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Resumen 

 

La liofilización es un proceso de deshidratación usado para preservar, conservar y almacenar 

un microorganismo de interés farmacéutico, biotecnológico y alimenticio. Durante la 

liofilización, el agua de la muestra sufre un proceso de sublimación en un entorno de vació 

(sólido a gas), y el producto obtenido es un polvo de estructura porosa, con cierta avidez por el 

agua, permitiendo que el producto pueda ser reconstituido de forma rápida e integra. La 

supervivencia de células bacterianas se ha evaluado bajo condiciones de liofilización, 

observando que sobreviven en presencia de protectores, sin embargo, la supervivencia es 

variable y no se ha encontrado un protector universal. 

Actualmente los inoculantes de segunda generación que promueven el crecimiento de plantas 

y mejoran el rendimiento de cultivos, se encuentran en forma de presentación líquida y una 

desventaja que presentan estos inoculantes es que requieren de refrigeración para mantener su 

viabilidad, lo cual incrementa los costos durante el almacenamiento y envío. Por lo que 

formular inoculantes en forma de polvo podría ser una opción para reducir esos costos. Al 

respecto, en un trabajo previo de nuestro grupo se demostró que la mezcla trehalosa/myo-

inositol confiere protección a Pseudomonas putida KT2440 frente al proceso de liofilización, 

manteniendo su viabilidad hasta 12 días después del tratamiento, aun cuando las muestras 

fueron almacenadas sin vacío, a 30 °C y 50 % de humedad relativa. No obstante, aún se 

desconoce si esta formulación es capaz de proporcionar protección a tiempos de 

almacenamiento más prolongados bajo estas mismas condiciones. 

En este proyecto el objetivo fue evaluar la tasa de supervivencia bacteriana (BSR) de P. putida 

KT2440 tras el proceso de liofilización y durante el almacenamiento (sin vacío) a un tiempo 

de aproximadamente 2 meses; usando como protectores una mezcla de trehalosa/myo-inositol 

en distintas concentraciones. Se realizaron monitoreos de supervivencia cada tres días después 

de la liofilización, en las primeras etapas, y posteriormente cada dos semanas hasta finalizar 

los 66 días. Se evaluaron dos tiempos de rehidratación (20 minutos y 24 horas posteriores a la 

rehidratación) para evaluar la recuperación celular. Además, con el fin de analizar el posible 

daño en la membrana celular, las muestras fueron teñidas con el kit Live/Dead BacLight, 

permitiendo distinguir entre células viables y no viables en los distintos tratamientos y tiempos 

de análisis. 

Los resultados mostraron que la combinación de trehalosa y myo-inositol a 100 mM y 200 mM 

respectivamente permitió una tasa de supervivencia bacteriana (BSR; por sus siglas en inglés) 

catalogada como altamente tolerante (BSR >80%) durante los primeros nueve días posteriores 

a la liofilización. Este efecto se conservó con la concentración de trehalosa y myo-inositol a 

200 mM hasta el día 15. Entre los 18 y 54 días posteriores a la liofilización, las células tratadas 

con la mezcla de protectores mantuvieron una BSR catalogada como tolerante (60 < BSR ≤ 

80), mientras que hacia el día 66 la supervivencia disminuyó a niveles de baja tolerancia para 

ambos tratamientos de trehalosa y myo-inostol (100 mM  y 200 mM. Los tratamientos con 

trehalosa a 200 mM y con la combinación de trehalosa y myo-inositol a 100 mM mostraron 

una recuperación significativa 24 h después de la rehidratación, alcanzando nuevamente 

valores de BSR compatibles con una condición tolerante. Estos resultados sugieren que ambos 
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tratamientos confieren un efecto protector sostenido que favorece la reactivación celular tras el 

proceso de rehidratación. El grupo control (sin protector), no presentó crecimiento bacteriano 

a los 3 días después de la liofilización y el tratamiento con myo-inositol 200 mM mostró células 

cultivables hasta los 6 días posteriores a la liofilización. 

Las observaciones de daño a la membrana con el kit Live/Dead BacLight mostraron que antes 

de la liofilización, las células bacterianas de P. putida KT2440 presentaban membranas 

integras, evidenciadas por la fluorescencia verde presentes en el campo evaluado. A los 12 días 

posteriores a la liofilización, los tratamientos con trehalosa 200 mM y la combinación de 

trehalosa y myo-inositol a 100 mM y 200 mM mantuvieron una integridad parcial en la 

membrana. Por el contrario, el grupo control y myo-inositol 200 mM mostraron un daño total 

en la membrana, ya que el campo presente evidenciaba solo fluorescencia roja. Estos resultados 

muestran que la trehalosa 200 mM y la mezcla trehalosa con myo-inositol protegen a P.putida 

KT2440 frente al daño estructural inducido por la liofilización y durante los procesos de 

rehidratación a los 66 días de almacenamiento. 
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Introducción 

 

Las prácticas agrícolas sostenibles se han convertido en una de las principales preocupaciones 

ambientales actuales, ya que la agricultura tradicional depende en gran medida del uso de 

fertilizantes y pesticidas sintéticos (Tilman et al., 2011). El uso prolongado e inadecuado de 

fertilizantes, junto con la falta de fertilización orgánica y las deficientes prácticas de rotación 

de cultivos, afecta negativamente la salud del suelo y como consecuencia altera las poblaciones 

microbianas y en última instancia, disminuye la calidad y cantidad del rendimiento agrícola 

(Figiel et al., 2025). Este uso excesivo de fertilizantes altera la capacidad del suelo para retener 

agua generando desequilibrios nutricionales (Fouda et al., 2015Además, durante la producción 

de estos insumos se liberan gases contaminantes como amoníaco, dióxido de carbono y metano, 

los cuales contribuyen al cambio climático. De manera adicional, los desechos industriales 

generados en su fabricación pueden contaminar cuerpos de agua y favorecer procesos de 

eutrofización, lo que provoca la disminución del oxígeno disuelto y una pérdida significativa 

de la biodiversidad acuática A largo plazo, estos fertilizantes degradan la calidad y 

sostenibilidad del suelo (Yang et al., 2024). 

Los sistemas de producción contemporáneos generan que la mayoría de los cultivos, tengan 

una demanda muy exigente en fertilizantes (Naqqash et al., 2016). Los fertilizantes químicos 

que contienen en su fórmula química, nitrógeno, fósforo y potasio se aplican excesivamente 

para poder proporcionar el requerimiento nutrimental a las plantas con el fin de poder 

incrementar la productividad agrícola (Santoyo et al., 2012). Sin embargo, solo una cantidad 

limitada (30-40%) de estos nutrientes es absorbida por las plantas debido a la baja eficiencia 

en el uso de fertilizantes y el resto se pierde en el suelo causando contaminación ambiental 

(Zhang et al., 2021). 

La búsqueda y aplicación de tecnologías innovadoras, adecuadas y respetuosas que no 

involucren los riesgos al medio ambiente y sobre todo que contribuyan a mejorar la fertilidad 

del suelo y el crecimiento de las plantas se ha vuelto de gran interés en los últimos años (Fasusi 

et al., 2021; Ribeiro & Cardoso, 2011). Por esta razón se sugiere que se usen tecnologías más 

limpias con el fin de disminuir la contaminación del planeta; como por ejemplo el uso de 

bacterias benéficas (Pazos-Rojas et al., 2016). 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666517421000742?utm_source=chatgpt.com#bib0447
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento de plantas 

Las rizobacterias son microorganismos del suelo que pueden colonizar eficientemente la 

superficie del sistema radicular de la planta y en algunas ocasiones el tejido dentro de la raíz 

(Sharma et al., 2023). Esta característica de colonización desempeña una función importante 

en la promoción del crecimiento y la salud de las plantas a través de varios mecanismos, lo que 

las convierte en un componente clave de la agricultura sostenible (Yang et al., 2022; Yang et 

al., 2024b). En particular las bacterias rizosféricas son las que colonizan el suelo adyacente a 

las plantas influenciado por los exudados de sus raíces (Wankhade et al., 2025). 

La aplicación de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR; por sus siglas en 

inglés) se ha considerado uno de los métodos para mantener o reducir el impacto negativo hacia 

el ambiente; ya que ellas pueden promover el crecimiento de las plantas directamente al mejorar 

la adquisición de nutrientes y producir hormonas mediadoras del crecimiento (fitohormonas) o 

indirectamente al proteger a las plantas de patógenos (estrés biótico) y mitigar el estrés abiótico 

(como la sequía y la salinidad) (Yang et al., 2023). 

Para la selección de bacterias beneficiosas destinadas a la formulación de biofertilizantes, es 

fundamental considerar criterios que garanticen su eficacia y seguridad. En este contexto, los 

microorganismos aislados de la rizosfera se evalúan en función de sus características 

promotoras del crecimiento vegetal. (Andreozzi et al., 2019; Pandey et al., 2019). Para ello, 

primero debe explorarse la habilidad para adherirse o colonizar la rizosfera de la planta y 

posteriormente demostrar que estas bacterias tienen la capacidad de estimular el crecimiento a 

través de ensayos en cámaras de plantas o en condiciones de invernadero y como objetivo 

primordial superar el crecimiento de las plantas que no han sido inoculadas por alguna PGPR 

(Morales-García et al., 2012; Vivanco-Calixto et al., 2016). Como característica adicional una 

bacteria benéfica no debe ser patógena para las plantas, ni tampoco para los humanos (El-

Saadony et al., 2022). 

