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RESUMEN

Las levadura$ son organismos eueariotas llamados hongos unicelulares, presentan morfologia ovalada,
esférica, cilindsica o elipsoidal. Este grupo ha sido explotado en diversos campos industriales y del sector
agroalimentario, ‘especificamente en la produccion de cervezas, pan y vino. Aislados de levaduras
obtenidosien diferentes ambientes del departamento Norte de Santander, se mantienen conservados en el
Banco de'Cepas de layUniversidad Francisco de Paula Santander. Con el objetivo de caracterizar e
identificar/estos microgrganismos, se realizo la recuperaron y purificacion de las cepas, su morfologia
fue deserita maeroscodpica y microscopicamente; se identificaron mediante galeria bioquimica API 20 C
AUX; se hicieron pruebas de viabilidad a diferentes métodos de conservacion, y finalmente almacenadas
en el banco de cepas. Segin los resultados, las 25 cepas obtenidas corresponden a: Candida
guilliermondii (9), Saccharomyces cerevisiae (5), Candida tropicalis (4), Candida famata (2), Candida
utili (1), Cryptococcus laurentii (1), Cryptococcus albidus (1) Trichosporon mucoides (1) y Candida
pelliculosa (1). Se establecié que el método de conservacion con glicerol al 30 % es ideal para levaduras.
Las cepas pueden utilizarse en investigacion y explorar su potencial biotecnologico en diferentes sectores
productivos.

Palabras clave: Galeria API20C, Candida, sp., Cryptococcus, sp., Trichosporon, sp., Saccharomyces,
sp.
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ABSTRACT

Yeasts are eukaryotic organisms called unicellular fungi, they show oval, spherical, cylindrical, or
ellipsoidal morphology. This group has been used in various industrial fields and the agri-food sector,
specifically in the production of beers, bread, and wine. Yeast isolates obtained in different environments
in the Norte de Santander department, are kept in the Strain Bank of the Francisco de Paula Santander
University. In order to characterize and identify these microorganisms, the strains were recovered and
purified, their morphology was described macroscopically and microscopically; they were identified
using the API 20 C AUX biochemical gallery; viability tests were carried out on different conservation
methods, and finally stored in the strain bank. According to the results, the 25 strains obtained/correspond
to: Candida guilliermondii (9), Saccharomyces cerevisiae (5), Candida tropicalis (4), Candida famata
(2), Candida utili (1), Cryptococcus laurentii (1), Cryptococcus albidus (1), Trichosporon mucoides (1),
and Candida pelliculosa (1). It was determined that the 30% glycerol preservation.method isiideal for
yeasts. The strains can be used in research and explore their biotechnologicalfpotential in different
productive sectors. The strains can be used in research and explore their biotéchnological potential in
different productive sectors. The genera: Candida, Cryptococcus, and Trichosporon are of clinical
consideration, which should be handled with caution.

Key words:: Galeria API20C, Candida, sp., Cryptococcus, sp., Trichosporen, spiSaccharomyces, sp.

INTRODUCCION

Los microorganismos son la clave para el funcionamientode los'sistemas biolégicos, biotecnoldgicos y
el mantenimiento de la vida en el planeta. Por lo tanto, lasipracticas para la conservacion de su diversidad
microbiana son indispensables para mantener los in¢ontables beneficiosique se pueden obtener de ellos,
donde el conocimiento de su diversidad y actividad metabdlica han permitido y permitira destacar su
potencial biotecnologico para sintetizar mejores productos y procesos [1], [2].

Las levaduras o también llamadas hongespunicelularesy, son un tipo de microorganismos que se
reproducen asexualmente por gemacion y algunesypor escision; dependiendo de las circunstancias y la
especie, muchas pueden producir hifas y seudohifasy.es, decir, no tienen septos verdaderos, sino
estrechamientos o constricciongs®que,son prolofigaciongs de las blastoconidias [3]; ademas de ser un
modelo de la investigaciongbiomédica, tienen ‘diversas aplicaciones en la industria alimentaria (la
elaboracion de alimentos especificamente en la fermentacion), en agricultura y la produccion de etanol
combustible [4], [5]. Las levaduras d€gradanimel€culas complejas como hidratos de carbono y azucares
para transformarlos eft diversos compuestos, tales como el alcohol y el diéxido de carbono [4], [6]. Estos
microorganismos tienen unayamplia aplicacion en procesos industriales, donde la biotecnologia ha sido
una herramienta clave para suiinyestigacion y desarrollo [7], [8].

