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RESUMEN

En los laboratorios de la Pontificia Universidad Javeriana se adelanto este trabajo de
investigacion en el cual se estudio el comportamiento de la levadura Candida
guilliermondii bajo condiciones de conservacion. Se llevo a cabo una estandarizacion de
los criopreservantes utilizados para la conservacién como lo son el de liofilizacion y
papel filtro y el andlisis de la viabilidad de la levadura. Se realizo una valoracion
teniendo en cuenta la relacion costo/beneficio para la implementacion de estos métodos.
Se encontrd que la combinacion de extracto de levadura y leche descremada a 5% y
15% respectivamente en los 2 métodos, realizando la reactivacion en caldo YGC por 2
horas y la siembra de la levadura en medios de cultivo YGC, a 37°C durante 3 dias
encontrando que la conservacion mediante liofilizacion presento mejores resultados en
un mediano plazo, que en el papel filtro.

SUMMARY

In the laboratories of the Pontificia Universidad Javeriana was advanced this research in
which study the behavior of the yeast Candida guilliermondii under storage conditions.
He took out a standardization of criopreservant used for conservation as freeze-drying
and filter paper and the viability of yeast. We did a evaluation having into account cost
/benefit for implementing these methods. It was found that the combination of yeast
extract and skim milk at 5% and 15% respectively gives a good results in both methods,
making the recovery in stock YGC for 2 hours and the planting of yeast in culture
media YGC, with a 37 ° C of temperature for 3 days finding that conservation by
liophilization showed better results in medium time that filter paper.

INTRODUCCION

La preservacion de cepas microbianas no es tarea facil y debe garantizar la viabilidad,
pureza y estabilidad genética de los cultivos, caracteristicas que coinciden con los
objetivos de un buen método de conservacion. EI conocimiento de las peculiaridades de
las disimiles técnicas de preservacion existentes para su correcta aplicacion, asi como el
seguimiento continuo de las propiedades de las cepas, propician su empleo como
inoculo confiable en la industria, la docencia y la investigacion.

La congelacion microbiana es un método fisico quimico que permite conservar
microorganismos viables por un tiempo sin sufrir cambios genotipicos. El
microorganismo inmerso en este medio debe adaptarse a las condiciones de este nuevo
ambiente, transformar la velocidad de su metabolismo, conservar su viabilidad y evitar
que los cristales de hielo formados por el cambio de temperatura del agua le ocasione
algin dafio. Las sustancias denominadas criopreservantes impiden por interaccion
molecular con el agua, la accién destructiva del congelamiento sobre las células, es
decir, protegen de la formacion de cristales de hielo con un grado bajo de toxicidad para
las células vivas.

Este trabajo hace parte de un proyecto de investigacion del grupo de investigacion
UNIDIA. En este caso el tema que se desea investigar es la de evaluar las
caracteristicas, propiedades, forma de conservacion, antagonismo frente a agentes
fitopatdgenos y del medio ambiente y funcionalidad en campo de la cepa de Candida



guilliermondii aislada desde el afio 2000 y conservada en medios de cultivo y en un
cultivo de Uchuva en la Estacion Experimental Javeriana, (Cogua, Cundinamarca).

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el grupo de investigacion UNIDIA, de la Pontificia Universidad Javeriana no se
encuentran estudios que sefialen como la levadura Candida guilliermondii se puede
conservar para futuros estudios, por lo cual se quiere llevar a cabo un estudio sobre la
viabilidad de la cepa mediante 2 métodos de conservacion, la liofilizacién y papel filtro
donde se espera se mantenga la cepa sin ningun tipo de alteracion y asi poder ser usada
en estudios e investigaciones posteriores.

MARCO TEORICO REFERENTES CONCEPTUALES
Genero Candida.

El género Candida fue propuesto en 1923 por Berkhout, presentando modificaciones en
clasificacion debido a composicion y definicion, este pertenece a la clase Blastomycetes
donde se encuentran las levaduras imperfectas (asexuales). Puede formar hifas
verdaderas o falsas con bastantes células en gemacion o blastosporas y puede llagar a
formar clamidosporas (Pelczar, 1994). Las especies de Candida secretan una gran
variedad de sustancias durante el crecimiento, la mayoria de estos son acidos y
alcoholes, una gran parte de la cepas patdgenas producen acetonina y otras
aminotranferasas (Odds, 1988).