El uso de PGPR es un método eficaz para aumentar el volumen del rendimiento de los cultivos 

agrícolas (Sharma et al., 2023). La estimulación del crecimiento por PGPR puede ocurrir 

mediante mecanismos indirectos o directos o una combinación de ambos (Figura 1) (Parray et 

al., 2016). Los mecanismos directos ocurren cuando las bacterias sintetizan metabolitos que 

facilitan o aumentan la disponibilidad de elementos nutricionales, necesarios para su 

metabolismo y proceso nutricional (Gómez-Luna et al., 2012). Estos mecanismos abarcan 

procesos como la solubilización de fosfatos, la fijación de nitrógeno atmosférico, la síntesis de 

fitohormonas como auxinas, citoquininas y giberelinas entre otros (Esquivel-Cote et al., 2013). 

Gracias a estas funciones metabólicas, las PGPR no solo favorecen el crecimiento vegetal en 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/soil-microorganism
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2667064X23002087?utm_source=chatgpt.com#bib0214
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2667064X23002087?utm_source=chatgpt.com#bib0214
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condiciones normales, sino que también contribuyen a mejorar la tolerancia de las plantas ante 

diversos tipos de estrés abiótico, como la salinidad (Mahmood et al., 2016; Sahoo et al., 2014), 

la presencia de metales pesados (Sahoo et al., 2021) o las variaciones de temperatura (Molina-

Romero et al., 2017). 

 

 

Figura 1. Ejemplos de mecanismos que las PGPR llevan a cabo para promover el crecimiento 

o potenciar la salud de las plantas. Figura realizada con la ayuda de ChatGPT y descripción 

propia. 

 

Por otra parte, existe otro tipo de mecanismos que no están directamente relacionado con 

promoción de crecimiento, sino que su efecto es proteger a las plantas contra ciertos 

fitopatógenos, a través de la producción de antibióticos y enzimas que inhiben la síntesis de 

pared celular (Molina-Romero et al., 2015). Estos mecanismos abarcan la producción de 

sideróforos. Estas son moléculas pequeñas producidas por algunas bacterias bajo condiciones 

limitantes de hierro (Fe) y actúan como quelantes que secuestran al hierro y contribuyen a 

mejor la disponibilidad de este nutriente, así como limitar el crecimiento de ciertos patógenos 

del suelo (Esquivel-Cote et al., 2013). 

Hay otras PGPR que son capaces de excretar metabolitos secundarios antifúngicos y sustancias 

antibióticas las cuales desplazan a bacterias y hongos de la rizosfera de las plantas (Muñoz, 

2017). 

La inoculación de plantas con PGPR dentro de los cultivos mejora la productividad y el 

rendimiento agrícola, ya que estos microorganismos pueden estimular el crecimiento, la 
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germinación de las semillas, además pueden incrementar la producción de pigmentos, la 

capacidad fotosintética, así como reducir la volatilización del amoníaco y aumentar la 

recuperación de nitrógeno, entre otros beneficios (Zhang et al., 2024). Sin embargo, para que 

estos efectos se traduzcan en beneficios reales en campo, el desarrollo de inoculantes debe 

considerar diversos aspectos tanto técnicos como económicos. Por ejemplo, el fabricante busca 

obtener el mayor margen de beneficio sin comprometer la calidad del producto, mientras que 

los agricultores tienen como meta principal el rendimiento de los cultivos (Rojas-Sánchez et 

al., 2022). 

 

Los inoculantes microbianos 

Un inoculante microbiano es una formulación que contiene un microorganismo benéfico en un 

acarreador; cuya función del acarreador es la de transportar al microorganismo en forma viable 

y números elevados desde el laboratorio donde se produce hasta el campo donde es aplicado 

(Reis et al., 2024). En función del tipo de microorganismos benéficos que transportan, los 

inoculantes se pueden clasificar en biofertilizantes (inoculantes que contienen fijadores de 

nitrógeno), fitoestimulantes (contienen microorganismos que producen fitohormonas), 

biosolubilizantes (microorganismos solubilizadores de elementos contenidos en roca), 

biocontrolantes (contiene microorganismos que inhiben el crecimiento de patógenos), entre 

otros (Kumari et al., 2022) (Figura 2). 

La búsqueda de creación de inoculantes microbianos no solo prioriza la promoción del 

crecimiento, sino que tengan una facilidad de aplicación, la determinación de vida útil (células 

viables y activas), la formulación, la biomasa y sobre todo la seguridad humana, animal y 

vegetal (Bashan et al., 2013; O’Callaghan et al., 2022). 

En términos generales, un inoculante bacteriano que ha sido adecuadamente producido, 

formulado y aplicado debe garantizar que el producto utilizado en el sector agrícola 

proporcione los beneficios esperados. No obstante, en el mercado existen productos de baja 

calidad e incluso inoculantes contaminados, consecuencia de una formulación o manejo 

inadecuado (He et al., 2015; Martínez-Álvarez et al., 2016; Oliveira et al., 2017). 

Uno de los principales desafíos asociados a los inoculantes bacterianos es mantener su 

estabilidad durante el almacenamiento prolongado, asegurando al mismo tiempo una cantidad 

suficiente de células viables a lo largo de este periodo (Berninger et al., 2018). Además, las 

bacterias inoculadas al ser aplicadas en el campo agrícola deben de competir contra ciertos 

caracteres: depredación de microfauna o condiciones ambientales (Berninger et al., 2016). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0325
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0395
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0070
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Figura 2. Ejemplos de inoculantes microbianos desde el punto de vista de la función del 

microorganismo que contienen o de la forma física que el acarreador permite a la formulación. 

Figura realizada con la ayuda de ChatGPT y descripción propia. 

 

El propósito de los inoculantes bacterianos además de promover el crecimiento vegetal es 

permitir una mayor supervivencia  durante el almacenamiento como en el sitio de aplicación 

(Oliveira et al., 2017; Berninger et al., 2017; Berger et al., 2018). 

 

Los inoculantes se pueden encontrar en forma líquida (suspensión), sólida (polvo, granular) y 

pasta (Figura 2) (Vassilev et al., 2020). Las formulaciones líquidas presentan características 

que ayudan a mantener su viabilidad celular. Generalmente contienen fuente de nutrientes y 

minerales como caldo de fermentación, así como aditivos sorbitol, glicerol y azúcares como 

glucosa, sacarosa y trehalosa (Lobo et al., 2018). Por otro lado, para las formulaciones sólidas, 

el agente biológico se mezcla con ciertos vehículos sólidos como vermiculita, talco, 

polisacáridos, arcillas y residuos agroindustriales, entre otros (Reis et al., 2024). Las 

formulaciones sólidas de inoculantes se aplican directamente al suelo y, en comparación con 

las formulaciones líquidas, presentan una mayor vida útil, además de facilitar su manipulación, 

almacenamiento y transporte (Florencio et al., 2022;). Estos se obtienen mediante distintos 

procedimientos, como la desecación, liofilización, secado al vacío, secado por dispersión o 

métodos de concentración celular (Berninger et al., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0395
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501318309066#bib0060
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Antecedentes 

Preservación de microorganismos como base para estudios de supervivencia en 

inoculantes microbianos 

La preservación de microorganismos se realiza con el objetivo de resguardar cepas microbianas 

y garantizar su disponibilidad a largo plazo (Morales-García et al 2010). Los estudios sobre 

preservación constituyen una base fundamental para el desarrollo de formulaciones 

microbianas estables, ya que permiten comprender cómo mantener la viabilidad celular durante 

el almacenamiento. Para una preservación adecuada, es necesario considerar factores que 

aseguren la viabilidad, la pureza y la estabilidad genética de las bacterias. En general, el 

objetivo principal de los métodos de preservación es permitir el almacenamiento prolongado 

sin comprometer la supervivencia celular (García & Uruburu, 2001). 

 

Métodos de conservación de organismos 

Para resguardar microorganismos de interés, que producen antibióticos, vacunas recombinantes 

y medicamentos para diversas enfermedades, o algún microorganismo de interés agrícola se 

utiliza la preservación de microorganismos (Manjana et al., 2016). Estos organismos como 

bacterias, hongos y agentes virales, se preservan usando diferentes técnicas. Además, la 

elección del método de conservación depende de varios factores, como el tipo de 

microorganismo, la duración prevista del almacenamiento y las aplicaciones futuras previstas. 

(Prakash et al., 2012). 

