium
pseudocatenulatum, a las 12 semanas de almacenamiento, se obtuvo una pérdida de: 26%, 33%, 9%
y 13%, mientras que, para las 24 semanas, el porcentaje perdido fue de: 66%, 85%, 11% y 44%. Y
para el caso de Bifidobacterium longum, en las primeras 12 semanas, el porcentaje de perdida en las
muestras fue: 51%, 38%, 0% y 52.47%, sin embargo, para las 24 semanas se perdié el 100% de la
viabilidad en los crioprotectores, exceptuando la muestra que fue tratada con leche, la disminucion
en unidades logaritmicas de cada uno de los crioprotectores en estos lapsos de tiempo esta

representada en la Figura 15.
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Figura 15. Viabilidad de Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium
longum alas 0, 12 y 24 semanas, liofilizadas con los diferentes crioprotectores.

31



Tratamiento con inulina al 10% y 20%

Al utilizar dos diferentes concentraciones de inulina (10 y 20%) como -crioprotector, en
Bifidobacterium pseudocatenulatum se observd mayor proteccion que en Bifidobacterium lactis y
Bifidobacterium longum, ya que a las 24 semanas no se perdid la viabilidad por completo, sin
embargo, en las otras cepas se observd una pérdida de viabilidad total a partir de la semana 16 (Figura

16).
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Figura 16. Monitoreo de viabilidad de Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium pseudocatenulatum y
Bifidobacterium longum, liofilizadas con inulina al 10% y 20%.
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), para cada una de las cepas en los tiempos 0, 12 y 24
semanas (Unicamente en las muestras que aun presentaron viabilidad) y con un nivel de significancia
(o) de 0.05. Para el caso de Bifidobacterium lactis, en las lecturas de la semana 0, tenemos que el
valor de p de 0.003, el cual es menor al o previamente establecido, por lo tanto, esto indica que no
todas las medias son iguales, mientras que, para las 12 semanas, el valor de p que se obtuvo fue de
0.837 y al ser mayor al o, esto da a lugar a que se infiera que todas las medias son iguales. En las
lecturas obtenidas de las muestras de Bifidobacterium pseudocatenulatum, ocurre algo particular, ya
que en las 0, 12 y 24 semanas, los valores de p obtenidos fueron de 0.164, 0.723 y 0.400,
respectivamente. Estos al ser valores mayores al a, nos muestran que las medias de los tratamientos

son iguales, por lo tanto, no hay diferencia significativa entre ellas. Por ultimo, en los datos obtenidos
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de las muestras con Bifidobacterium longum en la semana 0, el valor de p es de 0.010, que indica que
las medias de los tratamientos son diferentes, por lo tanto, hay una diferencia significativa. Mientras
que para la semana 12, el valor obtenido es de 0.568, en donde muestra que no hay diferencia

significativa entra las medias.

Es importante destacar que Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium longum en la semana 0 (después
de liofilizar) con los tratamientos de inulina al 20% se observa que hay una disminucién en la

sobrevivencia obtenida en comparacidn con el tratamiento con inulina al 10%.

Discusion

El proceso de liofilizacion es perjudicial para la integridad de la membrana celular de las bacterias,
lo podemos ver de manera importante en las imagenes de referencia (Figura 10) en el MEB, ya que
se muestran bacilos, con una distribucion uniforme y sin dafios en su morfologia, mientras que en las
muestras sin crioprotector, se observa que hay una deformacion en la estructura de la célula y su
distribucion no es uniforme (Figura 12) en comparacion con las de referencia, este mismo efecto
también es apreciado en las muestras que fueron tratadas con manitol al 10% (Figura 11). Por otro
lado, para los tratamientos con leche al 20%, en las observaciones se puede apreciar que hay una
mayor abundancia del crioprotector, sin embargo, esto indica que este presenta la caracteristica de
envolver el exterior de la célula, siendo un recubrimiento vitreo, que actiia eficazmente durante el
proceso de liofilizacion, de esta manera, produciendo un bloqueo eficaz del contacto directo con el
hielo (durante la congelacion) y el oxigeno (tras el proceso de liofilizacion y durante el proceso de

almacenamiento) (Escobar, 2015).