Por otro lado no todas la cepas de una misma especie presentan el mismo nivel de
patogenicidad, lo principal para la patogenicidad no es la cepa sino las alteraciones en
las defensas celulares del huésped (Lopez C et al., 2005). EIl genero Candida esta
formado por mas de 160 especies, donde se consideran patdgenas solo 18 encontrando
como caracteristica comun la ausencia de la forma sexual (Odds, 1988). Las
caracteristicas morfologicas y sexuales permiten identificar el género y las bioquimicas
la especie de la levadura, teniendo asi caracteristicas como uso de compuestos
carbonados y nitrogenados, crecimiento en 37°C, resistencia a ciclohexamida y el
crecimiento en medio sin vitaminas (Beech et al, 1980).

Candida guilliermondii

La especie Candida guilliermondii ha sido aislada de numerosas infecciones humanas
principalmente de infecciones cutdneas donde los pacientes se encuentran
inmunosuprimidos, esta especie es una levadura emergente que produce fungemia,
osteomielitis y peritonitis, y tiene baja sensibilidad al fluconazol y a la anfotericina B
presenta variedades entre estas variedades se encuentran C. guilliermondii var.
guillemondii,, C. var. membranifaciens, (Pinoni et al., 2007) y otras variedades como C.
var. carpophila, C. var. japonica, C. var. souza citadas por presentar diferencias en la
patogenicidad segun la variedad. (Feng et al., 2000).

Descripcion microscépica y macroscopica

La coloracion de Gram presentd células ovaladas en estado de gemacion y tefiidas con
la coloracion como Gram positivas confirmando la presencia de estructuras



levaduriformes. Las colonias en el medio YGC se visualizan como colonias blancas
pequefias, redondeadas, lisas, brillantes, que a medida que pasa el tiempo, toman una
forma puntiforme. El medio YGC favorece el crecimiento de esta levadura gracias a su
alto contenido de glucosa, y la presencia de Cloranfenicol para evitar el crecimiento de
bacterias (Pardo et al., 2008). Se realizé una reclasificacién de la especie, obteniendo la
nueva clasificacion de la levadura Candida guilliermondii con un 99.7% de certeza
generado por APl 20C AUX, la patogenicidad de la cepa de C. guilliermondii fue
determinada como negativa ya que no presenta tubo germinal (Buitrago et al., 2008).

Conservacion

Existen diferentes métodos para la conservacién de microorganismos. Entre los mas
conocidos esté la congelacion de muestras de cultivos a la que se le adiciona un agente
estabilizante como glicerol y se mantienen a -80°C. La liofilizacién y la conservacion
en medios sélidos herméticos son métodos muy aplicados para conservar bacterias; sin
embargo, presentan mas problemas en el caso de eucariontes ya que muchos de ellos no
se recuperan después del tratamiento (Brock, 1997).

Los cultivos herméticos se llevan a cabo en tubos con medio sélido y sembrado por
puncion cerrandolos herméticamente para evitar desecacion, este sistema es util para
procariontes y eucariontes. EI método mas usado para corto plazo es el mantenimiento
en medios generales conservados en refrigeracion a 4°C siendo necesario realizar pases
cada 6 meses 0 segun sea la cepa (Brock, 1997).

Métodos de eleccién

En estos métodos se detiene el crecimiento microbiano sin que se mueran los
microorganismos, garantizando la estabilidad genética al evitar la aparicion de nuevas
generaciones. En este grupo se encuentran la congelacion y la liofilizacion. En los
métodos de conservacion de microorganismos se buscan principalmente la pureza de la
cepa, la sobrevivencia del 70-80% vy la estabilidad genética (Garcia et al., 2000).

Meétodos alternativos

Son métodos usados cuando la cepa microbiana no soporta los tratamientos de la
conservacion o la falta de equipos para llevarlos a cabo, es recomendable no usar un
solo método alternativo sino realizar varios de estos métodos. Entre estos métodos se
encuentran la conservacion por transferencia periodica y la conservacion en agua
destilada (Garcia et al.,2000).

Métodos restringidos

En este grupo se encuentran métodos no usados habitualmente, pero a los que se
recurren para conservar microorganismos determinados que no soportan la liofilizacién
o la congelacion. Algunos métodos se basan en la paralisis del crecimiento por medio de
la eliminacién del agua disponible para las células como por ejemplo, desecacién en
papel filtro, desecacion en suelo, arena, desecacion en bolas de alginato (Garcia et
al.,2000).



