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RESUMEN 

 

 

El incremento masivo de desechos o residuos generados por la industria láctea están 

provocando contaminación ambiental en cuerpos de agua y suelos, debido al manejo y 

disposición final inadecuado, ya que estos residuos no son tratados previamente, y de 

los cuales muchos compuestos pueden ser recuperables; con el inconveniente que las 

técnicas para aprovecharlos y hacerlos útiles son costosas y en ocasiones el balance 

entre el residuo y el resultado final no compensa el gasto económico. El objetivo de este 

trabajo es proponer la transformación del residuo lácteo en compuestos volátiles, 

mediante el uso de microorganismos, para esto se aisló la levadura Rhodotorula 

mucilaginosa, con el interés de aprovechar algunos metabolitos secundarios sintetizados 

por esta. Este trabajo de investigación incluyó utilizar el lactosuero como sustrato; 

buscando su transformación, este es un elemento base para el crecimiento de dicha 

levadura. Identificar el microorganismo a través de pruebas bioquímicas, establecer los 

medios de cultivos selectivos aptos para su crecimiento como el YPD según Anna Kot, 

et al 2017 (17),  líquido y/o YPD modificado; además de la formulación del medio 

Lactosuero, seguido de la adición de un principio activo que es el mentol cristalizado 

como coadyuvante para la generación del aroma y la identificación de compuestos 

usando cromatografía de capa fina; siendo la más recomendada según bibliografía 

consultada. El uso de residuos agroindustriales permite minimizar el impacto ambiental 

y al mismo tiempo se pueden obtener subproductos que aportan a las necesidades de 

otras industrias, generando innovación y valor agregado. 

 

PALABRAS CLAVES: Lactosuero, Rhodotorula spp, cromatografía, mentol, 

coadyuvante. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

La industria láctea es de gran importancia a nivel mundial ya que se encarga de la 

producción de todos los derivados de la leche. Sin embargo, durante la elaboración de 

estos subproductos se generan residuos como el Lactosuero rico en proteínas, lípidos, 

lactosa, calcio, lactato, fosfatos y cloruros, el cual es desechado (2). 

  

El desecho del Lactosuero puede ocasionar múltiples problemas, como el taponamiento 

de las tuberías  por la alta cantidad de lípidos que posee, genera contaminación en los 

suelos y en el agua  aumentando la demanda biológica de oxígeno (DBO);  cuando se 

reconocen  los problemas que este desecho está desencadenando, algunas de las 

industrias toman acciones correctivas e implementan tratamientos del residuo, dividiendo 

en 4 fases el proceso: pretratamiento, tratamiento primario, tratamiento secundario y 

terciario, en los cuales se utilizan medios físicos, químicos y biológicos, por lo tanto los 

costos se incrementan (15). 

  

Este problema ya se encuentra avanzado y pese a los esfuerzos realizados por disminuir 

el impacto negativo sobre el ambiente que genera el residuo no ha sido suficiente dar 

una pronta solución. Actualmente el Lactosuero ya presenta otros usos dentro de los 

cuales podemos encontrar procesos fermentativos, bebidas, producción de 

biofertilizantes y es utilizado en tecnología de empaques (15), pero no es suficiente ya 

que la cantidad producida anualmente en el mundo es muy elevada para ser reutilizada 

por completo; según la revisión de Ricardo Parra (2009)  la cantidad anual generada de 

este residuo en el año 2005 se encontró entre 110 a 115 millones de toneladas cúbicas, 

provenientes de la producción quesera (2).  

  

El Lactosuero al ser un residuo obtenido a partir de la fabricación de quesos, es rico en 

alto contenido de lactosa y proteínas (Ricardo Parra, 2009). Sin embargo, no es 

desechado adecuadamente, los componentes que conforman el Lactosuero se 

convierten en contaminantes cuando el líquido es arrojado al ambiente sin ningún tipo de 
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tratamiento, puesto que la carga de materia orgánica genera contaminación 

especialmente en aguas y la impermeabilización en suelos, afectando su estructura 

química y física, de esta manera disminuyendo el rendimiento de cultivos agrícolas (2), 

 

Actualmente el Lactosuero se ha empezado a utilizar en diferentes campos, ya sea para 

producción de etanol, elaboración de bebidas, o extracción de B-galactosidasas, 

empleando diferentes microorganismos para la producción de dicha biomasa, con el fin 

de mostrar una alternativa de inversión sostenible para los empresarios, además de una 

forma de protección al medio ambiente (2). 

 

La generación de aceites esenciales o aromas por medio de procesos químicos es en 

muchas ocasiones altamente contaminante ya que utiliza muchos productos orgánicos 

que son difíciles de eliminar, además de esto los elevados costos para la extracción del 

aceite o aroma y la producción a gran escala se vuelven cada vez más complicados a 

pesar de los avances tecnológicos (1).  

 

La propuesta de este trabajo de investigación consistió en darle uso al Lactosuero en 

este caso como sustrato-ayudador en la generación de aromas que sean empleados en 

la industria cosmética utilizando la cepa Rhodotorula mucilaginosa, de modo que 

contribuya con las necesidades de la sociedad. La función del Lactosuero es suplir un 

componente necesario para el cultivo del microorganismo, identificando el terpeno 

producido, empleando un principio activo el mentol cristalizado (39) y posteriormente 

obtener el aroma. 

 

Para esto se estableció el cultivo del microorganismo, las condiciones bajo las cuales se 

realizaría el procedimiento fueron fijadas de acuerdo a la revisión literaria, y las 

recomendaciones de temperatura, y tiempo de crecimiento sugeridas por los autores que 

realizaron trabajos con la levadura de interés (5,6,8), teniendo en cuenta la ruta 

metabólica de Rhodotorula y conociendo esta, se pudo determinar el momento de la 

obtención. 
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Se destaca en este proyecto, el valor agregado que tiene la producción del aroma, ya 

que se realiza con el empleo de diversos materiales entre los cuales se menciona la 

reutilización de un producto de desecho, se aprovecha la levadura poco utilizada para la 

obtención de aromas a nivel industrial, ya que su uso común está enfocado en la 

producción de carotenoides, lo cual hace que en costos sea más rentable e innovador 

(8). 

  

Para la universidad es benéfico este proyecto en el sentido de que es una investigación 

que hace uso de un desecho orgánico como el Lactosuero, convirtiendo este en el 

producto principal fermentable por la levadura, con el fin de aprovechar el residuo 

disponible y disminuir el impacto negativo que se genera sobre el ambiente, aporte que 

se brinda como novedoso en el programa de Bacteriología y laboratorio clínico de la 

Facultad de Ciencias de la Salud.  
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1. ANTECEDENTES 

 

 

El trabajo de Reyes y Franco (2006), expone cómo a lo largo de la historia la industria ha 

empleado procesos extenuantes en la producción de sabores, pigmentos y aromas, lo 

que puede desencadenar en una influyente causa de contaminación ambiental; entre los 

que destacan la generación de aromas; razón por la cual se ha visto la necesidad de 

implementar nuevas estrategias de producción con la utilización de la biotecnología a 

partir de medios biológicos (microorganismos), con el fin de generar un entorno 

sostenible en el ambiente (1).  

Alchihab y colaboradores (2010), proponen la producción de lactonas utilizando 

levaduras, dichas lactonas tienen la capacidad de generar aromas frutales; dependiendo 

de la levadura y vía metabólica se pueden obtener distintos tipos de lactonas, 

produciendo diferentes tipos de aromas y sabores que posteriormente puedan ser 

utilizados en la industria alimentaria (18). 

Siddiquee y colaboradores (2012), en su trabajo desarrollaron un protocolo eficaz para 

la preparación de muestras basado en gas, cromatografía y espectrometría de masas, 

desarrollando un análisis de compuestos bioactivos, derivados del hongo filamentoso 

Aspergillus niger, cepa SS10, pretendiendo estudiar los complejos de hidrocarburos y 

otros compuestos volátiles que fueron separados usando dos columnas capilares 

diferentes y fases estacionarias no polares y polares medias. Esta es una herramienta 

de investigación para la determinación de compuestos volátiles de los cultivos de A. níger 

(47). 

Liboa y Guerín (2012), determinaron el dominio de las fuentes de nitrógeno, utilizadas 

por levaduras de la especie Rhodotorula mucilaginosa aislada de la materia grasa de 

productos lácteos. Se definió un medio de cultivo adecuado para su fácil crecimiento y 

degradación de origen lácteo, realizando diferentes ensayos con réplicas, usando 

nitrógeno extra urea, sulfato de amonio y cloruro de amonio tomando intervalos de 

tiempo, sometiendo los resultados a varianzas y análisis de residuos, los análisis 

microbiológicos se realizaron en los laboratorios de la Universidad Tecnológica Nacional, 
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Facultad Regional Villa María-Argentina (6). 

 

En el trabajo de investigación de Hernández y colaboradores en el año (2013), dan a 

conocer que Rhodotorula glutinis presenta características en la producción de 

carotenoides, proteínas unicelulares de etanol, ácido acético y acetaldehído en su fase 

de crecimiento y a su vez como sistemas de fermentación para la producción de 

pigmentos en la industria debido a su gran potencial en la industria farmacéutica y 

tratamiento de aguas. La ventaja que tiene este microorganismo es la capacidad de 

crecer y sintetizar metabolitos en diferentes sustratos que contienen materias primas de 

residuos industriales, elevando la rentabilidad de los procesos biotecnológicos. Estos 

metabolitos son usados en diferentes áreas industriales como componentes cosméticos 

y aditivos alimentarios (9). 