El porcentaje de sobrevivencia de cada una de las cepas con los diferentes tratamientos de manera
inicial para cada una de las cepas fue arriba del 75%, excepto para el caso de las muestras tratadas
con manitol al 10%, en donde los porcentajes fueron de: 54%, 57% y 62% para Bifidobacterium
lactis, Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum, respectivamente. Esta
diferencia en los resultados obtenidos para este crioprotector lo reportan Sitong y colaboradores en
2024, en el cual se menciona que, al aumentar la concentracion de este crioprotector, durante el
proceso de congelacion crean estructuras ordenadas que provocan dafios en la integridad celular y
con ello disminuyendo su viabilidad después de liofilizar, asi mismo, se menciona que la
concentracion optima es del 2%. Las muestras que fueron tratadas con leche al 20% obtuvieron un
porcentaje de sobrevivencia del 80%, el cual fue uno de los mas altos junto con la inulina al 10%, el

uso de este crioprotector ha ganado interés, puesto que Cody, y colaboradores 2008 y Wong y
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colaboradores, 2010 mencionaron que el uso de este ha superado la conservacion a largo plazo a los
métodos tradicionales, ya que mantiene su integridad, sin sufrir cambios importantes en sus

caracteristicas morfologicas y fisiologicas.

Durante el monitoreo a largo plazo de cada una de las cepas tratadas con los diferentes crioprotectores,
podemos apreciar que, en las 12 semanas de haber sido liofilizadas, la mayor parte de estas perdieron
el 50% de su viabilidad (excepto los tratamientos con leche), y para las 24 semanas las muestras con
viabilidad apenas apreciable son: el control negativo de Bifidobacterium lactis, inulina al 10% y 20%
al igual que caseina al 1% de Bifidobacterium pseudocatenulatum, sin embargo, los tratamientos con
leche al 20% solo perdieron el 7%, 11% y 5% de su viabilidad inicial con Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum, respectivamente. Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Oluwatoyin y colaboradores, en 2022, en donde se mantuvo
viabilidad inicial durante tres meses sin diferencias significativas. Por otro lado, también se menciona
que los tratamientos con azucares perdieron de manera gradual su viabilidad. Esto efecto
probablemente es atribuible a su higroscopicidad del compuesto utilizado como crioprotector, ya que

afecta en la integridad celular durante su almacenamiento (Escobar, 2015).

Por otro lado, los tratamientos de inulina al 10% y 20% para cada una de las cepas, se obtuvieron dos
valores de p importantes, los cuales son de la semana 0 en el caso de Bifidobacterium lactis y
Bifidobacterium longum, en donde se mostré que hay una diferencia significativa entre cada uno de
los tratamientos, en el cual, las muestras que fueron tratadas con inulina al 20%, obtuvieron menores
unidades logaritmicas en comparacion con inulina al 10% de manera inicial (después de ser
liofilizados), no obstante, el valor de p para la semana 12 mostré que no habia diferencia significativa,
lo cual indica que al aumentar la concentracion de este crioprotector, solo se aumenta la capa vitrea
que protege a la célula bacteria por un mayor tiempo que esta referido en el trabajo de Escobar en
2015, sin embargo, como se habia mencionado anteriormente, el mantenimiento de la viabilidad

estara dado por la higroscopicidad del crioprotector.
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Conclusion

Si bien los tratamientos desarrollados con inulina al 10% y 20%, caseina al 1%, manitol al 10% y
leche al 20%, mostraron un papel importante en la proteccion de Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium longum durante el proceso de liofilizacion. El
nivel y el tipo de proteccion dependieron del crioprotector utilizado. Entre los que obtuvieron un
mayor porcentaje sobrevivencia después de la liofilizacion para cada una de las cepas son: caseina
para el caso de Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium. longum, mientras que para Bifidobacterium
pseudocatenulatum fue la leche. Sin embargo, el inico crioprotector que obtuvo el menor porcentaje
de perdida en su viabilidad durante las 24 semanas es la leche, al haber perdido menos del 12% para
cada una de las cepas. Seguido de este fue inulina con ambas concentraciones, unicamente en el caso
de Bifidobacterium pseudocatenulatum. Esto nos indica que la conservacion de la integridad de la
membrana celular durante el proceso de congelacion y su almacenamiento estard dada por el grado

de higroscopicidad del crioprotector, como se ha mencionado anteriormente.