Liofilizacién

La liofilizacion esté considerada como el método més adecuado para la preservacion de
microorganismos. En este método no hay crecimiento de células puesto que se les quita
el agua realizando la parélisis del crecimiento microbiano. Asi se consigue una alta
estabilidad genética. La liofilizacion se genera por sublimacion del hielo de las células,
por lo que debemos realizar una congelacién del agua de las células y después
eliminarla mediante el vacio sin necesidad de incrementar la temperatura (Safronova et
al., 1995).

La liofilizacion es apropiada para la conservacién de la mayoria de microorganismos, se
debe evitar la formacién de radicales libres que se producen por exposicion de las
células al oxigeno, ya que estdn asociados con pérdida de viabilidad; de alli la
importancia de mantener el vacio. EI medio empleado en la liofilizacion es un factor
importante en el proceso (Castro et al., 1995).

Las células microbianas sometidas a este tratamiento sufren dos etapas, la congelacion y
la sublimacién del agua. Sin embargo este es un método muy conocido por su
comodidad de almacenamiento y manejo de envio de muestras, ya que se pueden
almacenar en temperaturas de 18 a 20°C y asi su envié es comodo. Algunos de los
crioprotectores recomendados son inositol y leche descremada para bacterias y hongos
respectivamente (Zarate et al., 2006) Normalmente la liofilizacion produce dafios en las
células, siendo los mismos en algunas casos reversibles, por lo cual éstas necesitan un
tiempo de recuperacion que es variable en funcion del tipo de dafio producido (Crespo
et al., 2000).

En la reconstitucion de un tubo liofilizado se logra incrementar la sobrevivencia de los
microorganismos si en lugar de agua destilada se agrega caldo nutritivo o el mismo
medio que se usé para el crecimiento inicial de las células; de esta forma al mantenerse
elevada la presion osmética durante la rehidratacion se logra que la misma proceda en
forma lenta (Safronova et al., 1995).

Se encuentra con frecuencia que el crecimiento después de la rehidratacion tiene una
fase de retardo extendida. Se puede reducir esta fase si se emplea para el crecimiento un
medio de igual composicion que el que da optimo desarrollo pero disminuyendo su
concentracion original entre un 25 y un 50%. En general no es posible determinar para
cada grupo de organismos el método de conservacion ideal, por lo que se trata de
emplear el mas adecuado. (Castro et al., 1995).

Papel filtro

Se utilizan unos discos de papel filtro bastante absorbente, con poros de de 2 pm
(Whatmann n° 3) que se colocan en un sobre de papel aluminio y dentro de cajas de
petri correctamente esterilizadas, se realiza una suspensién en solucion fisiologica
equivalente al patrén numero 10 de la escala de Mc Farland (Ramos et al., 2006). A
continuacion se sumergen los discos en la suspension por un lapso de 2 min, en camara
de flujo laminar y se secan en estufa a 30°C durante 5min y a continuaciéon son
guardados a temperatura ambiente (Garcia et al., 2000).



OBJETIVOS
Objetivo general

Comparar los métodos de liofilizacion y de papel filtro para la conservacién de la cepa
de la levadura Candida guilliermondii.

Objetivos especificos
e Estandarizar los métodos para la conservacion de Candida guilliermondii

e Determinar la viabilidad a corto plazo de la levadura Candida guilliermondii
para los métodos de conservacion.

e Determinar los costos de cada método de conservacion.

METODOLOGIA

El presente trabajo fue realizado en los laboratorios de la Facultad de Ciencias de la
Pontificia Universidad Javeriana, ubicada en la ciudad de Bogota — Colombia.

Cepa Inicial

Se parti6 de un inoculo inicial tomado de una curva de crecimiento de Candida
guilliermondii en caldo YCG, que se estaba realizando, para obtener diferentes
concentraciones de la levadura, necesarias para adelantar otros trabajos de grado, y a las
8 horas de crecimiento, se tomo una muestra de 40 ml de biomasa, que presento una
absorbancia de 0.758 medida en un espectrofotdmetro, correspondiente a un patrén de
Mc Farland numero 8 equivalente a 2.4 x 10° UFC/ml determinado previamente. Se
realiz6 una revision de pureza de la cepa mediante siembra en placa y un extendido
revelado con Gram (Fig4), y posteriormente la muestra fue dividida en volimenes de
30ml y 10ml para cada uno de los procesos de conservacion.