 

Moyano y colaboradores en el año (2013), definieron la velocidad de crecimiento y 

desarrollo de la levadura Rhodotorula spp. en un efluente de origen lácteo, usando 

diferentes herramientas informáticas. Las levaduras del género Rhodotorula spp. 

procedentes de este se sometieron a aireación en un reactor biológico permitiendo 

demostrar su capacidad para degradar la materia orgánica presente. Concluyendo que 

es importante el uso de herramientas informáticas para llevar a cabo este tipo de análisis 

y la evaluación del comportamiento de sistemas naturales (22). 

 

Gómez, (2014), en su trabajo  sobre los pigmentos de las levaduras explica que estas 

actúan como precursores de la vitamina A y también tienen colorantes y antioxidantes 

como propiedades. Estos microorganismos son importantes debido a su producción de 

carotenoides, con la ventaja de crecimiento en diferentes residuos agroindustriales, 

suministrando componentes para llevar a cabo el metabolismo microbiano, 

disminuyendo costos de producción y evitando contaminación de estos residuos 

agroindustriales en el medio ambiente;  siendo significativos para cubrir la demanda en 

todo el mundo por las aves de corral, cosméticos, alimentos, bebidas y demás industrias 

(8). 
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En la investigación de Fadel y colaboradores año (2015), a través del análisis del bagazo 

de caña de azúcar encontraron que es adecuado para la producción de aromas y 

crecimiento de las especies de Trichoderma, estudiando su capacidad para elaborar 

aroma de coco en fermentación en estado sólido (SSF). El análisis de cromatografía de 

gases y de espectrometría de masas (GC-MS) mostró la intensidad de olor más alta y el 

máximo rendimiento de sustancias volátiles; la lactona insaturada, 6-pentil-α-pirona (6-

PP), fue el principal compuesto volátil identificado. Se encontró una correlación alta entre 

la composición y el perfil olfativo del aroma producido (10). 

 

El trabajo de investigación de los autores Rosca y colaboradores en el  (2016) 

establecieron como objetivo diseñar un medio de cultivo natural, imitando un medio 

sintético de glucosa de peptona de levadura, capaz de producir un nivel mayor de 

diacetilo y acetaldehído. La presencia de ciertos componentes como suero en polvo y 

citrato de sodio en el medio mejoraron las características y desarrollo del aroma.  Se hizo 

un análisis mediante cromatografía de gases para cuantificar la concentración de 

acetaldehído y diacetilo sintetizados. Se propuso que este sistema sea probado para la 

transferencia biotecnológica a fermentadores industriales y que se utilice durante la 

producción de productos fermentados (12). 

 

En el año 2017, los autores Cheng y colaboradores estudiaron la evaluación de los 

compuestos aromáticos que se producen en la fermentación de las uvas para la 

elaboración del vino utilizando Rhodotorula mucilaginosa y Saccharomyces cerevisiae 

conjuntamente, obteniendo compuestos tales como alcoholes, terpenoles, ésteres, 

etilos, ácidos grasos, entre otros permitiendo así un mejoramiento en el aroma de los 

vinos Ecolly, ya que la Rhodotorula mucilaginosa género aromas frutales y florales (11). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo general 

 

Obtener aromas a partir del uso de un residuo generado por la industria láctea usando la 

cepa Rhodotorula spp. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Establecer el medio de cultivo apropiado para la obtención del metabolito secundario 

en este caso el mentol. 

2. Utilizar el desecho orgánico (lactosuero) en diferentes proporciones en los medios de 

cultivo como sustrato de la fermentación de la levadura. 

3. Identificar los compuestos aromáticos obtenidos a través de pruebas cualitativas. 
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3. MARCO REFERENCIAL 

 

3.1. Aromas 

 

3.1.1. Definición 

 

           Existen gran variedad de aromas en la naturaleza que han generado un impacto 

importante a nivel biotecnológico; puesto que se han relacionado con microorganismos 

como bacterias, hongos y levaduras. Su aplicación en la industria ha tenido gran 

demanda por sus usos como aromatizantes en alimentos, cosméticos, entre otros y con 

ayuda de procesos como fermentaciones tradicionales, biosíntesis de cepas o 

bioconversión de compuestos para la producción de los metabolitos volátiles (32). 

 

        Los aromas son considerados fisiológicamente en sustancias que se pueden 

percibir por medio de receptores sensoriales, como el sentido del olfato. “Uno de los 

aspectos más importantes de una sustancia fragante o aromática es su volatilidad, ya 

que es necesario que la sustancia sea lo suficientemente volátil para alcanzar los 

receptores que se encuentran en la nariz, así que una sustancia aromática debe de tener 

algún grado de volatilidad para poder ser perceptible para el ser humano” (31). 

 

      La variabilidad del aroma puede cambiar de acuerdo a su intensidad, perdurabilidad, 

fragancia y componentes; al mismo tiempo su combinación permite crear diversas 

fragancias agradables o a su vez desagradables para el olfato (31). 

 

          En la producción de aromas los aceites esenciales también constituyen una parte 

importante, debido a que comparten su fracción volátil que es la responsable de generar 

el aroma; estos son mezclas de diferentes compuestos con variado peso molecular 

usados a nivel industrial y farmacéutico (23). 

 

          Se caracterizan por su consistencia (fluidas, bálsamos y oleorresinas), origen 

(natural, artificial y sintético) y naturaleza química (monoterpenos, sesquiterpenos o 

fenilpropanos); estos son aspectos útiles al momento de estudiarlos para obtener el 

producto deseado (23). 
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3.1.2. Tipos de aroma 

 

Para poder establecer cuáles son los tipos de aromas existentes, es importante 

recalcar que esta clasificación proviene de las familias olfativas según lo dicho por 

Encinas Martínez M. en el año 2012 (29), esto en función de las diferentes notas 

característica atribuida, entre los cuales se destacan. 

 

● Hesperidios 

 

        El principio de esta familia se constituye por los cítricos, entre los que se encuentran 

la mandarina, limón, naranja, pomelo y toronja; se acentúan por presentar características 

tales como su frescura y ligereza (29). 

 

● Florales 

 

        Son las fragancias más aceptadas por la mayoría de mujeres en cuanto a demanda 

industrial, se pueden percibir diferentes notas florales, entre estos encontramos jazmín, 

rosa y lirio de los valles, teniendo en cuenta que se pueden presentar en dos formas, 

tenemos el floral sencillo como el aroma de una sola flor o como también se le denomina 

(mononota) fácilmente identificable, y el bouquet que se define como el acoplamiento de 

diversas flores (sinergia) ya que se le conoce por no tener relación con los elementos 

que lo conforman (29). 

 

● Herbales o verdes 

 

         Es un tipo de aroma poco estudiado, debido a que es muy difícil de definir; 

corresponde a plantas silvestres o hierbas que son cultivadas en un jardín tales como el 

romero, la salvia, lavanda, manzanilla y el tomillo, estos se destacan por ser aromas 

limpios y frescos que aluden al olor percibido en el campo o bosque. La principal 

sustancia relacionada es el cis-3-hexen-1-ol de los cuales sus derivados se han 

involucrado en la industria de los sabores y fragancias (29). 



21 
 
 

● Maderas 

 

          Son fragancias derivadas de los aceites esenciales de diferentes árboles como el 

cedro, sándalo y se caracterizan por sus notas cálidas. Son compuestos bicíclicos o 

tricíclicos de 12 a 17 carbonos y un grupo funcional alcohol o ester (29). 

 

● Especies 

 

          Se encuentran aromas característicos denominados como candentes, suaves, 

intensos y hasta picantes; se relacionan con la estimulación de las glándulas 

prostaglandinas y el desplazamiento de la energía, dentro de estos destacan los aromas 

como el clavo, nuez, vainilla, canela, cardamomo y entre los conocidos actualmente el 

chocolate y el café (29).  

 

● Alcanforado 

 

            Son muy comunes porque están presentes en ungüentos para resfriados o 

repelentes; obtenidos por medio del aceite de madera usando el pineno. El alcanfor es 

la molécula responsable de este aroma (29). 

 

●  Musk 

 

       Está relacionado con la perfumería, son aromas cálidos, sensuales y muy naturales, 

comprendiendo 4 grupos: macrociclos nitrogenados, no nitrogenados, bencenoides y 

esteroidales (29). 

 

 

En la siguiente tabla se señalan las subfamilias más importantes: 
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Tabla 1. Subfamilias de tipos de aromas 

Exóticos Sustancias aromáticas que promueven la sensualidad y 

seducción, se destacan por poseer características cálidas, 

fuertes, pero poco comunes.  

Orientales Conjunto de flores y especies, otorgan un equilibrio a las 

sinergias destacándose por un aire místico y sofisticado, 

dan la sensación de un olor a incienso. 

Frutales Insinúan olor a comida reconociéndose por ser una 

subfamilia en la que resaltan las fragancias limpias y 

refrescantes.  

Ambarados Se constituye por productos artificiales de laboratorio, se 

destacan los aromas de tipo dulces, sensuales. 

Resinosos Segregados duros y quebradizos de algunas plantas que le 

dan cierta ligereza a estos aromas a través del calor, se 

destacan por poseer actividad antiséptica; los aromas 

encontrados son el incienso, benjuí, copal y mirra. 

Mononota  Se destaca por ser un aroma característico, único por decirlo 

así sin mezclar con otras sustancias. 