La seleccion de,un mieroorganismo para uso industrial debe realizarse bajo las siguientes condiciones:
que el _microorganismo produzca la sustancia de interés; se encuentre disponible en cultivo puro; sea
genéticamente estable, tengala capacidad de crecer en cultivos a gran escala, y su especie se encuentre
identificadal[9], [10].“Teniendo en cuenta esto Gltimo, la identificacion de levaduras se puede llevar a
cabo“atendiendo a cuatro criterios diferentes: morfoldgicos, bioquimicos, inmunologicos o genéticos
(mediante,PCR o"secuenciacion de ADN genomico). Los criterios morfologicos pueden ser, a su vez,
macro (tienen en cuenta el aspecto de las colonias de levaduras al crecer en los diferentes medios de
cultivo) o migroscopicos (estas caracteristicas son muy utiles para la identificacion de algunas especies
de levaduras);

Los criterios bioquimicos se basan en la capacidad de los microorganismos para asimilar ciertos
nutrientes [11] los cuales se encuentran disponibles comercialmente y tanto su uso como su
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interpretacion son relativamente simples. Entre estos se encuentra la Galeria API la cual fue el primer
sistema de identificacion que asocid las pruebas bioquimicas y una base de datos (software) de
identificacidon, es un sistema estandarizado y miniaturizado de técnicas existentes, incluidas las
complejas para realizar y leer [9] como lo son los criterios bioquimicos enzimaticos o la identificacion
mediante criterios inmunologicos.

El uso de sistemas de indentificacion microbiana ha apoyado la tradicion institucional de la investigacion
microbiologica en Colombia desde el siglo XX, la cual ha contribuido en la busqueda de soluciones a
problemas relacionados con los campos de la salud, la agricultura y la industria, consiguiendo un legado
invaluable y un conjunto de colecciones de microorganismos que forman la basede fututas
investigaciones. Las colecciones microbianas se encargan de preservar y garantizar la disponibilidad de
los microorganismos para la investigacion, y son una etapa fundamental el aislamiento, la identificacion,
la caracterizacion y conservacion de estos microorganismos para la obtencion de_preductosipor vias
biotecnologicas [12]. Entre las mas reconocidas se encuentran los bancos de cepas'y genes del Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia [13], la Universidad €atolica de ' Manizales,
el Instituto Colombiano de Medicina Tropical, el Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas
(SINCHI) y El Centro Nacional de Investigaciones del Café (CENICAFE) [10] . Un trabajo similar se
realiza en la Universidad Francisco de Paula Santander, donde se cuenta con.el banco de eepas ubicado
en el Centro Experimental Campos Eliseos. En este banco se encuentran preservados con diferentes
métodos de conservacion algunos géneros de bacterias, hongos{ actinomicetossy levaduras aislados de
diferentes ambientes naturales, obtenidos de proyectos de in¥estigacion ejectitados en el departamento
Norte de Santander, las cuales no habian sido identificadasini consServadas anteériormente.

Por esta razon los objetivos del trabajo fueron: recuperar, caracterizarymorfologicamente e identificar
mediante pruebas bioquimicas de la galeria API 20/C AUX, las 25 cepas de’levaduras pertenecientes al
banco de cepas; establecer un nuevo método de conservacion,ideal’para estos microorganismos,
conformando asi el banco de cepas; y destacar su poteneial biotecnoldgico para sus futuras aplicaciones.

2. METODOLOGIA

Recuperacion y purificaciéon de levaduras: Fa elBanco'de’ Cepas de la Universidad Francisco de Paula
Santander se mantienen conservadas 25 cepas de levaduras aisladas de diferentes ambientes naturales
del departamento. Las cepasmadres se¢ mantuvieren conservadas en cajas Petri con agar YGC, en tubos
con agar inclinado con capa.de aceite'mineral y microtubos con solucion salina. Los microorganismos
conservados fueron pufificados para su recuperacion, que se realizo mediante siembras repetitivas de la
cepa madre a medigs de‘cultivo agar YGC (agar cloranfenicol glucosa) y YEPD (extracto de levadura
peptona dextrosa), utilizados para el crecimiento y desarrollo de levaduras [14], [15], los tltimos pases
sucesivos se hiicieron en medies,solidos YGC y agar Sabouraud y se incubaron durante 48 h a 28°C,
condiciones de crecimiento utilizadas por Bonifaz, A [16].