La preservación de microorganismos se puede dividir según el tiempo de viabilidad en corto 

mediano y largo plazo (tabla 1). Los métodos a corto plazo solo permiten la supervivencia de 

microorganismos en un lapso de algunos días a semanas, estos métodos incluyen técnicas como 

refrigeración, subcultivo, sistema de microfluidos (Cappuccino & Sherman, 2014; Stanbury et 

al., 2016). A mediano plazo las células resguardadas pueden permanecer viables hasta 5 años 

(Smith & Onions, 1994); aquí ya se usan métodos de resguardo en aceite mineral, glicerol y 

otros protectores, generalmente con el acompañamiento de congelación a -20 °C (Morgan et 

al., 2006). A largo plazo, las células mantienen viabilidad por más de 5 años (Wellington et al., 

1992); los métodos más usados son la criopreservación a -80 °C, liofilización, encapsulación, 

electrohilado, electropulverización, Nanopartículas para preservar microorganismos y 

perenfriamiento, en cualquier caso se acompaña del uso de protectores (Senaratne & 

Jayaweera, 2024). 

 

https://www.redalyc.org/journal/776/77649147004/html/#redalyc_77649147004_ref11
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Tabla 1. Ejemplos de métodos de preservación de microorganismos según el tiempo de 

viabilidad. 

Microorganismo 

preservado 

Método de 

preservación 

Escala temporal Tiempo de 

viabilidad 

aproximado 

Referencia 

Bacterias no 

esporuladas (E. 

coli, Pseudomonas) 

Refrigeración (4 °C) 

en medio líquido o 

agar inclinado 

Corto plazo Días a semanas 
Cappuccino & 

Sherman, 2014 

Bacterias no 

esporuladas 

Subcultivos 

periódicos 
Corto plazo Semanas 

Stanbury et al., 

2016 

Bacterias Gram 

negativas 

Congelación a −20 

°C (sin 

crioprotector) 

Corto a mediano 
Semanas a pocos 

meses 

Morgan et al., 

2006 

Rizobios 

(Rhizobium, 

Bradyrhizobium) 

Turba esterilizada 

(inoculantes sólidos) 
Mediano plazo 6–24 meses Deaker et al., 2004 

PGPR diversas 

Formulación líquida 

con protectores 

osmóticos 

Mediano plazo Meses Bashan et al., 2014 

Bacterias y 

levaduras 

Congelación a −80 

°C con glicerol (10–

25 %) 

Mediano a largo Años (5–10) Hubálek, 2003 

Bacterias y hongos 
Liofilización 

(freeze-drying) 
Largo plazo Décadas Hubálek, 2003 

Bacterias 

esporuladas 

(Bacillus, 

Clostridium) 

Almacenamiento en 

seco (esporas) 
Largo plazo Décadas 

Nicholson et al., 

2000 

Actinobacterias 

(Streptomyces) 

Liofilización o −80 

°C con crioprotector 
Largo plazo ≥10 años 

Wellington et al., 

1992 

Hongos 

filamentosos 

Aceite mineral 

sobre agar 
Mediano plazo 1–5 años 

Smith & Onions, 

1994 

Hongos 

filamentosos 

Criopreservación 

en N₂ líquido 

(−196 °C) 

Largo plazo 
Indefinido 

(teórico) 
Ryan et al., 2000 

Levaduras 

(Saccharomyces) 
−80 °C con glicerol Largo plazo ≥10 años Querol et al., 1992 
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La preservación de microorganismos es un aspecto de mayor importancia cuando se trabaja en 

investigación de interés agrícola (Hoefman et al., 2012; Louis et al., 1994). Uno de los métodos 

más recomendables de almacenamiento a largo plazo se logra mediante las técnicas de 

liofilización y criopreservación (De paoli, 2005). 

En particular, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) 

requieren condiciones que aseguren su estabilidad fisiológica y su capacidad de colonizar las 

raíces después de periodos prolongados de conservación (Malusá & Vassilev, 2014). 

Liofilización como método de conservación 

La liofilización es un método clasificado de largo plazo para preservar, conservar y almacenar 

un microorganismo de interés farmacéutico, biotecnológico y alimenticio (Morales-García et 

al., 2010). Como resultado de este proceso, las células bacterianas mantienen su integridad y 

sobre todo aseguran su estabilidad durante largo periodos de tiempo. Esta característica 

contribuye a la preservación de sus propiedades fisiológicas, morfológicas y genéticas (Morgan 

et al., 2006). No obstante, una de las principales desventajas de este método radica en la posible 

alteración de las actividades fisiológicas y metabólicas intracelulares. Por ejemplo, daño celular 

y perdida de viabilidad. Esto genera que los microorganismos presenten efectos en la integridad 

de la membrana, así como daño mecánico, desnaturalización de proteínas, alteraciones en la 

dinámica del pH y por último la formación de cristales de hielo (Rodríguez-Andrade et al., 

2018). Por esta razón, para mejorar el rendimiento de este proceso y mitigar los efectos 

ocasionados por la deshidratación excesiva, las células se deben de resuspender en compuestos 

llamados lioprotectores (Chantorn et al., 2022; Leslie et al., 1995). Los lioprotectores son 

compuestos que permiten la supervivencia de los microorganismos durante todo el proceso de 

liofilización y no existe un lioprotector universal que proteja a todos los microorganismos 

(Morales-García et al., 2010). 

Por otro lado, los liofilizadores se conforman de tres componentes principales: una cámara de 

secado, una bomba de vacío y un condensador (Figura 3). Algunos liofilizadores también 

cuentan con una fuente de calor (Shukla, 2011). La cámara de secado es el compartimento 

donde se coloca la muestra previamente congelada; esta debe contar con condiciones 

herméticas al vacío y un control preciso de la temperatura. La bomba de vacío presente en los 

liofilizadores tiene como objetivo alcanzar el nivel de vacío deseado (458 mmHg o 0.006 atm) 

y la fuente de calor proporciona la energía necesaria para la sublimación del hielo. Esta 

compensa el enfriamiento endotérmico del producto y permite mantener la temperatura del 

material por debajo de la temperatura de transición vítrea (Tg; por sus siglas en inglés) y por 
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último el condensador recolecta el vapor emitido de la muestra durante el proceso de 

sublimación (Jude et al., 2023). 

 

 

Figura 3. Componentes principales de un liofilizador. 

 

La primera fase de la liofilización consiste en congelar previamente la muestra o producto de 

interés (Przic et al., 2004). Durante esta etapa, la solución inicial se enfría hasta que el agua 

solidifica completamente. Posteriormente se realiza el secado, que consta de dos etapas. La 

primera es el secado primario o sublimación. Esta etapa ocurre bajo condiciones de baja presión 

y temperaturas por debajo del punto de fusión, típicamente cercanas o inferiores al punto triple 

del agua (0.01 °C y 611 Pa). En este rango, el agua no puede existir en estado líquido, por lo 

que el hielo pasa directamente a vapor mediante este proceso. Durante esta etapa se elimina 

aproximadamente un 90 % del total del agua presente en la muestra (agua libre), posteriormente 

el producto o muestra congelada es calentada bajo condiciones de vacío a través de la reducción 

de presión (Armijo et al., 2008; Alzamora, 2008; Wessman et al., 2013). 

 

El siguiente paso es la desecación secundaria, esta es la etapa que tiene como objetivo eliminar 

la humedad residual del producto, que esta unida mediante adsorción dentro del producto, a 

través del aumento controlado temperatura bajo condiciones de vacío (Armijo et al., 2008; 

Coulibaly et al., 2018b). 
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Lioprotectores 

Los lioprotectores son medios o sustancias que permitente conservar y almacenar a las células 

durante el proceso de liofilización, protegiéndolas durante la congelación, el secado y el cambio 

de presión (Morales-García et al., 2010). Estos pueden clasificarse de acuerdo a su composición 

química y desempeñan una función y estabilización de proteínas durante el proceso de 

liofilización. Estas sustancias se clasifican en los siguientes compuestos: monosacáridos, 

disacáridos, trisacáridos, aminoácidos, solubilizantes, polisacáridos, surfactantes, iones, 

aditivos químicos, vidrios poliméricos antiplastificados y mezclas complejas (Hubalek, 2003; 

Leslie et al., 1995; Morales-García et al., 2010). 

Se sabe que los lioprotectores utilizados durante la liofilización ejercen su principal influencia 

sobre las proteínas, ya que su interacción con ellas es un factor clave para preservar su 

estabilidad estructural durante el proceso de secado. Protectores como los azúcares (trehalosa 

y sacarosa) y los polioles (glicerol y sorbitol) pueden formar enlaces de hidrógeno con los 

grupos polares de las proteínas, sustituyendo parcialmente las moléculas de agua que se pierden 

durante la desecación y evitando su desnaturalización (Kaushik & Bhat, 2003; Karunnanithy 

et al., 2024). Además, algunos estudios han demostrado que ciertos lioprotectores del grupo de 

aminoácidos, como la arginina, pueden actuar como estabilizadores mediante interacciones 

electrostáticas. Estos compuestos interactúan con los grupos cargados presentes en la superficie 

de las proteínas, lo que contribuye a mantener su solubilidad y a prevenir la agregación 

(Arakawa et al., 2006). Sin embargo, aún no se cuenta un lioprotector universal y se debe 

explorar la supervivencia a la liofilización para cada caso particular (Morgan et al., 2006). 