 

Fuente: (Encinas Martínez M. 2012) 

 

3.1.3. Métodos de extracción del aroma 

 

           Para la identificación de compuestos aromáticos se usan técnicas como la 

cromatografía que sirven para separar sustancias disueltas u obtener compuestos de 

una mezcla, entre ellas está la cromatografía de gases, cromatografía en capa delgada 

y cromatografía líquida de alta eficacia HPLC. 

 

 

● Cromatografía de gases 

 

          Es la técnica más utilizada ya que se usa para analizar compuestos volátiles, 

permite separar en fase gaseosa las mezclas siempre y cuando se tenga en cuenta la 
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estabilidad térmica de dichos compuestos. Se maneja un peso molecular menor de 1000 

y una temperatura máxima aproximada de 400ºC (36). 

 

La separación se realiza inyectando una cantidad mínima de la muestra en una corriente 

de gas inerte a temperatura elevada, la corriente de gas pasa por la columna de 

cromatografía permitiendo la separación de los componentes de ésta a través de un 

mecanismo de partición, adsorción o la unión de ambos. Los elementos separados pasan 

por un sistema de detección adecuado (36). 

 

DESCRIPCIÓN DEL EQUIPO 

 

- Fuente de gas 

- Sistema de inyección 

- Horno y columna de cromatografía 

- Sistema de detección 

- Sistema de registro 

 

 
Figura 1: Esquema Cromatógrafo de gases. 

 

      Los gases inertes usados en el proceso no afectan la separación, pero en la fase 

móvil en cuanto a difusión para su velocidad óptima; este si depende del gas portador. 

“Como fuentes de gas portador se suelen utilizar  cilindros de gas comprimido de elevada 

pureza, capaces de suministrar una presión de gas adecuada y constante” (36). 



24 
 
 

 

● Cromatografía en capa delgada 

 

          Proporciona mayor economía y rapidez ya que depende de una mínima cantidad 

de solvente utilizado y brinda la facilidad de procesar varias muestras en una sola placa; 

también los componentes obtenidos pueden ser visualizados por tinción. Determina el 

grado de pureza que contiene un compuesto, comparar muestras, y hacer el correcto 

seguimiento a una reacción (37). 

 

● Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 

 

          Es una técnica que permite un proceso rápido y la determinación de su fracción 

individual; siendo el más utilizado en la separación de mezclas complejas, requiere de 

una fase móvil y una estacionaria y el principio de separación no cambia; donde la 

muestra se va a adherir en la fase estacionaria o se desplaza con la fase móvil. El 

parámetro más importante es el factor de retención (Rf), donde no siempre es constante 

bajo condiciones diferentes (37). 

 

Posee grandes ventajas como el tamaño de partículas que están presentes en la fase 

estacionaria, la intensidad de los efectos capilares y separaciones  más claras; con una 

disminución en el límite de detección de 10 a 100 (37). 

 

3.2. Terpenos 

 

3.2.1. Definición 

 

Los terpenos son moléculas orgánicas que se hallan en mayor frecuencia en las 

plantas, aunque se pueden encontrar en animales y hongos, estos se componen de una 

unidad estructural de isopreno (27), molécula compuesta de 5 carbonos, hidrógeno y 

oxígeno. Por lo tanto los terpenos se clasifican a su vez por las unidades de isopreno 

que los conforman (28). 
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Figura 2. Estructura del isopreno. Fuente: (Negrete E.2012) 

  

Los terpenos denominados también como metabolitos secundarios, son el 

producto que sintetizan mayoritariamente las plantas, estos tienen gran importancia en 

industrias tales como la farmacéutica y la cosmética en la producción de fragancias, 

medicamentos, aditivos alimentarios, entre muchos otros productos (16).  

 

3.2.2. Ruta metabólica 

 

La síntesis de los terpenos se da mayoritariamente por la vía del mevalonato en 

el citosol, la cual consta en primer lugar de dos moléculas de Acetil-CoA las cuales se 

originan a partir de la glucosa en la síntesis de diversos productos, que en conjunto van 

a reaccionar y generar una molécula de Acetatoacetil-CoA que a su vez va a reaccionar 

con otra molécula de Acetil-CoA dando lugar a Hidroximetilglutaril-CoA o 3-hidroxi-3-

metil-glutaril-CoA la cual a través de 2 coenzimas de NADPH va a ser reducida formando 

de esta manera la síntesis del ácido mevalónico (16,34). 

 

Partiendo de la síntesis del ácido mevalónico y a través de la actuación de 

diversos precursores se obtendrá como producto los diferentes terpenos, para la 

biosíntesis de estos es necesario llevar a cabo diversos procesos entre los cuales se 

encuentran las reacciones de condensación del isopentenil bifosfato proveniente de la 

descarboxilación del ácido mevalónico a través del uso del ATP, y su isómero dimetilalil 

difosfato que serán catalizados por una enzima denominada penil transferasa para dar 

origen al prenil difosfato como geranil difosfato (GPP) precursor de los monoterpenos y 

así continuará el proceso hasta lograr la conformación de los distintos terpenos a través 

de sus precursores (16,27). 
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Figura 3: Conversión del Acetil-CoA a ácido mevalónico. Fuente (Bramley 1997) 

 

3.2.3. Clasificación de los terpenos  

 

Los terpenos se clasifican de acuerdo a las unidades de isopreno que los 

constituyen, de la siguiente manera: 

 

Tabla 2. Clasificación de los terpenos  

 

Número de unidades de 

isopreno 

Número de carbonos Terpeno 

2 10 Monoterpenos 

3 15 Sesquiterpenos 

4 20 Diterpenos 

5 25 Sesterpenos 

6 30 Triterpenos 

8 40 Tetraterpenos 

Fuente: (Negrete E. 2012) 
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Monoterpenos: Se denominan como isoprenoides de clase simple, constituidos 

por dos unidades de isopreno y 10 carbonos en su estructura. Tienen gran importancia 

por ser componentes de los aceites esenciales, su uso en fragancias, y además se le 

atribuye por poseer propiedades farmacéuticas; lo cual hace que este tipo de terpenoides 

tengan gran relevancia a nivel industrial. Dentro de ellos se encuentran la familia de los 

cíclicos que abarca al nerol, geraniol; y los  ciclohexonoides como el mentol, 

isopipertenol, carveol, entre otros (34). 

 

3.2.4. Mentol 

 

El mentol pertenece al grupo de los monoterpenos, compuesto por dos unidades 

de isopreno y 10 carbonos, este se encuentra distribuido en la planta del género Mentha, 

específicamente en la hojas, pues son los aceites esenciales los responsables del aroma, 

siendo estos un conjunto complejo de elementos característicos de los monoterpenos 

entre otros compuestos (23), de acuerdo a esto y a lo largo de la historia se le ha atribuido 

un sin fin de propiedades en varios campos como lo es en la medicina, cosméticos, 

alimentos, entre otros.  

 

Se caracteriza por poseer un sabor mentolado con una noción refrescante. En 

cuanto a su composición este tipo de terpeno se caracteriza por poseer isómeros que 

son elementos que tienen igual constitución de las moléculas de origen pero distinta 

estructura química; dentro de los que se encuentran: d-mentol, l-mentol (27). 

 

 

3.3. Lactosuero 

 

3.3.1. Definición 

 

El Lactosuero es una sustancia líquida, de un color amarillo verdoso, obtenido del 

proceso de la elaboración del queso, se obtiene posterior a la adición del cuajo, siendo 

este el líquido sobrenadante, que puede poseer cerca del 90% de los nutrientes iniciales 

de la leche (2). 



28 
 
 

3.3.2. Estadísticas 

 

En el 2014 según el Ministerio de agricultura, y el DANE, en los 22 departamentos 

productores de leche en Colombia, se generan 17.554.680 litros de leche, se estima que 

el 57% de la leche producida se destina para el sector industrial, lo que equivale a 

9.956.773 litros de leche; a partir de esta se produjeron cerca de 55.000.000 kilogramos 

de queso blando, y una cantidad menor a los 5.000.000 kilogramos en cuajadas, quesos 

curados y queso crema (35). 

 

¨Colombia cuenta con alrededor de 395.215 unidades productoras de leche, de 

las cuales el 80.7% (319.106) corresponden a pequeños productores de leche, que a su 

vez generan el 37% de la producción nacional¨ (35). 

 

 

3.3.3. Tipos de Lactosuero 

 

Hay 2 tipos de Lactosuero, lo cual depende del tipo de queso que se esté 

elaborando, así mismo será el Lactosuero que se obtenga. 

 

El Lactosuero ácido se obtiene posterior al proceso de coagulación ácida o láctica 

de la caseína, su pH puede variar entre 4.0 y 5.8, tiene un alto contenido mineral, este 

es característico de la elaboración de quesos frescos, por lo tanto es el más abundante 

en Colombia (15,19).  

 

El Lactosuero dulce es aquel que se obtiene de la precipitación de las proteínas, 

ocasionada por la hidrólisis de la k-caseína por coagulación enzimática, esta posee un 

pH entre 6.6 y 8.0 y no varía la composición mineral ya que mantiene muchas de las 

características que presenta la leche inicial (15,19). 
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3.3.4. Componentes   

 

Tabla 3. Componentes del Lactosuero 

 

Componente Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero ácido (g/L) 

Sólidos totales 63,0- 70,0  63,0- 70,0  

Lactosa 46,0- 52,0 44,0- 46,0 

Proteínas 6,0- 10,0 6,0- 8,0 

Calcio 0,4- 0,6 1,2- 1,6 

Fosfatos 1,0- 3,0  2,0- 4,5 

Lactato 2,0 6,4 

Cloruros 1,1 1,1 

 

Fuente: (Panesar et al., 2007) 

 

En la tabla 3 se puede apreciar no solo los componentes principales que están en 

el lactosuero, sino las diferencias entre el lactosuero dulce y el ácido; sin embargo, 

además de esto el 90% de lactosuero  es agua, 0.3% de grasas, 0.2% de ácido láctico y 

el 70% son proteínas crudas, que corresponden a ß- lactoglobulina, α- lactoglobulina, 

inmunoglobulinas, y peptonas (15). 