Identificacion con kit API20C: Luego de recuperadas y purificadas las levaduras, se identificaron con
la_galeria bioquimica,API 20C AUX (BioMérieux). Galeria constituida de 20 clipulas que contienen
substratos |deshidratadesy’que permitio realizar 19 pruebas de asimilacion, a partir de un cultivo joven
(48h)'de Ja'levadura [11], [17], [18]. Este proceso de identificacion se llevo a cabo en 3 fases: En la
primera ‘sg,realizo tna suspension en 2 ml de solucion salina NaCl 0,85% p/v estéril hasta obtener una
turbidez igual, al. patrén 2 de McFarland (incluido en el kit), en la segunda se transfirio 100uL de esta
suspension ajuna ampolla de C Medium y homogenizo evitando la formacion de burbujas y por ultimo
se llenaron las ctipulas con 100uL la suspension evitando la formacion de burbujas y creando un nivel
horizontal; se incub6 a 29°C durante 48-72 horas. Para realizar la lectura de estas reacciones se hizo por
comparacion con un control de crecimiento (una cupula mas turbia que el testigo indica una reaccion
positiva). Se determino la presencia de hifas (micelio) o de pseudohifas (pseudomicelio) con la ayuda



PROSPECTIVA ISSN EN LINEA: 2216-1368- VOLUMEN 20, N°© 1,2022

del medio RAT (Riz agar Tween) depositando una gota de la suspension obtenida en API NaCl 0,85%
Medium al medio RAT. Este ensayo constituye el N°21 de la galeria. Se considera positivo en caso de
evidencia de la presencia de hifas o de pseudohifas, completando asi la lectura de la galeria y generando
un perfil numérico, que luego se introdujo en el programa informatico: Apiweb V.4., permitiendo
confirmar el nombre para cada microorganismo [3].

Caracterizacion morfologica: una vez identificadas, se procedio a la tipificacion macroscopica y
microscopica de levaduras a partir de caracteristicas fisicas, como: forma, color, elevacion, borde,
superficie y detalles visuales [19]. La observacidon microscopica se realizd por tincién simple con azul
de lactofenol, tincion especial que se realizd a partir de cultivos y que tifio la quitina de lagpared denla
levadura, ayudando en su identificacion [20]. Para la tincion se colocd una gota del colorante en un
portaobjeto y se suspendio la levadura a observar, se cubrié con una laminilla cubreobjeto y se observo
en un microscopio Olimpux LED con los objetivos 10X y 40X.

Conservacion de las Cepas: Para preservar las cualidades genéticas de las levaduras identificadas, s€
cred un banco de trabajo de cultivos en medios Sabouraud (caja de Petri, tubo inclinado y medio liquido),
conservadas en congelacion a 4°C con 30% de glicerol; también en criocongelacion a -80°C en
microtubos con glicerol al 30 % siguiendo la metodologia de Ortiz, T [21];

3.RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica utilizada en la reactivacion y purificacion de 10§ microorganismos permitio obtener cultivos
puros que facilitaron la identificacion. Ademas, el métode de aislamiento propuesto admitié separar los
microorganismos para su conservacion. Con el mgtodo de' identificacion bioquimica, Kit API 20 C.
AUX, se lograron identificar 25 morfotipos de levaduras correspondientes a 4 géneros: Candida,
Saccharomyces, Cryptococcus, Trichosporon; 'distribuidos de la” siguiente forma: Candida
guilliermondii (9), Saccharomyces cerevisiae (5), Candida tropicalis (4), Candida famata (2), Candida
utilis (1), Cryptococcus laurentii (1), Cryptococcus albidus, (1) Trichosporon mucoides (1) y Candida
pelliculosa (1). Todos los indices de identificacién,(%ID) en cuanto a género y especie estuvieron por
encima del 80%, porcentajes optimos segun la tabla delidentificacion contenida en el Kit; las levaduras
LYP3, LYPS, que correspondi€rofina Candida guilliermondii y LNS14 a Cryptococcus albidus,
presentaron los indices de idefitificacion mas altos (99.7 %) (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas Identificadas‘con el sistemarARL20C AUX.