» % o *

5 :
Figura‘i Tincion Gram cepa C. guilliermondii

Meétodo de Liofilizacion

Del Erlenmeyer se tomaron 30ml que fueron separados en tubos de 16x150 con 1 ml

cada uno y centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos llegando a la sedimentacion.
Se lavaron dos veces con agua destilada, posteriormente fueron colocados en viales



donde se les adiciono los conservantes extracto de levadura (5%) y leche descremada
(15%) para ser llevados a congelacion a menos -80°C por 24 horas (Fig5). A
continuacion fueron colocados en el liofilizador con una generacién de la bomba de
vacio menor a 13 Pascales y congelacion estable de -40°C (Smith et al., 2001) (Fig6).

Figura 2. Congelador a -80°C

Figura 3. Liofilizador

Estandarizacion de Criopreservantes.

A partir de la suspension microbiana de levadura de C. guilliermondii se prepararon 6
viales que se separaron en 2 viales por tratamiento, para el proceso de liofilizacion en el
equipo del laboratorio del Centro de Investigaciones Odontoldgicas de la PUJ (Figl,2,3)
donde fueron llevados los viales a un congelador de -80°C con una inclinacion de 45°
para realizar una congelacién en pico de flauta para asi tener un aumento en la
superficie y poder tener una liofilizacion completa, con 3 tratamientos de
criopreservantes (Tablal) la estandarizacion se llevo a cabo en el liofilizador del
laboratorio de la facultad de Odontologia en el Centro de Investigaciones Odontoldgicas
PUJ con una bomba de vacio de 400 x10° mBar lo que en tablas de equivalencia
corresponde a 40 Pa lo que se encuentra por encima de lo reportado (Pascales) (1Ba=
100.000Pascales) y temperatura estable de 60°C, y en el de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales (U.D.C.A.) con una bomba de vacio de 12 Pa (Pascales) y una
temperatura estable de 40°C.

Tabla 1. Mezclas de criopreservantes

% /v Leche descremada | Extracto de levadura
Tratamiento 15% 59%
1
Tratamiento 10% 10%
2
Tratamiento 59 15%
3

Tabla 2. Recuento estandarizacion de liofilizacion

Recuento Recuento Recuento Recuento P
e
UEC UEC UFC UEC Promedio| % Viabilidad

Control 286 257 263 282 272 100%

Tratamient )
e aT'e” © 26 25 2 26 2475 9,1%
Tratan;'ento 5 10 8 7 7.5 2,8%
Tratamient )
ra an;len o 5 15 12 5 95 3.5%




Figuras 4. Liofilizador del Centro de Investigaciones Odontologicas PUJ

FREEZE

Figura 5. Panel de control de liofilizadorPUJ  Figura 6. Camara refriéerante Liofilizador

Método de Papel Filtro

Se tomaron 10ml del caldo de crecimiento de 8 horas que fueron colocados en 4 tubos
de 16x150 y centrifugados a 4000 rpm llegando a la sedimentacién y lavados dos veces
con agua destilada. A continuacion se les adiciond los conservantes de extracto de
levadura (5%) y leche descremada (15%). En condiciones de esterilidad se realizo la
inmersion de los discos de papel filtro cualitativo, previamente esterilizados, en la
solucion preparada y luego del tiempo de 2 min estipulado se retiraron de la solucion y
se pasaron al proceso de secado por 5 min a una temperatura de 30°C. A continuacion
fueron colocados en viales, en grupos de 30 discos por vial. previamente esterilizados.

(Fig7)

"Figura 8. Secado papel filtro

Figura 7. Papel filtro impregnado de C. guilliermondii



Control de Viabilidad

Se realizo una reactivacion una semana después de realizado el procedimiento con 1 ml
de caldo YGC (cuya composicién es en g/L: extracto de levadura 5g, D-glucosa 20g,
Cloranfenicol 0.1g, pH final de 6.6 (Merck , 2000) de 2 viales de liofilizado y 2 viales
de papel filtro con la cepa de levadura Candida guilliermondii por un tiempo de 2
horas.

Posteriormente fue sembrado en superficie, por duplicado, 0.1 ml del reactivado en
cajas petri con agar YGC (cuya composicion es en g/L: extracto de levadura 5g, D-
glucosa 20g, Cloranfenicol 0.1g, agar-agar 15g, pH final de 6.6 (Merck , 2000).

Se llevaron a incubacion con 30°C +/- 2 por 3 dias para observar el crecimiento de la
levadura y a continuacion se procede a realizar el recuento de UFC, acompafiado de una
tincién de Gram para determinar la pureza del conservado y llevar asi un control de la
viabilidad de cada uno de estos procedimientos (Pardo et al, 2008).