 

Trehalosa 

La trehalosa (α-D-glucopiranosil-α-D-glucopiranósido) es un disacárido no reductor formado 

por dos unidades de glucosa unidas mediante un enlace glicosídico del tipo α,α-1,1 (Figura 4) 

(Galmarini et al. 2009). Su función principal es proteger los lípidos y proteínas de la membrana 

celular bacteriana ante situaciones de estrés, como el calor y la congelación (Yoshiyama et al., 

2015). 
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Figura 4. Molécula de trehalosa elaborada mediante el modelo de cuñas. Los átomos de 

carbono se representan con los círculos rojos. 

 

Myo-inositol 

El myo-inositol es un compuesto orgánico de tipo polialcohol (Figura 5); el cual es de gran 

importancia en la composición de los lípidos de la membrana. Además, se caracteriza por ser 

una sustancia cristalina y no reductora (Harper, 1980). Desempeña una función fundamental 

en las respuestas al estrés y en los procesos de desarrollo, es parte de lípidos (fosfatidil inositol), 

así como es un compuesto soluble clave como precursor de moléculas de señalización (inositol 

fosfato) (Gillaspy, 2011). También actúa como agente protector contra el daño oxidativo, así 

como osmorregulador y ayuda a equilibrar la expansión celular y puede potenciar varios 

metabolismos básicos para adaptarse al estrés de NaCl (Li et al., 2023) 

 

P. putida KT2440 y su respuesta al estrés por desecación 

Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria saprófita, Gram-negativa que coloniza 

eficientemente la rizósfera de las plantas (Molina-Romero et al., 2017), y contribuye la 

protección vegetal  a ciertos fitopatógenos (Matilla, et al., 2010). Además, esta bacteria es 

capaz de degradar ciertos compuestos tóxicos y aromáticos (Benndorf et al 2006; Roma-

Rodrígues et al., 2010) y promueve el crecimiento en condiciones de estrés como elevada 

temperatura (Molina-Romero et al 2017) y alta salinidad (Costa-Gutiérrez 2020). A pesar de 
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contar con estas características y ser una bacteria candidata para promover el crecimiento de 

plantas, también se ha reportado que P. putida KT2440 es sensible a la desecación (Pazos-

Rojas et al., 2019). Asimismo, se han realizado diversos estudios en los que se evalúa su 

comportamiento y supervivencia bajo condiciones de desecación y liofilización (Pazos-Rojas 

et al., 2018; Pazos-Rojas et al., 2019). 

 

 

Figura 5. Molécula de myo-inositol elaborada mediante el modelo de cuñas. Los átomos de 

carbono se representan con los círculos rojos. 

 

Muñoz-Rojas et al., 2006, observó que la tasa de supervivencia bacteriana (BSR; por sus siglas 

en inglés) de P. putida KT2440 sometida al proceso de liofilización depende fuertemente de la 

protección de la membrana celular. De acuerdo con los crioprotectores evaluados dentro de 

este estudio revelaron que los disacáridos como la trehalosa, proporcionan los valores más altos 
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de supervivencia bacteriana (Figura 6), mientras que compuestos como monosacáridos, 

polialcoholes y aminoácidos mostraron una protección significativamente menor. El 

tratamiento con myo-inositol, presentó una eficacia intermedia con respecto a la trehalosa. 

Asimismo, se observó que las células en fase estacionaria sobreviven mejor que las células en 

crecimiento exponencial, lo cual se correlaciona con membranas más rígidas y mayor 

contenido de ácidos grasos ciclopropano (C17:ciclopropano) (Muñoz-Rojas et al., 2006). Estos 

hallazgos mostraron la importancia de los osmoprotectores y del estado fisiológico en la 

protección frente a la pérdida extrema de agua sobre esta cepa bacteriana. Subsecuentemente, 

P. putida KT2440, se ha clasificado como una cepa bacteriana moderadamente tolerante a la 

desecación y además puede coexistir con múltiples bacterias de los géneros Azospirillum Sp7, 

Acinetobacter EMM02, y Sphingomonas OF178. Este comportamiento convierte a esta 

bacteria en una candidata viable para formar parte de mezclas microbianas funcionales 

(Molina-Romero et al., 2017b). 

 

Figura 6. Ejemplos de lioprotectores que se han explorado para proteger a Pseudomonas 

putida KT2440 del proceso de liofilización y resguardo en condiciones de vacío. Los datos 

fueron tomados de Muñoz-Rojas et al., 2006. BSR significa tasa de supervivencia bacteriana y 

es la relación del (Log No. UFC/mL después de la liofilización + 1) dividido entre el (Log No. 

UFC/mL antes de la liofilización); cuyo resultado de la relación se multiplica por 100. La 
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concentración explorada de los compuestos explorados como lioprotectores fue de 200 mM. 

Para leche descremada, se usó una suspensión al 20%. 

 

Por otra parte, Pazos-Rojas et al., 2019 demostró que P.putida KT2440 es altamente sensible 

a la desecación presentando una pérdida de viabilidad bacteriana a los 12 días después de ser 

evaluada en condiciones de desecación en ausencia de protectores. Sin embargo, la 

supervivencia bacteriana de esta cepa puede incrementarse significativamente a través de la 

adición de protectores como disacáridos no reductores (trehalosa y sacarosa) y polialcoholes 

como el myo-inositol, manitol o dulcitol, así como rehidratación prolongada (24 a 48 horas). 

Estos compuestos contribuyen a estabilizar la membrana durante la pérdida de agua, 

reduciendo el daño y evitando que las células entren en un estado viable pero no cultivable 

(VBNC). En particular, el myo-inositol ha mostrado un efecto protector intermedio, sugiriendo 

que puede interactuar con los fosfolípidos y preservar parcialmente la hidratación superficial 

de la bicapa, aumentando la supervivencia bacteriana frente a condiciones de desecación. 

 

De igual manera, estudios recientes han evaluado mezclas de trehalosa y myo-inositol como 

protectores durante la liofilización y resguardo sin uso de vacío durante 12 días de P. putida 

KT2440 (Alonso-Torres, 2023). Se ha reportado que trehalosa en concentraciones superiores a 

100 mM mantiene BSR altamente tolerante, mientras que el incremento de myo-inositol por 

encima de 150 mM disminuye significativamente la tasa de supervivencia bacteriana a niveles 

de baja tolerancia (BSR 37–73), sugiriendo que este compuesto actúa principalmente como 

osmolito y no como estabilizador de membranas. En contraste, mezclas equilibradas de ambos 

protectores (200 mM cada uno) permiten mantener viabilidad cercana a 9 log UFC/mL durante 

12 días posteriores a la liofilización, indicando un efecto sinérgico cuando se combinan 

adecuadamente (Alonso-Torres, 2023). 

Debido a que Pseudomonas putida KT2440 es una cepa con características fisiológicas, 

ecológicas y biotecnológicas que la hacen altamente relevante para aplicaciones agrícolas 

(Vázquez-Martínez & Muñoz-Rojas et al., 2023), incluso en condiciones de desecación 

(Alonso-Torres et al., 2023), es que será objeto de estudio en este trabajo. 
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Justificación 

 

Las bacterias que muestran cierta tolerancia a la desecación podrían sobrevivir en ambientes 

de baja disponibilidad de agua, esto representa una ventaja para la formulación de inoculantes 

ya que pueden permanecer en los suelos durante largos periodos de tiempo y tras la 

rehidratación podrían mantener sus funciones benéficas. Por este motivo, los microorganismos 

tolerantes a la desecación son prometedores para la realización de inoculantes en polvo. 

P. putida KT2440 es una bacteria que ha sido estudiada en promoción de crecimiento, adhesión 

bacteriana en semillas, colonización en raíces, así como en modelo para la búsqueda de genes 

implicados en la tolerancia a la liofilización y reguardo en vacío. Sin embargo, esta bacteria es 

muy sensible a la desecación ambiental y al resguardo sin vacío tras la liofilización. 

Recientemente en el grupo de investigación encontramos que la mezcla de trehalosa/myo-

inositol es capaz de proteger efectivamente a P. putida KT2440 al proceso de liofilización y su 

resguardo a corto plazo (12 días) a temperatura ambiente y sin condiciones de vacío. 

Debido a lo anterior, en el presente proyecto se evaluó la capacidad de los protectores como 

trehalosa y myo-inositol, para proteger a P. putida KT2440 de la liofilización y su resguardo a 

tiempos mayores a 12 días bajo condiciones de 30 °C, 50% de Humedad Relativa (HR) y sin 

vacío. 
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Hipótesis 

La mezcla de trehalosa/myo-inositol permitirá que P. putida KT2440 sobreviva en números 

altos después de la liofilización y también le permitirá una mayor supervivencia durante el 

resguardo a largo plazo a temperatura de 30 °C, 50% de HR y sin vacío. 

 

 

Objetivo general  

Determinar la capacidad de la mezcla trehalosa/myo-inositol para proteger a P. putida KT2440 

del proceso de liofilización y posterior resguardo sin condiciones de vacío, 50% HR y a 

temperatura de 30 °C. 