CODIGO GENERO ESPECIE % ID
LXP1 Candida tropicalis 95.8
LYP2 Candida tropicalis 80.7
LXYP4 Candida tropicalis 88.9
LYP6 Candida tropicalis 84.7
LYP3 Candida guilliermondii 99.7
LE¥P5 Candida guilliermondii 99.7
LNSO08 Candida guilliermondii 84.3
LNS09 Candida guilliermondii 84.3
ENS11 Candida guilliermondii 84.3
LNSI12 Candida guilliermondii 84.3
LNSI13 Candida guilliermondii 84.3
CEPA 1 Candida guilliermondii 99.7
CEPA3 Candida guilliermondii 84.3
LNSO07 Candida pelliculosa 933

LV001 Candida Utilis 98.5
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LNSI15 Candida Famata 98.2
CEPA2 Candida Famata 98.2
LV002 Saccharomyces cerevisiae 1 98.7
LV003 Saccharomyces cerevisiae 1 97.9
LVO005 Saccharomyces cerevisiae 1 98.7
LYP Saccharomyces cerevisiae 1 98.7
BEER YEAST Saccharomyces cerevisiae 1 84.3
LNS10 Cryptococcus laurentii 94.4
LNS14 Cryptococcus Albidus 99.7
S04 Trichosporon mucoides 98.1

Ademas de la identificacion bioquimica es 1mportante conocer las caracteristicas morfolo
especie. Mediante la caracterizacion microscopica de levaduras, se logrd la ind
diferentes estructuras tipicas. Se observaron células esféricas, ovoides, elipsoidale

del género Candida, mostraron la formacion de pseudohifas (figura
corresponden a células recién formadas por gemacion que no han alc
género Cryptococcus presenta células esféricas y ovaladas.
caracteristicas macroscépicas y microscopicas de todas las espe

fologia de las levaduras, Saccharomyces cerevisiae se ha reportado con
a1rregular elevacmnycolonlas grandes también colomas rugosasymorfologla

desarrollo morfologico de las colonias pudo visualizarse a lo largo del tiempo debido a que las levaduras
pueden presentar cambios en las caracteristicas tras su crecimiento [24], [19]. Diversos estudios han
demostrado que la morfologia de la levadura afecta los procesos de fermentacion, la morfologia
pseudohifa no solo afecta el tiempo y la eficiencia de la fermentacion, sino que también puede afectar
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los sistemas de centrifugacion, uno de los pasos mas costosos y complejos del proceso para recuperar las
células de levadura para los ciclos de fermentacion posteriores. Ademas, un estudio reciente de Reis, et
al. [22] mostrod que cierta cepa silvestre de S. cerevisiae que exhibe una morfologia pseudohifal a menudo
se asocia con una menor produccion de etanol y un mayor contenido de azlicar residual en el mosto
fermentado [24]. Para el género Candida se observaron células esféricas, ovoides, elipsoidales e incluso
alargadas [11], [25], colonias circulares, blancas, planas, con borde entero, lisa y el detalle optico
brillante [26]. En Candida albicans, se sabe que la morfologia de la colonia esta relacionada con el tipo
de célula: las colonias lisas contienen solo blastoporos, mientras que las colonias rugosas consisten en
diferentes proporciones de hifas y pseudohifas verdaderas. De hecho, la formacion de pseu

extienden numerosas ramas [27].

Figura 1. Morfologia macroscopica de colonias: A. Candida tropicalis; B. Candida guilli
Sacharomyces cerevisiae; D. Cryptococcus laurentii.

A

Dada la distribucion na
explotadas en multip , agricola, entre otros; razon por la cual es 1ndlspensab1e que
alacoleccion se le ifica acion por diferentes métodos bioquimicos o genéticos; uno
de los métodos i empleados en la identificacion de aislamientos clinicos de levaduras, se

mite la identificacion de levaduras por medios bioquimicos mediante 19
azucares diferentes (D-glucosa, glicerol, 2-ceto-gluconato de calcio, L-
, xilitol, D-galactosa, inositol, D-sorbitol, metil-aD-glucopiranésido, N -

fue eficiente yamias preciso que otros métodos fenotipicos [29], [17].

En la actualidad, el impacto del uso de las levaduras va mas alla de la produccion de alimentos y bebidas,
de la produccion de pan, cerveza y vino usando comiinmente Saccharomyces cerevisiae. En la industria
de alimentos las levaduras se utilizan como fuente de obtencion de vitaminas del complejo B, pigmentos,
cofactores, extractos y produccion de biomasa, entre otros. Algunas levaduras presentan un fuerte control
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antifungico que facilita su uso como controladores del deterioro de alimentos. S. cerevisiae se ha venido
usando ampliamente como suplemento alimenticio en vacunos, porcinos y aves, generando un
incremento en el peso y talla de los ejemplares suplementados. Entre sus aplicaciones, también se
encuentra la produccién de etanol para su uso como combustible, la cual se considera una industria
emergente y quizds una de las de mayor proyeccién econdémica entre las que usan levaduras como
catalizadores de este bioproceso [5]