Prueba patogenicidad Candida guilliermondii.

La prueba de patogenicidad se realiza con una técnica llamada filamentizacion en
Suero, donde se toma una colonia de la levadura a estudiar con el asa y se siembra en
0.5 ml de suero humano, se incuba a 37°C por 2 horas, al cabo de las cuales, se debe
apreciar la formacion del tubo germinal sin constriccion en el punto de origen y con la
forma caracteristica de “espejo de mano”. Estudios realizados por la Universidad
Javeriana en el 2008 mostraron que la cepa de Candida guilliermondii usada en la
Pontificia Universidad Javeriana no presento tubo germinal, por lo que se determina
como organismo no patégeno. (Pardo et al, 2008).

RESULTADOS/ DISCUSION
Caracteristicas Macroscopicas y Microscopicas

A partir de la suspension de levadura en caldo YGC, se realizo un aislamiento en agar
YGC donde la morfologia observada correspondié a colonias de color blanco brillante,
pequefas y lisas, y durante el transcurso del tiempo el tamafio de las colonias aumenta,
el desarrollo de la levadura C. guilliermondii fue adecuado gracias a la disponibilidad de
glucosa como fuente de carbono y extracto de levadura como fuente de nitrogeno siendo
este un medio apropiado para su crecimiento. (Fig9)

Figura 9. Caracteristicas Macroscopicas de C. guilliermondii en agar YGC



Realizando la tincion de Gram a partir de una de las colonias, se observaron células
ovaladas, en estado de gemacién lo que nos indica el estado activo de la cepa
confirmando la presencia de levadura, tefiidas de Gram positivas debido a la gruesa
pared celular realizando asi la retencion del complejo cristal violeta- yodo. (Fig10)

Figura 10. Caracteristicas Miroc’)picas de C. guilliermondii
Papel filtro

A partir de los viales que contienen los 30 discos de papel filtro cada uno, y mantenidos
a temperatura ambiente, se realiz6 una reactivacion de dos viales adicionandole a estos
1 ml de caldo YGC y agitando durante espacio de 2 horas, logrando asi una suspension
de la cual se tomé 0.1 ml para ser sembrados en cajas de petri con medio YGC y
llevadas a incubadora por un tiempo de 3 dias a una temperatura de 30°C +/-2 para
realizar el recuento de UFC, teniendo como guia el control que corresponde a la siembra
de la suspension de la cepa de C. guilliermondii sin ningun tratamiento.

Durante este tiempo no se produjo crecimiento alguno de la cepa, (Figll) lo que indico
algun inconveniente con el procedimiento, y realizando un extendido con tincién de
Gram confirmamos la presencia de levaduras, (Fig12).

Después de este resultado se realizo una siembra de la suspensidon por segunda vez y
una siembra de los discos papel filtro, para determinar si es mas funcional la siembra de
los discos (Figl3) o de la suspension. (Figl4) Posterior a la segunda siembra de la
suspension y de las levaduras se llevo a incubar por 3 dias a una temperatura de 30°C
+/- 2, encontrando un crecimiento tanto en los discos como en la suspension y llevando
a cabo un extendido con tincion de Gram para la confirmacion de la morfologia,
(Figl5).

Figura 11. Ningun Crecimiento agar YGC Figura 12. Tincion Gram confirmativo C. guilliermondii



Figura 13. Siembra discos papel filtro
C.guilliermondii

Figura 14.Siembra suspension papel filtro
C.qguilliermondii

Figura 15. Gram confirmacién morfologia de C. guilliermondii

Tabla 3. Recuento de colonias de C. guilliermondii después
de una semana papel filtro

Recuento . e
UEC Recuento UFC Promedic | % Viabilidad
Control 273 271 272 100%
Discos UFC | Suspension UFC
Papel Filtro 130 225 202 74%

Estos resultados nos presentan un crecimiento de 202 UFC/ml de viabilidad para el
promedio de recuperacion por medio de la suspensién y de los discos (Tabla4),
dandonos un valor de viabilidad del 74%, lo que nos indica una recuperacion que esta
dentro de los parametros requeridos para un procedimiento de conservacion.

Liofilizacién

Se presentaron inconvenientes con el liofilizador de la PUJ ya que el modelo presente
en el laboratorio no permite la programacion de la bomba de vacio lo que nos llevo a
una lisis de las células por exceso de presion.