En conclusién, se cumplieron cada uno de los objetivos establecidos, en donde se llevo a cabo las
mezclas de las cepas con los diferentes crioprotectores con sus respectivas concentraciones para su
posterior liofilizacion, asi mismo, se llevé el monitoreo de la viabilidad de los liofilizados de manera
periddica mediante la técnica de cuenta viable y con ello se realizé una comparacion entre cada uno
de los crioprotectores y de esta manera se determind que el crioprotector que tuvo las mejores
caracteristicas de preservacion para las tres cepas es la leche al 20% gracias a que conserva la
viabilidad de célula, a temperatura ambiente y manteniéndola en condiciones Optimas, para que
puedan ser administradas en nuestro grupo de investigacion. Ya que, al ser bacterias con efecto
probidtico, la concentracion 6ptima para que presenten su efecto benéfico en la salud es >100 millones
de UFC/g y con ello, puedan llegar al tracto digestivo, colonizar y con ello conseguir su respectivo

efecto.
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Anexo

Instrucciones de uso para liofilizadora Labconco modelo 775322

Encendido y preparacion del equipo:
Destapar la manguera del deposito de drenado para retirar el agua.

Colocar los respectivos empaques (serpentin de refrigeracion y cubeta superior), del mismo modo,
asegurarse que las valvulas de la cubeta estén cerradas. Es importante tomar en cuenta que cada uno de los
empaques debe de tener grasa de silicon.

Para asegurar la cubeta media, se debe de colocar la rondana metalica que atraviesa el conducto de vacio,
finalmente colocar su tapa.

Encender el interruptor de la caja de la corriente trifasica y verificar que el equipo esté conectado al enchufe
de esta

Prender el equipo con el apagador que estd colocado en la parte superior delantera del lado izquierdo.

Enseguida presionar “MENU” y posteriormente “AUTO” y dejar que el equipo genere el vacié durante 30
minutos, el equipo esta calibrado para que la temperatura descienda hasta -40 °C y el vacio a valores
menores de 0.200 mBar

Introduccion de muestras:

El material (material a liofilizar) previamente debe de estar congelado a -20 °C o en REVCO (solo si la
muestra lo requiere)

Los frascos de la liofilizadora son de 600 mL, adicionalmente también cuentan con tapa de goma y
adaptador, entre estos dos se debe colocar un filtro, el cual se encuentra en la gaveta.

Las muestras por liofilizar deben de ser retiradas del congelador una a una y ser colocadas dentro del frasco
(en caso de ser viales y tengan tapon de hule deben de ser retirados) evitando que se descongelen. Tapar los
frascos con sus respectivas tapas con el adaptador previamente preparados.

Enchufe el adaptador en la boquilla de hule y gire la valvula 180° para generar el vacio en el frasco.

Dejar las muestras se liofilicen el tiempo necesario, hasta que estén completamente secas.

Proceso de apagado:
Gire nuevamente las valvulas para cerrar el vacio dentro de los frascos para retirar las muestras

Al terminar, presionar nuevamente el boton de “AUTO” para restaurar la temperatura y presion del equipo
(este proceso toma aproximadamente 2 horas)

En caso de haber hielo condensado en el serpentin, presionar el boton de “DEFROST” hasta su eliminacion.
Se debe de considerar que el equipo no debe de sobrepasar los 40 °C.

Apaga el equipo del interruptor que se encuentra en la parte frontal superior izquierda, y apaga la caja de
corriente eléctrica.

Finalmente, retira restos de las muestras liofilizadas de los frascos (en caso de que hayan salido del vial),
retirar el agua del deposito, seca perfectamente el serpentin y retira cada una de las piezas del equipo (tapas
y cubeta superior) y colocalas nuevamente dentro de la gaveta.
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