 

 

Objetivos particulares 

• Evaluar la supervivencia de P. putida KT2440, posterior al proceso de liofilización y 

en días posteriores al resguardo a largo plazo sin condiciones de vacío, 50% HR y a 

temperatura de 30 °C. 

• Evaluar el daño que sufre la membrana de P. putida KT2440 antes y después de la 

liofilización y durante su resguardo en condiciones de 30 °C, 50% HR y sin vacío. 
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Metodología 

Medio de cultivo 

Pseudomonas putida KT2440 fue precultivada en 10 mL de medio liquido LB (Luria-Bertani) 

suplementada con 100 μg/mL de cloranfenicol (LB-Cm80) durante 24 horas a una temperatura 

de 30 °C con agitación de 180 rpm. Se midió la densidad óptica (DO) del cultivo a 620 nm y 

se ajustó el precultivo para inocular un matraz con 50 mL de medio LB-Cm80 a una DO de 0.05 

y se dejó crecer hasta fase estacionaria (aproximadamente a una densidad óptica de 5.0) 

(Muñoz-Rojas et al., 2006).  

El cultivo en fase estacionaria se dividió en tubos de 10 mL y se centrifugaron a 7000 rmp 

durante 10 minutos para la obtención del pellet. Posteriormente, las células bacterianas fueron 

lavadas con agua destilada estéril. Este proceso se repitió dos veces con el fin de que los 

sedimentos de cada tubo se mezclen con los protectores descritos en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Protectores usados en este trabajo que se adicionaron a las células de Pseudomonas 

putida KT2440 antes del proceso de liofilización. 

TRATAMIENTOS PROTECTOR 

P. putida KT2440 (Control) Agua destilada 

P. putida KT2440 (T1) Trehalosa 200 mM 

P. putida KT2440 (T2) Myo-inositol 200 mM 

P. putida KT2440 (T3) Trehalosa y Myo-inositol 200 mM 

P. putida KT2440 (T4) Trehalosa y Myo-inositol 100 mM 

 

Condiciones de liofilización y determinación de número de células viables. 

Los diferentes tratamientos se distribuyeron en tubos Eppendorf con capacidad de 600 µl y 

cada uno se le agregaron 100 µl de la suspensión bacteriana previamente hecha con el protector 

y se cubrieron con algodón estéril. 

Las muestras procesadas se congelaron a una temperatura de -80 °C durante 24 horas. Una vez 

finalizado el tiempo, cada uno de los tratamientos se colocaron en la cámara de desecación del 

liofilizador Virtis a una condición de vacío de 30 mTorr durante 24 horas.  

Al finalizar, las muestras fueron resguardadas en una cámara de secado con 50% de HR y a 

una temperatura de 30 °C. 
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En cada tratamiento, se utilizaron 5 repeticiones para verificar y determinar el número 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes antes y después de la liofilización, así 

como durante el periodo de resguardo. 

 

Posteriormente, cada uno de los tratamientos liofilizados fueron monitoreados e hidratados con 

agua estéril en dos condiciones: 1) rehidratación rápida (20 minutos) y rehidratación 

prolongada (24 horas) (Alonso-Torres et al., 2023; Pazos-Rojas et al., 2019). 

Estas dos variables se evaluaron cada 3 días durante un mes y cada 12 días hasta finalizar las 

muestras. La rehidratación prolongada se realizó porque previamente se ha reportado que P. 

putida KT2440 es capaz de entrar a una fase viable pero no cultivable durante la desecación a 

30 °C y 50% de HR.. 

Para la rehidratación, se agregó el mismo volumen inicial que había antes de la liofilización 

(100 μL de agua destilada estéril). El contenido se agitó homogéneamente antes del monitoreo 

y se cuantificó la tasa de supervivencia bacteriana (BSR; de sus siglas en inglés “Bacterial 

Survival Ratio”). 

 

La tasa de supervivencia bacteriana se calculó en la relación del logaritmo del número de 

células bacterianas presentes en la muestra después de la liofilización (DPL), respecto al 

logaritmo del número de células viables antes liofilización (AL) multiplicada por 100 (Alonso-

Torres, 2023; Pazos-Rojas et al.,2018; Muñoz-Rojas et al., 2006) y se evaluó por el método de 

goteo en placa por sellado masivo (Corral-Lugo et al., 2012) 

 

 

 

 

 

Las células bacterianas cuantificadas antes y después de la liofilización se clasificaron por 5 

categorías de colores propuesto por Pazos-Rojas et al., (2018) (Figura 7). 

Esta categoría se utilizó para describir la tolerancia bacteriana durante los 66 días monitoreados 

y evaluar si los protectores en el presente proyecto son eficientes para proteger a la bacteria 

cuando es sometida a condiciones liofilización. 
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Figura 7. Clasificación de la tolerancia a la desecación de bacterias usando colores, en 

acuerdo a Pazos-Rojas et al., 2018. 

 

Evaluación del daño a la membrana de P. putida KT2440 

 

Para evaluar el daño de la membrana de P. putida KT2440, la cepa bacteriana se cultivó hasta 

la fase estacionaria. Posteriormente, se tomaron 5 muestras de cada uno de los tratamientos 

liofilizados y resguardados a 30 °C, 50% HR y sin vacío; cada muestra se rehidrató durante 20 

minutos y 24 horas y se realizó la cuantificación bacteriana (Alonso-Torres,2023; Pazos-Rojas 

et al,. 2019). También se realizó la cuantificación en células antes de la liofilización. 

El daño a la membrana se monitoreó a P.putida KT2440 con los protectores antes de ser 

liofilizados, en el día 12 y 66 después de la liofilización. 

 

Para la medición del daño a la membrana se utilizó el kit de viabilidad bacteriana L7007 

LIVE/DEAD BacLight para microscopía (Molecular Probes Invitrogen Detection 

Technologies). Con el fin de poder indicar si las bacterias protegidas con trehalosa y myo-

inositol mantienen una membrana integra. 

Este kit utiliza dos colorantes fluorescentes para diferenciar células vivas y células muertas; 

SYTO 9 y ioduro de propidio (PI), ambos intercalantes de ácidos nucleicos, pero con diferente 

permeabilidad de membrana (Pazos-Rojas et al., 2024). SYTO 9 penetra todas las células y 

tiñe el ADN de verde, mientras que PI solo penetra células con membranas comprometidas y 

tiñe el ADN de rojo. Cuando ambos colorantes están presentes, el PI desplaza al SYTO 9 y 

predomina la fluorescencia roja en células no viables, permitiendo así distinguir viables de no 

viables mediante microscopía o citometría de flujo (Berney et al., 2019; Busscher et al., 2014). 

Todas las muestras se observaron con el microscopio de fluorescencia VE-146YT. 
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Resultados 

Supervivencia a largo plazo de P .putida KT2440 en presencia de trehalosa y myo-

inositol monitoreada a los 20 minutos y 24 horas después de la hidratación 

Los resultados de esta fase experimental mostraron que la bacteria está en poblaciones altas 

antes de la liofilización (Figura 8) y es semejante inmediatamente tras la liofilización; solo en 

el tratamiento control hubo una ligera disminución de células después de la liofilización (figura 

9). 
 

 

Figura 8. Recuperación de P. putida KT2440 en medio LB (Luria-Bertani) monitoreada 

antes y después de la liofilización, así como durante su resguardo. Se realizó monitoreo 

durante 66 días posteriores a la liofilización (DPL), evaluando la viabilidad bacteriana durante 

hidratación corta (20 minutos) e hidratación prolongada (24 horas), por el método de goteo en 

placa por sellado masivo (MGPSM). A) Muestras fotografiadas de P. putida KT2440 antes de 

la liofilización b) 3 días posteriores a la liofilización, c) 12 días posteriores a la liofilización d) 

66 días posteriores a la liofilización. 
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Durante la evaluación de la supervivencia de P. putida KT2440 a la liofilización en condiciones 

de rehidratación rápida (20 minutos), se observó que utilizando myo-inositol 200 mM, 

inicialmente hubo una supervivencia alta (92.13 ± 3.87) que se mantuvo hasta el día 6 

(81.96±5.52) y después decreció a valores no detectables a partir del día 9. Para el tratamiento 

con trehalosa 200 mM (92.13±3.87 a 81.96 ± 5.52) los primeros 6 días de monitoreo la BSR 

fue altamente tolerante y se mantuvo hasta el día 54, exceptuando el día 30 y 66 que obtuvo 

valores tolerante media (59.09 ± 3.46 y 51.21 ± 7.55). 

El tratamiento con la mezcla de trehalosa y myo-inositol 100 mM mostró una BSR altamente 

tolerante los primeros 9 días posteriores a la liofilización (88.12±9.55, 85.47±7.20, 81.68±0.47, 

82.35±6.81), en cambio al usar una concentración de 200 mM esta alta tolerancia se mantuvo 

hasta el día 15 DPL. 

Subsecuentemente, a los 18, 21, 24, 27, 30 ,42 y 54 DPL la evaluación de la BSR se mantuvo 

en valores tolerantes después de la liofilización (60<BSR≤80), pero a partir del día 66 para los 

dos tratamientos comenzaron a disminuir a valores de tolerancia media.  