Después de una semana de tener los viales a temperatura ambiente se realizé con los
viales una reactivacion por 2 horas con caldo YGC y una siembra en placa con 0.1 ml
en agar YGC llevandolos a incubacion durante 3 dias a una temperatura de 30°C +/- 2.

Se encontrd que una de las combinaciones de los criopreservantes logro presentar una
reactivacion del 9.1% con respecto a los otros métodos teniendo como guia el control
que corresponde a la siembra de la suspension de la cepa de C. guilliermondii (Tabla2).
Siendo este el tratamiento 1 con una combinacion de 15% leche descremada y 5% de
extracto de levadura.

Con los resultados obtenidos en la estandarizacion se procedio a realizar la preparacion
de los 30 viales bajo las concentraciones de 15% y 5% de leche descremada y extracto



de levadura respectivamente, y llevados a liofilizacion en la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales (U.D.C.A.) dentro del Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental (Fig16,17,18) donde se les realizo una congelacion con una inclinacion de
45° para lograr una congelacion en pico de flauta y asi aumentar la superficie de
liofilizacion a una temperatura de -20°C por no poseer un congelador de -80% en el
laboratorio, posteriormente fueron llevados al liofilizador donde se programo un vacio
de 12 Pa y una congelacion de -50°C durante 24 horas teniendo como resultado una
liofilizacion completa de tan solo 11 viales de los 30 enviados, por una descongelacion
dado que no se logro una pre-congelacion a -80°C. (Fig19, 20,21)

Figura 16, Liofilizador del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental U.D.C.A.

Figura 18. Frascos de liofilizacion

Figura 19. Viales no liofilizados Figura 20. Liofilizacién en forma de pico de flauta



Figura 21. Total de viales Liofilizados

Con los viales conservados a temperatura ambiente durante una semana se realizé una
reactivacion de loa levadura, de dos viales adicionandole a estos 1 ml de caldo YGC y
agitando durante espacio de 2 horas, logrando asi una suspension de la cual se tomé 0.1
ml para ser sembrados en cajas de petri por duplicado con medio YGC vy llevadas a
incubadora por un tiempo de 3 dias a una temperatura de 30°C +/-2 para realizar el
recuento de UFC, teniendo como guia el control que corresponde a la siembra de la
suspension de la cepa de C. guilliermondii sin ningun tratamiento, (Fig22,23) donde la
siembra realizada presento un crecimiento de 251 UFC (Tabla5) de promedio lo que nos
equivale a un 92% de viabilidad, presentandonos un muy buen nivel durante el primer
mes después del liofilizado.

Figura 22, 23. Siembra en placa de liofilizado de C. guilliermondii en agar YGC

Tabla 4. Recuento de colonias de C. guilliermondii después
de una semana liofilizacion

Recuento Recuento N TR~

UEC UFC Promedio| % Viabilidad
Control 273 271 272 100%
Liofilizado 296 206 251 92%




Resultados estadisticos

Con los resultados obtenidos no se puede determinar una metodologia estadistica
debido al nimero de muestreos que se obtuvieron ya que no son un tamafio de muestra
adecuado.

Valoracion de costos.
Durante el procedimiento se fueron valorando los costos de cada método, teniendo en

cuenta la relacion costo/beneficio, encontrando un método mas recomendable para la
conservacion de la cepa de levadura Candida guilliermondii (Tabla 6,7)

Tabla 5. Costos liofilizacion Tabla 6. Costos Papel filtro

Liofilizacion Papel filtro
frascos (vial) 5 10.000 Papel filtro % B0.000
Caldo YGC S 60.000 frascos (vial) 5 10.000
Medio YGC S 60.000 Leche descremada| S 5.000
Leche descremada| $§ 5.000 Caldo YGC S 60.000
Uso Liofilizador | 5 240.000 Medio YGC 5 60.000
TOTAL § 375.000 TOTAL §215.000




CONCLUSIONES
e Se determind que la mejor combinacién de criopreservantes fue la del
Tratamiento 1 la cual es de 15% y 5% de leche descremada y extracto de
levadura respectivamente, con unas condiciones de 12 Pa.

e La viabilidad determinada para los métodos fue del 92% para el liofilizado y del
74% para el papel filtro.

e Se encontrd que el método de papel filtro puede llegar a ser un 43% mas
econdmico con respecto al liofilizado.

RECOMENDACIONES

e Se recomienda hacer un seguimiento a las muestras para asi determinar la
viabilidad a mediano plazo.

e Se recomienda realizar un trabajo paralelo donde se puedan experimentar
diferentes presiones generadas por la bomba de vacio.
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