 

Adicionalmente posee una amplia cantidad de vitaminas tales como: tiamina, 

riboflavina, ácido nicotínico, ácido pantoténico, piridoxina, cobalamina y ácido ascórbico 

(3). 

 

3.3.5. Problema ambiental 

 

El lactosuero se produce en altas cantidades en la industria láctea, este es 

desechado en las alcantarillas por toneladas diariamente, eliminando de esta manera un 

producto con un alto valor proteico y con una alta cantidad de sólidos totales, ya que este 

posee cerca del 55% de los ingredientes totales de la leche (2). 
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Es un vertimiento altamente contaminante  ya que afecta la estructura física y 

química del suelo disminuyendo el rendimiento de los cultivos agrícolas (2).  

 

Debido a su elevada cantidad de sólidos totales al salir en las aguas residuales 

aumenta la  demanda química de oxígeno (DQO) y la demanda biológica de oxígeno 

(DBO), disminuyendo de esta manera el oxígeno disuelto (OD) en el agua lo cual causa 

un impacto negativo en la vida acuática, además la presencia de aceites y grasas puede 

generar taponamiento en las tuberías a largo plazo (4). 

 

Según las estadísticas a partir de 10 L de leche se produce 1-2 kg de queso, y 

cerca de 8-9 kg de suero (15). 

 

 

3.3.6. Otros usos del lactosuero 

 

Otros estudios sugieren que se ha buscado la manera de aprovechar este residuo, 

sin embargo los usos que se le han dado no son suficientes para el total aprovechamiento 

de este líquido, por lo tanto no suplen la utilización del mismo, con respecto a la 

producción anual. 

 

Entre los usos más importantes se han elaborado bebidas fermentadas y 

alcohólicas, producción de ácidos orgánicos, elaboración de concentrados y proteínas 

(2), hidrolizados aislados, fórmulas infantiles, producción de etanol, biomasa, levaduras 

para panificación, producción de exopolisacáridos, ácido acético, propiónico y láctico (3), 

entre otros.  
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3.4. Rhodotorula   

 

3.4.1. Definición y Características generales 

 

 
Figura 4. Colonia característica de Rhodotorula spp, agar sabouraud dextrosa. 

Fuente (Universidad de Antioquia) 

 

Rhodotorula es un género de levadura perteneciente a la familia Basidiomycota, 

se puede encontrar comúnmente en aire, suelo, fuentes de agua como lagos u océanos 

(5), debido a su fácil aislamiento y su alta capacidad de  crecimiento, es apta para obtener 

el resultado esperado, produciendo un alcohol que pueda ser utilizado en un futuro para 

la industria ya sea cosmética, o de aseo; está es aerobia y presenta su óptimo 

crecimiento a 30 grados C, con un pH que puede variar de 4-6 aproximadamente  y es 

de rápido crecimiento a 37 grados C, su tiempo de incubación puede variar de 48 a 72 

horas, dependiendo de la cantidad de biomasa que se espera obtener (9). 

 

Microscópicamente se observan blastoconidias, de 2 a 5 micras, se reproducen 

por gemación; macroscópicamente en agar sabouraud dextrosa cloranfenicol son 

visibles a las 24 horas del comienzo de su incubación, y presenta colonias mucosas 

brillantes, que pueden variar de color rosa a salmón (5,7). 

 

Este género de levaduras es altamente conocida por la producción de 

carotenoides que ha sido ampliamente estudiada para su uso en diversas industrias, 

además se puede incluir dentro del grupo de los microorganismos biorremediadores por 

su capacidad para degradar grasas y biodiesel, que es una habilidad característica de 

Rhodotorula mucilaginosa (5). 



32 
 
 

 

3.4.2. Características bioquímicas  

 

Rhodotorula presenta gran variedad de especies, dentro de las cuales se puede 

encontrar R. mucilaginosa, R. rubra, R. glutinis entre otras, que pueden ser utilizadas en 

la industria, estas a su vez tienen características bioquímicas específicas con lo cual es 

más sencillo realizar su identificación; para iniciar las levaduras en general son fácilmente 

identificables por poseer la enzima ureasa, en general las Rhodotorulas no son capaces 

de fermentar el azúcar, sin embargo utilizan este como una fuente de carbono, además 

tienen la capacidad de producir una alta cantidad de carotenoides que son un mecanismo 

de defensa contra los rayos UV (5), y otros factores ambientales que pueden afectar su 

crecimiento. 

 

Rhodotorula glutinis por ejemplo, tiene la capacidad de producir la enzima Q-10, 

no toleran concentraciones de glucosa mayores al 50%, y crecen a concentraciones del 

10% de NaCl (5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISEÑO METODOLÓGICO 

 

4.1. Universo, población, muestra 
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● Universo: Desechos agroindustriales 

● Población: Desechos extraídos del proceso de elaboración del queso 

● Muestra: Lactosuero 

 

El trabajo se desarrolló en los laboratorios de la Universidad Colegio Mayor de 

Cundinamarca y los Laboratorios de Tecnoparque – SENA Nodo Bogotá. 

 

El proyecto posee un enfoque ambiental ya que mediante la utilización y 

aprovechamiento de este desecho generado por la industria láctea (lactosuero), se busca 

además de generar un producto, disminuir el impacto en el agua y el suelo, haciendo un 

correcto uso de las herramientas biotecnológicas. 

 

Este estudio puede ser clasificado según Sampieri y colaboradoras en 2010 (38) 

como una investigación:  

 

● Experimental: Debido a que se están manipulando las variables independientes, 

con el fin de evidenciar su comportamiento bajo dichas circunstancias. 

● Explicativa: Ya que se podrá obtener el metabolito en este caso el terpeno, a partir 

de la observación del proceso causa y efecto, teniendo en cuenta la manipulación 

intencional de las variables. 

 

4.2. Hipótesis, variables e indicadores: 

 

Hipótesis: Es posible biosintetizar un terpeno haciendo uso del lactosuero como medio 

de cultivo fermentable en adición con otros componentes mediados por la levadura 

Rhodotorula spp. 

 

 

Variables: 
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● Dependientes: Síntesis del terpeno 

● Independientes: Microorganismos, Cantidad de inóculo, Nutrientes, Procesado 

de la fermentación, Tipo de lactosuero. 

 

Indicadores: Percepción sensorial del aroma, Presencia o ausencia del terpeno, 

intensidad del terpeno, pH, temperatura, tiempo de agitación. 

 

4.3. Técnicas y procedimientos 

 

4.3.1. Precultivo y mantenimiento de las cepas 

 

El cultivo y proceso experimental se realizó en Tecnoparque- Nodo Bogotá SENA, 

se utilizó la cepa de Rhodotorula spp disponible en el cepario de la Universidad Colegio 

Mayor de Cundinamarca (Bogotá-Colombia), suministrada en Agar sabouraud dextrosa, 

de la cual se hizo un repique en Agar sabouraud dextrosa cloranfenicol como medio de 

mantenimiento para posteriormente realizar el proceso. 

 

4.3.2. Identificación del microorganismo 

 

Se observó el crecimiento y las características micro y macroscópicas, para 

determinar qué tipo de especie se está trabajando, además de esto se contó con la ayuda 

del kit para levaduras REMEL. 

 

4.3.3. Obtención del sustrato 

 

El sustrato empleado para la producción del terpeno es el lactosuero, como fuente 

de suplemento nutricional para el medio de cultivo del microorganismo, el lactosuero 

obtenido a partir de los desechos de la fabricación de quesos de las empresas ubicadas  

en los alrededores de Cundinamarca.  

4.3.4. Tratamiento del lactosuero  
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El tratamiento por el cual se sometió el lactosuero consiste en la determinación de 

pH, densidad y acidez con el fin de establecer el tipo de lactosuero, se somete a una 

filtración manual, shock térmico el cual consiste en una pasteurización a una temperatura 

de 65°C en 30 minutos posteriormente tratado con agua fría o hielo; eliminando toda la 

carga microbiana presente.  

 

4.3.5. Preparación del medio de cultivo  

 

De acuerdo a la literatura consultada se formularon 2 medios de cultivo líquido, 

uno de ellos el medio YPD líquido según Anna Kot y colaboradores (17) y el medio YPD 

modificado según Claudia Martínez y colaboradores (24), los cuales fueron adaptados 

para la producción del metabolito; se componen de:  

 

-YPD LÍQUIDO:  

 

Glucosa                      2% (5g) 

Peptona                      2% (5g) 

Levadura                    1%  (2.5g) 

Glicerol                       5% (12.5g) 

Cloranfenicol              (0.0075g)    

Agua destilada           125ml 

Lactosuero                 125ml 

 

 

-YPD MODIFICADO: 

 

Glucosa                      2% (5g) 

Peptona                      0,5% (1.25g) 

Sales: 

(NH4)2SO4                 0.3% (0.75g) 

KH2PO4                      0.1% (0.25g) 
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MgSO4x7H2O             0.05% (0.125g) 

Cloranfenicol               0.0075g 

Agua destilada            125ml 

Lactosuero                  125ml 

 

Se formulara además un medio a base del lactosuero, peptona y cloranfenicol.  