Para el tratamiento control (sin protector) alcanzó una tolerancia alta cuando las muestras 

fueron evaluadas al día 0, es decir después de haber sido liofilizadas (80.49± 3.28), sin 

embargo, a partir del día 3 ya no se detectaron células cultivables (0.00±0.00) (Figura 9; Tabla 

3). 
 

 

Figura 9. Representación gráfica de la tasa de supervivencia bacteriana de P. putida KT2440 

a los 20 minutos tras la hidratación, monitoreada hasta los 66 días después de la liofilización. 

Los valores representan la media ± desviación estándar (n=5) por cada tratamiento. (a) AL 

significa antes de la liofilización. b) DPL significa días posteriores a la liofilización. 
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Tabla 3. Supervivencia de P. putida KT2440 en liofilizados rehidratados durante 20 minutos. 

 
BSR significa tasa de supervivencia bacteriana. Cada valor corresponde al promedio de cinco 

réplicas por tratamiento, obtenidas a partir de tres experimentos independientes monitoreado 

durante 66 días, acompañado de su respectiva desviación estándar. El código de colores 

mostrado en el cuadro indica la categorización de la tasa de supervivencia bacteriana de P. 

putida KT2440 posterior a la liofilización: a) azul (bacterias altamente tolerantes, BSR > 80), 

verde (tolerantes, 60 < BSR ≤ 80), amarillo claro (tolerancia media, 40 < BSR ≤ 60), amarillo 

oscuro (tolerancia baja, 20 < BSR ≤ 40) y rojo (tolerancia muy baja, BSR ≤ 20. Los datos 

representados fueron obtenidos mediante la ecuación BSR = [(Log UFC/ml DL+1) / Log UFC 

AL]X100. (a) AL significa antes de la liofilización. (b) DPL significa días posteriores a la 

liofilización. 

 

Posteriormente, en la evaluación de hidratación prolongada (24 horas), el grupo control la BSR 

disminuyó de forma similar a lo observado en rehidratación rápida (Figura 10; Tabla 4). El 

tratamiento de myo-inostol 200 mM, mostró una BSR de altamente tolerante a tolerante media 

durante los primeros 6 días de monitoreo, pero la supervivencia incluso fue más baja en relación 

con la rehidratación rápida (Figura 9 y 10). La BSR de trehalosa 200 mM cambió de tolerante 

media (60<BSR≤80) a altamente tolerante (BSR>80) los días 9,12,15,18, 21 y 66 después de 

una hidratación prolongada. 

En el tratamiento con la mezcla de myo-inositol y trehalosa a 100 mM, se observó un 

incremento en la supervivencia bajo condiciones de rehidratación prolongada. En este caso, el 

estado altamente tolerante, que en rehidratación corta se mantuvo hasta el día 12, se extendió 

hasta el día 15 cuando se aplicó una rehidratación prolongada (Tablas 3 y 4).Además, la BSR 

se mantuvo en tolerante hasta el día 66 de monitoreo con rehidratación prolongada (Tabla 4). 
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Por otro lado, para el tratamiento de la mezcla myo-inositol y trehalosa 200 mM la 

rehidratación prolongada cambió de categoría tolerante a altamente tolerante hasta el día 24 y 

se mantuvo como tolerante hasta el día 54, la tolerancia bajó a tolerante medio en el día 66 

(Figura 10). En general, los resultados mostraron que los tratamientos de trehalosa y las 

mezclas de trehalosa con myo-inositol permitieron una buena supervivencia de P. putida 

KT2440 tras la liofilización y resguardo en condiciones de 30 °C, 50% HR y sin uso de vacío. 

La supervivencia del tratamiento de la mezcla trehalosa con myo-inositol 200 mM fue mejor 

que el tratamiento donde se uso trehalosa como protector. En la rehidratación prolongada se 

incrementan los valores de BSR especialmente en el tratamiento de la mezcla de trehalosa con 

myo-inositol 200 mM. 

 

 

 

Figura 10. Representación gráfica de la tasa de supervivencia bacteriana de P. putida KT2440 

a las 24 horas tras la hidratación, monitoreada durante 66 días después de la liofilización. Los 

valores representan la media ± desviación estándar (n=5) por cada tratamiento. (a) AL significa 

antes de la liofilización b) DPL significa días posteriores a la liofilización. 
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Tabla 4. Supervivencia de P. putida KT2440 en liofilizados rehidratados durante 24 horas. 

 

BSR significa tasa de supervivencia bacteriana. Cada valor corresponde al promedio de cinco 

réplicas por tratamiento, obtenidas a partir de tres experimentos independientes monitoreado 

durante 66 días, acompañado de su respectiva desviación estándar. El código de colores 

mostrado en el cuadro indica la categorización de la tasa de supervivencia bacteriana de P. 

putida KT2440 posterior a la liofilización: a) azul (bacterias altamente tolerantes, BSR > 80), 

verde (tolerantes, 60 < BSR ≤ 80), amarillo claro (tolerancia media, 40 < BSR ≤ 60), amarillo 

oscuro (tolerancia baja, 20 < BSR ≤ 40) y rojo (tolerancia muy baja, BSR ≤ 20. Los datos 

representados fueron obtenidos mediante la ecuación BSR = [(Log UFC/ml DL+1) / Log UFC 

AL]X100. (a) AL significa antes de la liofilización. (b) DPL significa días posteriores a la 

liofilización 

 

Efecto de trehalosa y myo-inositol en la integridad de la membrana de P. putida KT2440 

tras liofilización 

Para evaluar la integridad de la membrana de P. putida KT2440 después de la liofilización, se 

utilizó el kit LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability en dos tiempos de rehidratación: 20 

minutos y 24 horas.  

Las muestras se evaluaron antes de la liofilización y posteriormente a los 12 y 66 días post-

liofilización (DPL) (resguardo), lo que permitió determinar el efecto protector de los 

tratamientos sobre las membranas bacterianas a lo largo del tiempo de resguardo. Las células 

de P. putida KT2440 mostraron predominantemente fluorescencia verde en todos los 

tratamientos antes de la liofilización (Figura 11A, 11D, 11G, 11J y 11M), lo que indica que las 
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membranas celulares se encontraban íntegras. Este patrón de células verdes coincide con los 

valores iniciales de BSR de 100 antes a la liofilización (Figura 9 y 10). 

 

A los 12 DPL, los tratamientos con trehalosa 200 mM mostraron una mezcla de fluorescencia 

verde y roja (Figura 12 y 13 M, N y Ñ) tanto a los 20 minutos como a las 24 horas posteriores 

a la hidratación, indicando una pérdida parcial de integridad de membrana en algunas células. 

Los tratamientos con trehalosa + myo-inositol (100 mM y 200 mM) mostraron una prevalencia 

de células verdes en muestras de 12 DPL tanto a 20 min de rehidratación como a 24 horas de 

rehidratación (Figuras 12 y 13; DEF 100 mM y GHI 200mM). En contraste, los tratamientos 

con Myo-inositol 200 mM y el grupo control mostraron predominancia de fluorescencia roja, 

sin presencia significativa de fluorescencia verde en ninguna de las condiciones de tiempo de 

rehidratación (Figuras 12 y 13; ABC y JKL), lo cual coincide con los valores de baja tolerancia 

de BSR observados en estos tratamientos (Figura 9 y 10). 

 

A los 66 DPL, el impacto de la liofilización y el almacenamiento prolongado fue más evidente. 

En el control y en el tratamiento con myo-inositol 200 mM, la BSR fue de 0, con fluorescencia 

exclusivamente roja, lo que confirma la incapacidad de estas condiciones para proteger a la 

bacteria frente al daño de membrana. Por el contrario, en los tratamientos con trehalosa 200 

mM y las mezclas de trehalosa + myo-inositol (100 mM y 200 mM) se observaron 

fluorescencias verde, naranja y roja. A los 20 minutos posteriores a la rehidratación, la 

fluorescencia verde y naranja fue poco evidente, pero a las 24 horas se incrementó la proporción 

de células teñidas en verde y naranja, particularmente en los tratamientos con protectores 

combinados (Figuras 13 y 14; DEF 100 mM y GHI 200mM). Este comportamiento se 

correlacionó con valores de BSR entre 54.00 y 62.00 para trehalosa + myo-inositol y entre 

51.21 y 64.49 para trehalosa 200 mM, lo que evidencia la capacidad de estos compuestos para 

mantener la integridad de la membrana . 
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Figura 11. Micrografías de fluorescencia de P. putida KT2440 teñidas con el kit LIVE/DEAD BacLight evaluadas antes 

de ser sometidas a liofilización. Las imágenes muestran células vivas (verde, tinción con SYTO9) y células con daño en la 

membrana (rojo, tinción con yoduro de propidio). Las letras (A–C) Control sin protector, (D–F) Trehalosa y Myo-inositol 100 

mM, (G–I) Trehalosa y Myo-inositol 200 mM , (J–L) Myo-inositol 200 mM y (M-Ñ) Trehalosa 200 mM. En cada grupo de 

tres paneles: la primera imagen corresponde a la tinción con SYTO9, la segunda al yoduro de propidio, y la tercera a la fusión 

(merge) de ambas señales. 
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Figura 12. Micrografías de fluorescencia de P. putida KT2440 teñidas con el kit LIVE/DEAD BacLight. Las 

observaciones se realizaron a los 20 minutos de rehidratación, 12 días posteriores a la liofilización. Las imágenes 

muestran células vivas (verde, tinción con SYTO9) y células con daño en la membrana (rojo, tinción con yoduro de propidio). 