La biosintesis de los carotenoides en distintas especies de levadura se ha estudiado intensamente, entre
los géneros que los producen se encuentran Cryptococcus, Cystofilobasidium, Dioszegia,
Erythrobasidium, Lalaria, Occutilfur y Rhodotorula uno de los géneros que se ha analizado/€on mayor
profundidad; de hecho, se descubrié que distintas especies del género Rhodotorula (R. minuta, R.
glutinis, R. graminis, R. mucilaginosa y Rhodotorula sp. nov.) tienen perfiles similares de totularrodina,
toruleno, y-caroteno y B-caroteno, confirmando que la via de sintesis de los carotenoides es similar o esta
conservada en este género. En general, algunas levaduras antarticas oleaginosas del’gencro Rhodotorula,
pueden considerarse como fabricas celulares de lipidos con potencial biotecnologico, pero se requieren
estudios mas enfocados al metabolismo de las levaduras adaptadas al frio,"que conduzean a la
comprension de las vias y los mecanismos moleculares de la biosintesis y acumulacion de lipidos.
Considerando todo lo anterior, las levaduras antérticas oleaginosas del géhero Rhodotorula, representan
un buen modelo de estudio para aportar nuevo conocimiento y desarrollar noevedosas aplicaciones con
interés biotecnoldgico, como la produccion de biodiésel. [30§2El géneto RhAodoterult presenta la
capacidad de formar capsulas que actian como escudo freate a ambientes”adverses, estas ventajas
adaptativas le proporcionan a este género un potenéial bietecnologice, como controlador de
fitopatogenos. [31]

Entre los géneros identificados también encontramos, Trichosporum-euttneum que desempena un
importante papel en los sistemas de digestion aerobica de aguas residuales debido a su enorme capacidad
de oxidacion de compuestos organicos, incluidos algunos que son téxicos para otras levaduras y hongos,
como los derivados fenolicos [32]; Candida,utilis se utiliza principalmente en la produccion de proteina
unicelular, debido a su capacidad de utilizar vnayvariedad defuentes de carbono, como la paja de arroz,
almidon de papa en aguas residuales, aceite de aguasiresiduales y melaza. [33].

Dados los avances que se han ténido gracias a las investigaciones en relacion con el uso y aplicacion de
las levaduras estas deben de“ser conservadas para su posterior aprovechamiento. La efectividad de la
conservacion de los recursos “microbianos depende en gran medida de la estabilidad de los
microorganismos a la gdongelacion cuando los‘eultivos puros y homogéneos se almacenan en condiciones
que garanticen su vidbilidad, pureza y estabilidad genética, durante largos periodos de tiempo, para darles
un manejo adecuado a las cepas y en la ejecucion de proyectos con fines especificos [12], [34]. El método
de conservacién estuvo acompaiiado del compuesto crioprotector glicerol, para recubrir las células y
evitar lisis40 cambios, osmoéticos debido a la disminucion de temperatura en la suspension [35], [36].
Segln la pruebaydesviabilidad, elglicerol mantuvo inactivas las caracteristicas tipicas de las levaduras,
la viabilidad se ‘comprobd con base en la estabilidad morfoldgica de la colonia (color, elevacion,
superficie) y célula (estructitras microscopicas), después del tiempo de congelacion en el momento de la
Siembra se alcanzo un ¢recimiento Optimo y libre de contaminacion; indicando que la conservacion con
glicerobal 30:%xyes. un método apropiado para preservar levaduras por largos periodos de tiempo [19],
[37], [38]yde esta manera mantener las nueve especies de levaduras identificadas en este trabajo de tan
solo 25 morfotipos aislados previamente, este es un avance importante en el enriquecimiento de material
biologico del’Banco de Cepas de la UFPS.
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4.CONCLUSIONES

La Galeria Bioquimica API 20C AUX, permitié la identificacién de los aislados de levaduras de los
géneros Candida sp., Saccharomyces sp., Cryptococcus sp., y Trichosporon sp., microorganismos con
importancia biotecnoldgica en diferentes sectores industriales y agropecuarios de la region, debido al
alto potencial que cada uno posee.

Se determiné que la conservacion para estas especies de levaduras con el 30% de glicerol es un método
que permite su mantenimiento y preservacion por largos periodos de tiempo; permitiendo conformar el
banco de levaduras para docencia e investigacion.

Es importante resaltar los diferentes usos y aplicaciones que tienen lasdevaduras con potencial
biotecnoldgico, estas pueden ser estudiadas mas a fondo y aprovechadas en la ‘industria alimentaria,
farmacéutica, agricola entre otras, lo que ayudara a dar soluciones a algunas de“las problematicas
ambientales del departamento.
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