 

-MEDIO LACTOSUERO: 

 

Lactosuero  250ml 

Peptona   1.25g 

Cloranfenicol            0.0075g 

 

Luego de la obtención de estos medios, se llevaron a esterilizar en autoclave 

durante 20 minutos en 15 libras a 121°C; es importante aclarar que la adición del 

cloranfenicol se llevó a cabo luego de la esterilización esto con el fin de evitar que se 

desnaturalice y pierda su acción.  

 

Para validar los resultados de los medios de cultivo se utilizó  un control positivo  

y un control negativo, el control positivo se realizó sin el lactosuero y el control negativo 

es el medio sin inocular. 

 

Los controles se formularon a partir de un medio líquido compuesto de: 

 

Glucosa                                     1g 

Fosfato hidrogeno dipotasico    0,5g 

Peptona                                     0,7g 

Extracto de levadura                 0,5 g 

Agua destilada                          100 ml 

NOTA: Los ensayos se realizaron por triplicado 
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4.3.6. Preparación y siembra del inóculo   

 

A partir del crecimiento obtenido del último repique se realizaron diluciones 

seriadas, las cuales se preparan con un buffer de agua peptonada 9 ml en cada tubo y 

una asada de las colonias de la levadura en la primera dilución, teniendo en cuenta la 

escala de Mcfarland al 0.5; de esta dilución madre se pasa 1 mL a la siguiente y así 

sucesivamente hasta la dilución 10-7, el recuento se realizó en cámara de neubauer, 

hallando cuál de las diluciones se acerca a un recuento aproximado de 1*106 células/ml. 

 

Luego de la obtención de los medios de cultivo y del recuento a partir de las 

diluciones; el inóculo se llevó al 10% teniendo en cuenta que se preparó 250 ml de cada 

medio de cultivo; por lo tanto el volumen del inóculo será de 25 ml + 225 ml del medio. 

Los medios se sometieron a agitación constante en un shaker a 150 rpm a una 

temperatura de 30°C por 48 horas. 

 

4.3.7. Recuento de levaduras 

 

A partir de las diluciones realizadas se hizo recuento en cámara de neubauer 

(Figura 11) con ayuda de un microscopio de fluorescencia dando como resultado 

aproximado de 1*106cel/ml en la dilución 10-4 y 10-5 empleando la siguiente fórmula: 

 

Células / mL = # Células contadas*10000/4 

 

4.3.8. Preparación del principio activo  

 

Para la preparación del principio activo a partir del mentol cristalizado se realizó 

una mezcla emulsionada utilizando 80% (80 ml) de fase acuosa que en este caso sería 

agua destilada, 2% (2 ml) de alcohol polivinílico y 20% (20 gr) de mentol cristalizado, 

procedimiento obtenido de la patente de Tatsuo Moroe y colaboradores en 1971 (39); 

esta solución se agregó a los medios de cultivo y al control positivo, al 1% (2.5ml) del 

total del medio del cultivo. 
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Se sometieron a una agitación constante por 48 horas a 150 rpm a 30°C. 

 

4.3.9. Purificación de la muestra 

 

Al finalizar la etapa de incubación se tomó el medio y se centrifugó a 3500 rpm 

por 15 minutos, con el fin de descartar el sedimento y guardar el sobrenadante, 

posteriormente, el sobrenadante se procesó utilizando el rotaevaporador, a unas 

condiciones de presión de 55 mbar, rotación de 80 rpm y una temperatura de 80 grados 

centígrados, con el fin de purificar aún más la muestra a analizar por cromatografía de 

capa fina. 

 

 

 

Figura 6: Muestra sometida en el rotaevaporador. Fuente: Propia  

 

 

4.3.10. Identificación de compuestos volátiles 

 

A través de diversas reacciones químicas se logró evidenciar que compuestos volátiles 

estaban presentes en los medios de cultivo formulados, entre las reacciones químicas 

que se llevaron a cabo están: la identificación de alcoholes, fenoles, aldehídos y cetonas 

(48). 
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-Alcoholes: Para la identificación de alcoholes, se preparó el reactivo de lucas 

(ZnCl2/HCl conc) el cual consta de la disolución de 0,5 gr de cloruro de zinc anhidro en 

52.5 ml de HCL concentrado. Se adiciono en tubos de ensayo 2 gotas de la muestra más 

10 gotas del reactivo de lucas, la lectura se realizó en el transcurso de 5 minutos. 

 

Interpretación: -Si inmediatamente se forma una solución turbia, estamos ante la 

presencia de un alcohol terciario. 

                           -Solución turbia al transcurrir de 3-5 minutos, alcohol secundario 

                           -Si no hay evidencia de reacción, alcohol primario  

 

-Fenoles: Se utilizó 1 ml de cada muestra más 5 gotas de FeCl3. 

 

Interpretación: Reacción positiva: Coloración verdosa, azul o violeta 

                          Reacción negativa: Coloración amarilla 

 

-Aldehídos y cetonas: Se precisó la preparación del reactivo de Tollens: 

Solución A: En 30ml de agua destilada se disolvió 3 gr de Nitrato de plata 

Solución B: Hidróxido de sodio ( NaOH) al 10% 

Para reaccionar con las muestras, se utilizó 1 ml de cada solución se mezclaron y 

reaccionaron con 1ml de muestra; adicional a eso se agregó gota a gota el Amoniaco en 

cabina de calentamiento, por precaución ya que este genera vapores que pueden llegar 

a ser tóxicos tras su inhalación. 

 

Interpretación: Formación de un espejo de plata por la evidencia del óxido de plata ya 

disuelto, para tal efecto se adiciona gota a gota de Amoniaco en cabina de calentamiento. 

 

NOTA: Los ensayos se realizaron por duplicado. 

4.3.11. Extracción del aroma  
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Para la identificación del compuesto aromático se realizó una cromatografía de 

capa fina en la cual se preparó la solución patrón utilizando 1 gramo de mentol 

cristalizado disuelto en 1 ml de diclorometano metanol proporción 10:1. 

  

Para las muestras se tomó una alícuota de 5 ml de cada medio de cultivo (medio 

lactosuero, medio YPD modificado, medio YPD líquido, control positivo, control negativo). 

 

Posteriormente se tomó 25 microlitros de las muestras previamente preparadas y 

se colocaron por triplicado en la placa de sílica gel como se observa en la figura 7 (Ver 

figura 16). 

 
Figura 7. Ubicación de las muestras en el silica gel. Fuente (propia) 

 

Se dejó secar a temperatura ambiente por un periodo de 5 minutos y se introduce 

en la cámara cromatográfica, se dejó correr y transcurridos 20 minutos se introdujo en la 

placa de luz UV, se leyó a 365 nm generando un corrido azul y a 254nm generando luz 

verde; finalmente se reveló con yodo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Identificación de la cepa 
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Figura 8: Colonias de Rhodotorula spp en Agar sabouraud dextrosa. Fuente (propia)  

 

Los resultados obtenidos del software Rapid Yeast Plus fueron los siguientes: 

Tiene un 95.18% de probabilidad para Rhodotorula rubra que se puede observar en la 

Figura 9, por lo tanto predice que la caracterización de la cepa suministrada por la 

Universidad Colegio mayor de Cundinamarca corresponde a Rhodotorula rubra, 

conocida en la actualidad como Rhodotorula mucilaginosa.   

 

Figura 9: Reporte del software Rapid Yeast Plus. Fuente: (propia) 

 

5.2. Tratamiento del lactosuero  
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Figura 10. Tratamiento del lactosuero. Fuente (propia) 

 

En la Figura 10 se puede observar el proceso de filtración y calentamiento para la 

posterior generación del choque térmico con el fin de eliminar microorganismos que 

puedan ocasionar interferencias; posteriormente se procedió a tomar el pH con el 

pHmetro el cual arrojó un valor de 6, indicando que el tipo de lactosuero utilizado 

corresponde ser un lactosuero ácido, este se caracteriza por presentar un alto contenido 

de minerales, proteínas.  

 

5.3. Condiciones de los medios de cultivo  

 

 

Figura 11. Medios de cultivo Fuente: (Propia)  
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Se formularon los medios en base a los artículos elaborados por (Anna Kot, et al 

2017) y (Claudia Martínez, et al 2006) con una ligera modificación que consistió en la 

adición de lactosuero en una proporción de 1:1 con respecto al total del medio de cultivo. 

 

Para el crecimiento óptimo de la levadura el pH de los medios de cultivo se ajustó  

alrededor de 5.2. Dependiendo si el pH es ácido o básico las soluciones reguladoras 

utilizadas son NaOH y HCL. 

 

5.4. Recuento de levaduras 

 

[10-4 ]= # cel*10.000/4 

[10-4 ]= 1.344cel/ml*10.000/4 

[10-4 ]= 3’360.000cel/ml 

 

[10-5 ]= # cel*10.000/4 

[10-5 ]= 428cel/ml*10.000/4 

[10-5 ]= 1’070.000cel/ml 

 

Por lo tanto la dilución 10-5 es la que se asemeja a la cantidad de levaduras 

necesarias para el proceso fermentativo. 

  A B C 
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 D  E F 
 

Figura 5: Dilución 10-1, 10-2, 10-3,10-4,10-5,10-6. (Izquierda a derecha y de Arriba hacia 
abajo.)  Fuente: propia 

 
 
A: Se puede apreciar que en la dilución madre 10-1 en un solo cuadrante el recuento es 
mucho mayor al requerido, aunque en la imagen no se puede estimar claramente. 
 