Las letreas (A–C) Control sin protector, (D–F) Trehalosa y Myo-inositol 100 mM, (G–I) Trehalosa y Myo-inosito 200 mM, 

(J–L) Myo-inositol 200 mM y (M-Ñ) Trehalosa 200 mM. En cada grupo de tres paneles: la primera imagen corresponde a la 

tinción con SYTO9, la segunda al yoduro de propidio, y la tercera a la fusión (merge) de ambas señales. 
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Figura 13. Micrografías de fluorescencia de P. putida KT2440 teñidas con el kit LIVE/DEAD BacLight. Las 

observaciones se realizaron a los 24 horas después de  la rehidratación, 12 días posteriores a la liofilización. Las imágenes 

muestran células vivas (verde, tinción con SYTO9) y células con daño en la membrana (rojo, tinción con yoduro de propidio). 

Las letreas (A–C) Control sin protector, (D–F) Trehalosa y Myo-inositol 100 mM, (G–I) Trehalosa y Myo-inosito 200 mM, 

(J–L) Myo-inositol 200 mM y (M-Ñ) Trehalosa 200 mM. En cada grupo de tres paneles: la primera imagen corresponde a la 

tinción con SYTO9, la segunda al yoduro de propidio, y la tercera a la fusión (merge) de ambas señales. 
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Figura 14. Micrografías de fluorescencia de P. putida KT2440 teñidas con el kit LIVE/DEAD BacLight. Las 

observaciones se realizaron a los 20 minutos después de  la rehidratación, 66 días posteriores a la liofilización. Las 

imágenes muestran células vivas (verde, tinción con SYTO9) y células con daño en la membrana (rojo, tinción con yoduro de 

propidio). Las letreas (A–C) Control sin protector, (D–F) Trehalosa y Myo-inositol 100 mM, (G–I) Trehalosa y Myo-inosito 

200 mM, (J–L) Myo-inositol 200 mM y (M-Ñ) Trehalosa 200 mMl. En cada grupo de tres paneles: la primera imagen 

corresponde a la tinción con SYTO9, la segunda al yoduro de propidio, y la tercera a la fusión (merge) de ambas señales. 
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Figura 15. Micrografías de fluorescencia de P. putida KT2440 teñidas con el kit LIVE/DEAD BacLight. Las 

observaciones se realizaron a los 20 minutos después de la rehidratación, 66 días posteriores a la liofilización. Las 

imágenes muestran células vivas (verde, tinción con SYTO9) y células con daño en la membrana (rojo, tinción con yoduro de 

propidio). Las letreas (A–C) Control sin protector, (D–F) Trehalosa y Myo-inositol 100 mM, (G–I) Trehalosa y Myo-inosito 

200 mM, (J–L) Myo-inositol 200 mM y (M-Ñ) Trehalosa 200 mMl. En cada grupo de tres paneles: la primera imagen 

corresponde a la tinción con SYTO9, la segunda al yoduro de propidio, y la tercera a la fusión (merge) de ambas señales. 
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Discusión 

 

La liofilización es un proceso de deshidratación que implica la eliminación del agua contenida 

en una muestra mediante congelación y posterior sublimación del hielo bajo condiciones de 

vacío, con el fin de preservar células, proteínas y otros componentes biológicos (Assegehegn 

et al., 2018). Además, tiene la finalidad de reducir drásticamente la actividad metabólica y 

prevenir la degradación química o enzimática durante el almacenamiento. Sin embargo, las 

condiciones extremas presentes generan la formación de cristales de hielo y pérdida casi total 

de agua lo que provoca tensiones físicas y químicas capaces de comprometer la integridad 

estructural de las células (Franzé et al., 2018). Esta característica de desecar a la célula 

constituye uno de los factores de estrés más severos, ya que la pérdida del agua intracelular 

altera la organización estructural de proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Gibney et al., 2015). 

El uso de lio protectores, además de mejorar la apariencia del producto final, ayuda asegurar la 

estabilidad química, bioquímica y biológica durante el proceso de liofilización (Ávila et al., 

2015; Rodríguez et al., 2023). 

En este sentido, la formulación de células con moléculas protectoras capaces de mantener la 

viabilidad durante la desecación representa una estrategia clave para extender la durabilidad de 

los inoculantes y garantizar su funcionalidad tras la rehidratación (Alonso-Torres, 2023). Sin 

embargo, no existen protectores universales y se debe explorar que lioprotectores son 

adecuados para cada cepa bacteriana (Morales-García et al., 2010). 

Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria gram-negativa y se considera una bacteria 

prometedora debido a su capacidad de promover el crecimiento en condiciones de estrés 

(Costa-Gutierrez et al., 2020; Molina-Romero et al., 2017a). Sin embargo, la exposición a 

condiciones de estrés como desecación reduce significativamente la viabilidad bacteriana de 

esta cepa, ya que se clasifica como una bacteria poco tolerante a esta condición (Molina-

Romero et al., 2017b). Recientemente, en nuestro grupo de investigación se observó que P. 

putida KT2440 es protegida de la liofilización y resguardo a corto plazo (12 DPL) cuando se 

usa una mezcla trehalosa y myo-inositol en una concentración 200 mM como lioprotector 

(Alonso-Torres, 2023). Sin embargo, se desconocía si esta mezcla podría proteger a P. putida 

KT2440 durante un resguardo superior a los 12 días. 

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la tasa de supervivencia de P. putida 

KT2440 tras la liofilización y resguardo a largo plazo, se mantiene estable en aquellas muestras 

adicionadas con trehalosa 200 mM, tanto sola como en combinación de trehalosa y myo-

inositol 100 mM y 200 mM a los 20 minutos después de la hidratación, así como a las 24 horas 
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posteriores a la hidratación. Esta alta tolerancia se mantuvo hasta el día 66 DPL. La 

combinación trehalosa con myo-inositol permitió una mejor supervivencia de la bacteria 

respecto a trehalosa sola y además la integridad de membrana fue mejor cuando se usa esta 

combinación. 

Cabe destacar que este comportamiento se atribuye a la concentración utilizada, la cual fue 

seleccionada con base en el estudio de Alonso-Torres (2023), quien reportó estabilidad celular 

durante 12 días posteriores a la liofilización. En el presente trabajo, al extender el periodo de 

evaluación durante 66 días, se observó que estas concentraciones continuaron siendo efectivas 

para preservar la viabilidad bacteriana en condiciones de almacenamiento prolongado (30°C, 

50% HR y sin condiciones de vacío). 

Estos resultados sugieren que la formulación propuesta (trehalosa con myo-inositol 200mM), 

tiene un potencial prometedor y adecuado para la conservación de P. putida KT2440 a largo 

plazo en condiciones de liofilización. De igual manera, refuerzan la utilidad de emplear 

trehalosa y myo-inositol a una concentración de 100 mM y 200 mM como agentes protectores 

durante la liofilización, ya que ambos compuestos actúan mediante mecanismos bioquímicos 

y fisicoquímicos que estabilizan las estructuras celulares frente al estrés por deshidratación y 

congelación (Rodríguez-Andrade et al., 2018; Alonso-Torres et al., 2022).  

La trehalosa al ser un disacárido no reductor tiene propiedades distintivas como estructura, 

simetría, solubilidad, estabilidad cinética, termodinámica y versatilidad (Teramoto et al., 

2008). Además, presenta dos mecanismos de protección propuestos: el primero corresponde a 

la capacidad de formar una matriz vítrea (hipótesis de vitrificación) (Rosete-Enríquez et al., 

2025), y el segundo consiste en el reemplazo del agua cuando su contenido celular es 

extremadamente bajo (hipótesis del reemplazo del agua) (Leslie et al., 1995). En este último 

mecanismo, los grupos hidroxilo del trehalosa sustituyen a los del agua, permitiendo la 

formación de enlaces de hidrógeno con fosfolípidos de membrana y proteínas. Este proceso 

contribuye a preservar la conformación nativa de estas biomoléculas y a prevenir la 

desnaturalización proteica o la fusión de membranas bajo condiciones de estrés (Murray et al., 

2024). Por su parte, el myo-inositol, un polialcohol cíclico, también contribuye a la 

estabilización de las membranas mediante la formación de puentes de hidrógeno con las 

cabezas polares de los fosfolípidos, regulando la presión osmótica y previniendo la pérdida de 

integridad de la bicapa lipídica (Bhattacharya and Kundu, 2020). La combinación de ambos 

puede aportar sinergia: la trehalosa proporciona estabilidad química mientras que el myo-

inositol puede mejorar la respuesta osmótica y la rehidratación, así como estabilidad física. De 

https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2022.1006617/full?utm_source=chatgpt.com#ref29
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esta manera, se mantiene la fluidez y organización de la membrana, reduciendo el riesgo de 

transiciones de fase dañinas que comprometen su funcionalidad. 