B: En esta dilución la imagen señala los 4 cuadrantes de la cámara de neubauer, se 
puede establecer que el recuento sigue siendo muy alto. 
 
C: Al igual que en la imagen anterior el recuento de levaduras sigue siendo elevado. 
 
D: A partir de la dilución 10-4 el recuento de levaduras se encuentra en aproximación a 
la cantidad de inóculo debido. 
 
E: El recuento de levaduras en la dilución 10-5 es el estimado para el proceso 
fermentativo, se acerca al valor requerido.  
 
F: En este cuadrante al igual que el anterior no se puede tener una cierta idea del 
recuento ya que la imagen se tomó de una parte de un cuadrante. 
 

 

5.5. Evaluación sensorial de los medios de cultivo 

 

        Se realizó un análisis sensorial con los funcionarios y estudiantes de Tecnoparque 

Nodo Bogotá, usando el sentido del olfato con el fin de medir la aceptabilidad e intensidad 

del aroma a mentol producido por los 3 medios de cultivo formulados. 

 

Olor: Compuestos volátiles que contribuyen al aroma 

         Se  calificó cada ítem en una escala del 1 al 3; siendo: 
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1: Percepción nula                                        1. Ligeramente intenso 

2: Percepción moderada                               2. Moderadamente intenso 

3. Percepción fuerte                                      3. Fuertemente intenso 

 

Tabla 4. Panel sensorial  

 

N° PERSONAS 1 2 3 4 5 

ITEMS PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN 

MEDIO YPD 

LÍQUIDO 
 2  3 1   2  2  2  2  3  1  1 

MEDIO YPD 

MODIFICADO 
 3  3  2  3  3  3  2  2  2  2 

MEDIO 

LACTOSUERO 
 1  2  1  1  1  1  1  2  1  2 

 

 

N° 

PERSONAS 
6 7 8 9 10 

ITEMS PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN PERCE INTEN 

MEDIO YPD 

LÍQUIDO 
 2  2  2  2  1  1  2  3  2  3 

MEDIO YPD 

MODIFICADO 
 3  3  2  3  3  3  2  2  1  2 

MEDIO 

LACTOSUER

O 

 1  1 1   2  2  1  3  2  1  1 

 

PERCEPCIÓN: PERCEPCIÓN DEL AROMA 

INTENSIDAD: INTENSIDAD DEL AROMA 
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Figura 12. Evaluación sensorial medio YPD líquido. Fuente (Propia) 

 

 

Figura 13. Evaluación sensorial medio YPD modificado. Fuente (Propia) 
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Figura 14. Evaluación sensorial medio lactosuero. Fuente (Propia) 

 

5.6. Pruebas químicas para la identificación de compuestos volátiles 

 

Con el fin de determinar la presencia de compuestos volátiles en las muestras se 

realizó la identificación cualitativa de fenoles utilizando cloruro férrico, aldehídos y 

cetonas mediante la utilización del reactivo de Tollens y la identificación de alcoholes con 

reactivo de Lucas (48).  

 

Está identificación se realizó en el medio de cultivo posterior a la inoculación y a 

la adición del principio activo, la cual arrojó los siguientes resultados. 
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Tabla 5. Resultados de las pruebas químicas realizadas a los medios de cultivo. 

 

COMPUESTO 
IDENTIFICADO 

MEDIO RESULTADO 

 
 

FENOLES (Cloruro 
férrico) 

LACTOSUERO NEGATIVO 

YPD MODIFICADO NEGATIVO 

YPD LÍQUIDO NEGATIVO 

 
 

ALCOHOLES (Reactivo 
de Lucas) 

LACTOSUERO  ALCOHOL 3 

YPD MODIFICADO ALCOHOL 2 

YPD LÍQUIDO ALCOHOL 1 

 
 

ALDEHÍDOS (Reactivo de 
Tollens) 

LACTOSUERO  NEGATIVA 

YPD MODIFICADO NEGATIVA 

YPD LÍQUIDO POSITIVA 

 

Fuente: (Propia) 
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Figura 15. Prueba de aldehídos positiva medio YPD líquido. Fuente: (Propia) 

 

5.7. Cromatografía de capa fina  

 

Se realizó una cromatografía de capa fina con el fin de detectar el mentol presente 

en las muestras, teniendo en cuenta que el Rf del control del mentol que es 0.78. 

 

 
 

Figura 16. Cromatografía de capa fina. Fuente: (Propia) 

 

Tabla 6. Resultados de la cromatografía 
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Muestras  Recorrido (mm) Rf 

1. Control MENTOL 59mm 0.78 

2. Lactosuero 53mm 0.70 

3. YPD modificado 55mm 0.73 

4. YPD líquido 52mm 0.69 

5. Control positivo 55mm 0.73 

6. Control negativo  49mm 0.65 

Fuente:(Propia)  

 

En la siguiente gráfica se evidencia el comportamiento del recorrido de cada 

muestra con respecto al control (Mentol), lo que refleja que tanto la muestra número 3 ( 

medio YPD modificado) y la número 5 (Control positivo) tienen cierta aproximación al 

control, lo cual predice que el medio produjo alcohol. El medio a base de Lactosuero tuvo 

un comportamiento similar. 

 

Rf: Corresponde a la distancia recorrida por el soluto y el eluyente, teniendo como 

referencia el punto de  partida. Para calcular el Rf se aplica la siguiente fórmula: 

 

Rf = distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por el eluyente 

(Y) 
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Figura 17. Rf de las muestras  

 

En la siguiente gráfica se muestra la dispersión de los datos con respecto al 

coeficiente de correlación, existe en los datos una dependencia funcional entre los datos 

obtenidos en las muestras corridas pero no de tipo lineal, por lo tanto la correlación es 

muy pequeña.  

 

 

Figura 18. Coeficiente de correlación  
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 6. DISCUSIÓN 

 

La cepa X suministrada por la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca no se 

encontraba caracterizada por especie, por lo tanto fue necesario utilizar el kit REMEL 

método cualitativo, basado en la degradación enzimática de sustrato visible a través de 

una reacción colorimétrica; los datos obtenidos fueron analizados con el software RapiD 

yeast plus (siguiendo la recomendación de la casa comercial), el cual mostró un 95.18% 

de probabilidad para la especie Rhodotorula mucilaginosa (Sinonimia: Rhodotorula 

rubra), la cual según la literatura es apta para la producción del terpeno de interés.  

 

La capacidad enzimática de algunas levaduras no convencionales a nivel 

industrial para biotransformación de monoterpenoides en compuestos aromáticos 

derivados, ha redirigido las investigaciones a nivel de producción industrial sobre este 

grupo de microorganismos donde se encuentran los géneros Dekkera, Eremothecium, 

Geotrichum, Hanseniaspora, Kloeckera, Kluyveromyces, Lipomyces, Metschnikowia, 

Pichia, Rhodotorula, Schwanniomyces, Sporodiobolus, Torulaspora, Trichosporon, y 

Yarrowia (45). No obstante, los últimos estudios han sido focalizados en la 

transformación biocatalítica de carvonas y otros grupos cetónicos; basados en esto, 

Goretti et al., determinaron que estas levaduras pueden reducir enlaces dobles 

competitivos (C = C y C = O) presentes en compuestos precursores de agentes 

terpenoides utilizados para enriquecer el medio de cultivo propuesto en este estudio (46).  

 

Rhodotorula presentó un crecimiento satisfactorio en los tres medios formulados YPD 

líquido, YPD modificado y lactosuero, los cuales contienen cuerpos proteicos 

fermentables, nitrógeno y albúmina contenida en el suero de queso o caseína (producto 

de desecho intermedio de la industria láctea) constituyente principal de estos sustratos 

nutricionales. Se evidenció la producción de biomasa microbiana en los tres medios, 

constatado a través de la formación de un halo anaranjado o salmón, correspondiente a 

la presencia de la levadura, considerando que para los tratamientos evaluados en este 

estudio se registró un pH 4.5, que para microorganismos ambientales se considera una 

limitante para su desarrollo. Esto sugiere que a la demanda nutricional heterogénea y 
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facultativa que este organismo requiere, además la capacidad de sobrevivir en una 

amplia gama de ambientes hostiles (Hagler & Ahearn, 1987 ; Walker, 1998 ; Starmer & 

Lachance, 2011 ), juega un papel crucial en los procesos adaptativos de Rhodotorula 

spp teniendo en cuenta las condiciones de cultivo in vitro propuestos en este trabajo (44). 

 

La adición del lactosuero en el medio YPD líquido, y YPD modificado se realizó a 

la mitad del total del medio con el fin de mantener las proteínas y en especial la glucosa 

a una proporción adecuada para no saturar la levadura y permitir un crecimiento óptimo, 

ya que como lo indica Blazejak y colaboradores en el año 2016 (5)  está no tolera una 

concentración de glucosa superior al 50%. Además de esto como lo dice el estudio de 

Moyano y colaboradores en  1992 (22) el microorganismo de interés presentó una alta 

capacidad tanto para crecer como para degradar un efluente lácteo. 

 

Con el fin de obtener el metabolito secundario deseado, sintetizado por Rhodotorula 

mucilaginosa según la investigación de García y colaboradores (26), esta levadura tiene 

la capacidad de generar un terpeno (mentol) a través de la vía metabólica del mevalonato 

(26), para esto se necesitó el empleo de un principio activo que le permitiera a la levadura 

desarrollar el metabolito que tiene un aroma característico mentolado, ya que de lo 

contrario solo se produciría biomasa;  luego de una revisión bibliográfica extensa, en la 

patente de Tatsue y colaboradores en el año 1971 (39) se evidenció con diferentes 

metodologías propuestas el uso del acetato de mentilo un precursor del mentol, y con la 

formulación de varios medios de cultivo se establecieron las condiciones más apropiadas 

de uno de estos medios que contribuyera a la generación del aroma.  

 

Teniendo en cuenta la metodología propuesta en la patente, no fue posible 

acceder a tal precursor, por lo cual se estableció con un producto comercial, el mentol 

cristalizado, el cual se ajustó a las condiciones propuestas y se llevó a cabo el ensayo; 

al agregar el preparado del principio activo a los medios de cultivo se esperó 20 minutos 

y posteriormente se realizó una evaluación sensorial de cada uno de los medios de 

cultivo, utilizando una escala del 1 al 3 en la cual se evalúan 2 parámetros, intensidad y 

percepción; ligera, moderada y fuerte respectivamente, para cada uno de los ítems 
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anteriores; esto nos indicaba que estaba en percepción nula; posterior a esto se realizó 

el análisis olfativo a las 24 horas de incubación, lo cual nos indicó que el único medio 

que estaba presentando un aroma significativo a mentol era el  YPD modificado, lo cual 

nos sugiere que este es el medio apto para realizar la obtención del metabolito propuesto, 

sin embargo se deben realizar modificaciones en la formulación del medio con el fin de 

generar más cantidad del metabolito de interés, buscando un sustrato que la levadura 

sea capaz de utilizar para activar de una manera más productiva la vía metabólica del 

mevalonato; en la Figura 12 y 14 correspondiente a los medios YPD líquido y Lactosuero 

se determinó un nivel de percepción más bajo del esperado. 

 

Posterior al proceso de purificación en el rotaevaporador y a la centrifugación de 

lo obtenido, se procedió a realizar las pruebas químicas para detección de fenoles, la 

cual fue negativa; la de alcoholes en el medio YPD líquido se sospecha que podría ser 

un alcohol primario debido a que no presenta una reacción visible al adicionar el reactivo 

de Lucas. El medio YPD modificado a los  5 minutos presentó turbiedad después de la 

adición del reactivo por lo cual se puede sospechar de un alcohol secundario, por lo tanto 

se correlaciona con el hallazgo sensorial evidenciado anteriormente, teniendo en cuenta 

que el mentol hace parte de los alcoholes terpénicos secundarios, mientras que el medio 

lactosuero se puso turbio inmediatamente después de la adición del reactivo debido a la 

formación de cloruros de alquilo insolubles en agua lo cual indica que es un alcohol 

terciario (43). Sin embargo el método utilizado es subjetivo ya que se basa en la 

observación de la producción de burbujas en la muestra de interés posterior a la adición 

del reactivo, por lo cual se recomienda utilizar otras técnicas para identificación de 

alcoholes más sensibles, como lo afirma (Martínez, 2001) utilizar  la HPLC y la 

cromatografía de gases que son más eficientes, incluso propone la utilización de RMN 

(Resonancia magnética nuclear) usando 13C, qué es una técnica reciente en la detección 

de aromas para detección de monoterpenos ya que cuenta con  bases de datos de 

espectros, especialmente para terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos); además de 

esto se pueden utilizar otros reactivos para el revelado de las muestras en cromatografía 

de capa fina específicos para monoterpenos, como lo son  anisaldehído-ácido sulfúrico, 

vainillina-ácido sulfúrico y ácido fosfomolíbdico.(23) 
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En el ensayo de la cromatografía de capa fina (Figura 16), las muestras se 

sometieron por triplicado y un control (mentol), puesto que no se emplearon más 

controles a excepción del mentol cristalizado, los Rf de cada muestra se compararon con 

el Rf del mentol, esto con el fin de determinar cuantitativamente si alguno de los medios 

de cultivo habría sintetizado el aroma en búsqueda. Teniendo en cuenta que el corrido 

de la cromatografía evidencio la presencia de otros compuestos aromáticos, no se 

pudieron comparar, ya que no se logró tener acceso a otros controles. Sin embargo se 

puede observar que el medio YPD modificado tuvo una cercanía del Rf con respecto al 

control del mentol con lo cual se reafirma la teoría que de los tres medios, el medio YPD 

modificado es el más apropiado para la producción del metabolito de interés, lo cual 

también se correlaciona con la similitud con el Rf que presenta el control positivo; sin 

embargo se recomienda utilizar el mismo procedimiento con un patrón de diferentes 

terpenos, además de utilizar un fluorocromo específico como la rodamina por la afinidad 

que este presenta con los terpenos.  

 

Correlacionando los datos obtenidos se puede decir que el único medio apto para 

la producción del mentol fue el medio YPD modificado, ya que además de ser el único 

que presentaba un aroma perceptible al olfato, se detectó un alcohol secundario que 

corresponde a la familia de monoalcoholes, y teniendo en cuenta que el mentol es un 

monoalcohol se puede corroborar está información, además de esto la cromatografía 

arrojó un resultado similar al Rf del control del mentol. Sin embargo es necesario realizar 

más estudios con el fin de identificar el compuesto por métodos más sensibles, se 

recomienda hacer una HPLC acoplada a masas para identificar exactamente qué 

compuestos se generaron posterior a la inoculación del microorganismo y cuales se 

produjeron después de la adición del precursor para la producción del mentol. 

 

Es posible que el medio YPD modificado fuera el que produjo de manera más 

significativa el aroma debido a la adición de sales tales como (NH4)2SO4 KH2PO4                      

MgSO4.7H2O que contribuyeron al desarrollo fisiológico de la levadura y de esta manera 

mejorar su rendimiento en la vía metabólica, generando así más isoprenos activados que 
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finalmente van a sintetizar  el metabolito; por lo cual para el mejoramiento en la 

producción del aroma se recomienda mantener la cantidad de sales, además de obtener 

el precursor propuesto en la patente para incentivar la levadura a tomar la vía metabólica 

del mevalonato y no otra, adicionalmente realizar ensayos con diferentes tiempos de 

incubación del precursor para identificar el más óptimo, para la producción del mentol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSIONES 

 

El aroma obtenido fue el mentol siendo este el esperado, aunque no en las 

cantidades deseadas; sin embargo, se observó un crecimiento por parte de la levadura 

en todos los medios formulados a base de lactosuero, lo cual nos indica que este 

producto de desecho es un medio de cultivo propicio por su alto contenido nutricional, 

recalcando además el aprovechamiento a nivel industrial que se le da a este residuo, 

generando de esta manera un impacto ambiental. 
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      El medio formulado y con mejor aceptabilidad por la levadura fue el YPD Modificado, 

teniendo entre sus componentes un 50% de lactosuero y algunas sales contribuyendo a 

su desarrollo fisiológico; mostrando a su vez la capacidad tanto de crecer cómo de 

degradar este efluente lácteo y al mismo tiempo logrando ser identificado olfativamente 

el producto volátil generado. 

 

Es posible utilizar el medio de cultivo formulado con unas ligeras modificaciones 

en el proceso para la producción de terpenos en especial mentol con el fin de generar 

biotecnología que favorezca el cuidado del planeta. 

 

Se plantea el confirmar los resultados, con una cromatografía HPLC, técnica que 

para este estudio por costos, no se realizó, y así obtener datos más precisos sobre todos 

los compuestos obtenidos diferentes al mentol, y obtener una cuantificación más exacta 

de los compuestos producidos. 

 

     Es posible obtener compuestos aromáticos a partir de desechos industriales 

(lactosuero), debido a los cuerpos proteicos fermentables, nitrógeno y albúmina 

contenidos en este producto, convirtiéndose en un precursor apto para la biosíntesis del 

terpeno (mentol); con ayuda de la levadura Rhodotorula spp, debido a su capacidad 

enzimática. 

 

       La presencia del terpeno detectado  por cromatografía de capa delgada demuestra 

que Rhodotorula spp. es el microorganismo apto para la biotransformación de este 

metabolito en el presente estudio. 
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8. ANEXOS  

 

8.1. INSERTO KIT REMEL 

RapID™ Yeast Plus System  

USO PREVISTO 

El sistema RapID Yeast Plus de Remel es un micrométodo cualitativo que utiliza sustratos 
convencionales y cromogénicos para la identificación de microorganismos médicamente importantes, 
como levaduras, micro- organismos levaduriformes y microorganismos relacionados, aislados en 
muestras clínicas humanas. La relación completa de microorganismos detectados por el sistema 
RapID Yeast Plus se incluye en el diagrama diferencial RapID Yeast Plus. 

 
RESUMEN Y EXPLICACIÓN 

El sistema RapID Yeast Plus se compone de (1) paneles RapID Yeast Plus, (2) reactivo RapID Yeast 
Plus A y (3) reactivo RapID Yeast Plus B. Cada panel RapID Yeast Plus tiene varios pocillos de 
reacción moldeados en la periferia de una bandeja de plástico desechable. Los pocillos de reacción 
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contienen reactantes deshidratados y la bandeja permite la inoculación simultánea de cada uno de 
ellos con una cantidad predeterminada de inóculo. Como inóculo que rehidrata e inicia las reacciones 
de prueba se usa una suspensión del microorganismo de prueba en el líquido de inoculación RapID. 
Después de incubar el panel, se examina la reactividad de cada pocillo de prueba observando el 
desarrollo de un color. En algunos casos, se deben añadir reactivos a los pocillos para obtener el 
cambio de color.  