Por otra parte, el uso de myo-inositol y del grupo control (sin protector) permitió que algunas 

células sobrevivieran a la rehidratación rápida (20 minutos) y hasta 6 días después de la 

liofilización (myo-inositol), reflejado en una alta tasa de supervivencia bacteriana inicial 

tolerante (BSR). No obstante, tras 24 horas de hidratación prolongada, la BSR no incrementó 

respecto a la rehidratación rápida, por el contrario hubo una disminución en el tratamiento con 

myo-inositol. Esto podría deberse al daño acumulado en proteínas debido a las condiciones de 

desecación ya que pueden sufrir glicación y condensarse mediante (Wang et al., 2020). 

La rehidratación de células bacterianas, especialmente de aquellas almacenadas de forma 

prolongada, favorece la agregación de proteínas críticas, afectando la recuperación celular 

(Łupkowska et al., 2023). Esto podría explicar el impedimento en el crecimiento de P. putida 

KT2440 tras la evaluación de 24 horas posteriores a la hidratación. 

En el caso de myo-inositol, aunque actúa como osmorregulador, su efecto se limita a 

proporcionar una protección física frente a cambios osmóticos, lo que resulta insuficiente para 

contrarrestar los estreses extremos que las células experimentan durante la liofilización, 

incluyendo: congelación rápida, formación de cristales de hielo, deshidratación severa y 

cambios osmóticos bruscos (Sun, W. & Luo, Y. 2025). Por otro lado, en el grupo control, donde 

solo se utilizó a P.putida KT2440 sin ningún protector, la membrana celular quedó 

completamente dañada, lo que explica que la tasa de supervivencia tras la rehidratación a los 

20 minutos y 24 horas solo pudo ser cuantificada cuando las muestras terminaron el proceso 

de liofilización (0 DPL) y subsecuentemente a los 3 DPL la BSR fue nula. El uso de estos 

lioprotectores durante la liofilización contribuye significativamente a preservar la integridad 

de la membrana celular o proteínas frente a los efectos destructivos de la desecación 

(Karunnanithy et al., 2024). 

 

En el trabajo presente se observó que la supervivencia de P. putida KT2440 en tratamientos 

sin protector y adicionados con myo-inositol 200 mM, no mejora tras la hidratación 

prolongada; lo que implica que las células no pueden entrar a un estado viable pero no 

cultivable (VBNC) en condiciones de liofilización como lo menciona Alonso-Torres (2023). 

En la desecación ambiental de P. putida KR2440 la bacteria entra a un estado viable pero no 

cultivable, posiblemente debido a que la desecación es gradual y la bacteria puede responder a 

este estrés (Pazos-Rojas et al., 2019). En contraparte, la liofilización es un método más agresivo 

ya que este proceso presenta  cambios de la temperatura y la presión parcial del vapor de agua 
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son inferiores a la del punto triple del agua, es decir menor que 0,0099 °C y menor que 0,006 

atm (Alonso-Torres et al., 2023; Santelices & Castro, 2020). En la liofilización, la bacteria es 

incapaz de alcanzar el estado viable no cultivable, lo que sugiere que este proceso es tan severo 

que induce daño irreversible en componentes celulares críticos, especialmente en la membrana, 

la cual juega un papel central en la supervivencia tras la rehidratación a diferencia en 

condiciones de desecación que la membrana bacteriana de P. putida KT2440 a una 

rehidratación prolongada. En contraste, bajo condiciones de desecación ambiental, las bacterias 

pueden entrar en un estado VBNC como estrategia de supervivencia frente al estrés, 

conservando la integridad de la membrana y recuperando posteriormente la cultivabilidad 

cuando las condiciones son favorables, como durante la rehidratación o en presencia de 

exudados vegetales, tal como fue descrito por Pazos-Rojas et al,. (2019).  

Para corroborar esta información se evaluó el daño a la membrana utilizando el kit 

LIVE/DEAD para determinar de manera precisa qué células presentan membranas 

comprometidas después de ser sometidas al proceso de liofilización.   

Los resultados de este trabajo evidenciaron que las membranas celulares del grupo control y 

del tratamiento con myo-inositol 200 mM presentaron un daño severo, ya que las células 

teñidas con SYTO 9 no se observaron en el campo de visualización, incluso tras 20 minutos de 

hidratación y 24 horas posteriores a la rehidratación a los 12 días post liofilización (Figuras 4 

y 5). La ausencia de fluorescencia verde y la predominancia de campos sin señal viable indican 

una pérdida total de integridad de la membrana.  

En contraste, en el presente trabajo, el grupo control y el tratamiento con myo-inositol 200 mM 

no mostraron fluorescencia verde detectable, ni siquiera después de una hidratación 

prolongada, lo que indica una pérdida severa y posiblemente irreversible de la integridad de la 

membrana. Esta diferencia sugiere que la liofilización constituye un estrés significativamente 

más agresivo que la desecación ambiental evaluada por Pazos-Rojas et al. (2019), ya que 

combina congelación, deshidratación extrema y cambios bruscos de presión, lo que puede 

impedir la entrada al estado VBNC. 

Por lo tanto, mientras que la desecación ambiental puede inducir un estado VBNC en P. putida 

KT2440 con daño parcial de la membrana, la liofilización bajo las condiciones evaluadas en 

este estudio provoca un daño estructural más profundo, particularmente a nivel de la membrana 

celular, que no puede ser revertido mediante rehidratación, aun cuando se emplea myo-inositol 

como agente protector. 
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En contraste, la presencia de trehalosa 200 mM, tanto de forma individual como en 

combinación, (trehalosa y myo-inositol 100 mM y 200 mM) contribuyó a mantener la 

integridad de la membrana, demostrando su efecto estabilizador frente a las tensiones físicas y 

químicas inducidas por la liofilización y la posterior rehidratación. En las micrografías teñidas 

con SYTO 9 se observó aún la presencia de células bacterianas viables (fluorescencia verde), 

cuando fueron evaluadas 20 minutos y 24 horas posteriores a la rehidratación, aunque en baja 

proporción a los 66 días después de la liofilización. Por el contrario, en los campos visualizados 

con yoduro de propidio se detectó una mayor intensidad de fluorescencia roja, lo que indica un 

aumento en la permeabilidad y pérdida de viabilidad celular en comparación con las células 

bacterianas antes del proceso de liofilización. 

Conclusiones. 

 

1. La liofilización constituye un proceso de estrés extremo para P. putida KT2440, el cual 

provoca una disminución sobre la tasa de supervivencia bacteriana y provoca un daño 

irreversible en la integridad de la membrana celular. 

2. El grupo control (sin protector) mostró una pérdida total de viabilidad bacteriana, lo 

que confirma que la ausencia de compuestos protectores deja a la célula completamente 

expuesta a los efectos de la sublimación, así como los cambios de presión y temperatura. 

3. El tratamiento con myo-inositol 200 mM tuvo un efecto negativo en mantener la 

viabilidad bacteriana y la integridad de la membrana de P. putida KT2440 tras la 

liofilización, evidenciado por la ausencia de fluorescencia verde a través de las 

observaciones con el kit LIVE/DEAD. 

 

4.  La mezcla con trehalosa y myo-inositol a una concentración de 100mM y 200 mM 

mostraron un efecto protector al preservar la integridad de la membrana de P. putida 

KT2440 incluso después de 66 días de resguardo posterior a la liofilización, 

evidenciando su contribución a la estabilidad celular durante el proceso de resguardo a 

30 grados centígrados, 50% HR y sin vacío. 

5. Trehalosa  200 mM demostró ser un agente protector eficaz en condiciones de 

liofilización, debido a que, al ser un azúcar no reductor,  preservó la integridad de la 

membrana de P. putida KT2440,  durante el proceso de liofilización así como  la 

rehidratación. 
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Perspectivas 

La mezcla de trehalosa y myo-inositol a una concentración de 100 mM y 200 mM demostraron  

tener una capacidad significativa para mantener la integridad de las membranas de P. putida 

KT2440 durante la liofilización, futuros estudios deben enfocarse en evaluar el efecto protector 

bajo condiciones de desecación, donde las células bacterianas se enfrentan un estrés menos 

extremo en comparación con la liofilización. En particular, se propone analizar la respuesta 

bacteriana utilizando estas concentraciones, con el objetivo de determinar si existe un efecto 

positivo en la preservación de la viabilidad y la estabilidad estructural celular. 

Subsecuenteme, sería relevante extender estos experimentos a modelos de interacción planta-

bacteria,  con el fin de explorar si trehalosa 200 mM y la mezcla de  myo-inostol y trehalosa100 

mM y 200 mM puede contribuir a mejorar la supervivencia de P. putida KT2440 cuando entra 

en contacto con los exudados de las plantas así comoplantas,ar experimentos en condiciones 

de campo para evaluar la viabilidad de estos liófilos. 
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