 
PRINCIPIO 

Las pruebas usadas en el sistema RapID Yeast Plus se basan en la degradación microbiana de 
sustratos específicos detectados por varios sistemas indicadores. Los reactivos utilizados son una 
combinación de pruebas convencionales y pruebas cromogénicas de monosustrato, y se describen 
más adelante en la Tabla 1. 

 
REACTIVOS* 
Reactivo RapID Yeast Plus A (se incluye en el estuche) (15 ml/frasco) Ingrediente del reactivo, 

por litro: 

Hidróxido potásico...........................................................................16,0 g 

Reactivo RapID Yeast Plus B (se incluye en el estuche) (10 ml/frasco) Ingrediente del reactivo, 

por litro: 
ρ-dimetilaminocinamaldehído ..........................................................0,06 g 

Líquido de inoculación RapID (R8325106, se suministra por separado) (2 ml/tubo) 

     KCl  ...................................................................................................6,0    g 

CaCl2 ................................................................................................0,5 g Agua  
desmineralizada............................................................... 1.000,0 ml 

*Ajustado según necesidades para cumplir los estándares de comportamiento. 

PRECAUCIONES 

Este producto es para uso diagnóstico in vitro y debe ser utilizado por personal con la formación 
adecuada. Se tomarán precauciones frente a los riesgos microbiológicos esterilizando 
correctamente las muestras, envases, medios y paneles de prueba después de su uso. Se deben 
leer y seguir atentamente las instrucciones. 

¡Precaución! 

1. El reactivo RapID Yeast Plus A puede provocar irritación en la piel, ojos y aparato respiratorio. 
2. El reactivo RapID Yeast Plus B es tóxico y puede provocar daños al medio ambiente. Peligroso 

por inhalación, por contacto con la piel o los ojos, o por ingestión. Puede alterar la fertilidad o 
provocar daños al feto. 

3. Consultar una información más detallada en la Hoja de datos de seguridad sobre productos 
químicos. 

ALMACENAMIENTO 

El sistema RapID Yeast Plus debe almacenarse en su envase original a una temperatura de 2 a 
8°C. Dejar estabilizar el producto a temperatura ambiente antes de su uso. NO intercambiar con 
reactivos de distintos sistemas RapID. Extraer sólo el número necesario de paneles para el estudio. 
Volver a sellar la bolsa de plástico y devolverla rápidamente a su almacenamiento a una temperatura 
de 2 a 8°C. Los paneles deben usarse el mismo día que se retiran del lugar de almacenamiento. El 
líquido de inoculación RapID debe almacenarse en su envase original a temperatura ambiente (de 
20 a 25°C) hasta su uso. 

DETERIORO DEL PRODUCTO 

Este producto no se debe usar si (1) el color del reactivo ha cambiado, 
(2) se ha sobrepasado la fecha de caducidad, (3) la bandeja de plástico está rota o la tapa está 
dañada, o (4) hay otros signos de deterioro. 
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OBTENCIÓN, ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS 

Las muestras se deben obtener y manipular acorde con las directivas recomendadas11,12. 

MATERIALES SUMINISTRADOS 

(1) 20 paneles RapID Yeast Plus, (2) 20 formularios de resultados, (3) 1 de cada, reactivos RapID 
Yeast Plus A y B (frascos cuentagotas de plástico que contienen suficiente reactivo para 20 
paneles), (4)  2 bandejas de incubación de cartón, (5) 1 tarjeta de inoculación RapID Yeast Plus, (6) 
Instrucciones de uso (IFU). 

 

 

      MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS 

(1) Dispositivo de esterilización en asa, (2) Asa de inoculación, torunda, envases para las muestras, (1) 
Incubadoras, sistemas ambientales alternativos, (4) Medio suplementario, (5) Microorganismos para 
control de calidad, (6) Reactivos para la tinción de Gram, (7) Portamuestras para el microscopio, (8) 
Torundas de algodón, (9) Líquido de inoculación RapID-2 ml (R8325106), (10) Pipetas, (11) ERIC 
(Compendio electrónico RapID, R8323600). 
PROCEDIMIENTO 

Preparación del inóculo: 

1. Los microorganismos en estudio deben cultivarse en un medio de cultivo puro y examinarse con la 
tinción de Gram o medio húmedo antes de usarlos en el sistema. 

Nota: Sólo se debe utilizar el sistema RapID Yeast Plus para pruebas con microorganismos que 
muestren un aspecto levaduriforme y características de cultivo similares a las de las levaduras. 

2. Se recomienda utilizar el medio siguiente: Agar Sabouraud dextrosa (SDA) - formulación Emmons 

Notas: 

● Las placas usadas para la preparación del inóculo deben incubarse a 30°C y tener 48 horas. 
● El uso de medios distintos de los recomendados puede comprometer el comportamiento de la 

prueba. 

3. Con una torunda de algodón o un asa de inoculación, suspender suficiente crecimiento del cultivo 
en la placa de agar en el líquido de inoculación RapID (2 ml) para conseguir una turbidez visual 
como la indicada en Notas, con ayuda de la tarjeta de inoculación RapID Yeast Plus. 
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Notas: 

● Seleccionar colonias bien aisladas del aislamiento en estudio y añadir incrementalmente al 
fluido de inoculación RapID para evitar la formación de coágulos y la sobreinoculación. 
Continuar añadiendo el microorganismo hasta que la turbidez de la suspensión oculte 
completamente las líneas negras de la tarjeta de inoculación. Cuando las líneas negras de la 
tarjeta de inoculación ya no sean visibles, se ha completado la preparación del inóculo. 

● Las suspensiones con una turbidez significativamente menor que la densidad de inóculo 
requerida provocarán reacciones anómalas. 

● Las suspensiones ligeramente más turbias que la densidad de inóculo requerida no afectarán 
al comportamiento de la prueba y se recomiendan para los cultivos madre y las cepas de 
control de calidad. Sin embargo, las suspensiones significativamente más turbias 
comprometerán el comportamiento de la prueba. 

● Las suspensiones se deben mezclar bien, con vortex si es preciso. 
● Las suspensiones se deben usar en los 15 minutos siguientes a su preparación. 

4. Puede inocularse otra placa de agar para comprobar la pureza y cualquier otro estudio adicional 
que pueda ser necesario, usando un asa llena de la suspensión de prueba del tubo de líquido de 
inoculación. Incubar la placa durante un periodo de 24 a 72 horas a una temperatura de 30°C. 

 

Inoculación de los paneles RapID Yeast Plus: 

1. Abrir la tapa del panel sobre el acceso de inoculación, tirando de la pestaña marcada “Peel to 
Inoculate” hacia arriba y hacia la izquierda. 

2. Con una pipeta, transferir suavemente el contenido de todo el tubo de líquido de inoculación a la 
esquina superior derecha del panel. Volver a sellar el acceso de inoculación del panel, presionando 
la pestaña de apertura para que vuelva a su posición original. 

3. Después de añadir la suspensión de prueba, y mientras se mantiene el panel sobre una superficie 
nivelada, incline el panel hacia el lado contrario a los pocillos de reacción, aproximadamente en un 
ángulo de 45º (ver la siguiente imagen). 

 
Pocillos de reacción Cubeta de inoculación 

(parte posterior de la bandeja) 

 

4. Mientras se inclina, debe mecerse suavemente el panel de¿ lado a lado para distribuir 
homogéneamente el inóculo a lo largo de las depresiones posteriores, como se muestra en la 
imagen. 

 
 

5. Mientras se mantiene en posición horizontal nivelada (que se consigue mejor usando la parte 
superior de la mesa de trabajo contra el fondo de los pocillos), debe inclinarse lentamente el 
panel hacia delante, hacia los pocillos de reacción, hasta que el inóculo fluya a lo largo de las 
depresiones de los pocillos de reacción (ver más adelante). De esta manera, todo el inóculo de 
la parte posterior del panel será evacuado. 

Nota: Si se inclina demasiado el panel, puede quedar aire atrapado en  la unión de los 
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pocillos de prueba y limitar el movimiento del líquido. 
 
 
 
 

Pocillos de reacción     _  (Parte delantera de la bandeja) 

 
 

6. Devolver el panel a su posición nivelada. Si es necesario, dar unos golpes suaves con el panel 
sobre la mesa para eliminar el aire atrapado en los pocillos. 

Notas: 

● Examinar los pocillos de prueba. No deben presentar burbujas y deben estar 
uniformemente llenos. Se aceptan ligeras irregularidades en el llenado de los pocillos de 
prueba. No afectarán a su comportamiento. Si el panel está claramente mal llenado, se 
debe inocular un nuevo panel y desecharse el erróneo. 

● Completar la inoculación de cada panel que reciba el líquido  de inoculación antes de 
inocular nuevos paneles. 

● No dejar que el inóculo repose en la parte posterior del panel durante mucho tiempo sin 
completar el procedimiento. 

Incubación de los paneles RapID Yeast Plus: 

Incubar los paneles inoculados a una temperatura de 30°C en una incubadora sin CO2 durante 4 
horas. Para facilitar la manipulación, los paneles se pueden incubar en las bandejas de incubación 
de cartón que se incluyen en el estuche. 

Notas: 

 Si no dispone de una incubadora sin CO2 a 30°C, puede incubar los paneles RapID Yeast Plus 
a temperatura ambiente. 

 La incubación de paneles RapID  Yeast  Plus  a  temperaturas  de 35 a 37°C puede dar lugar a 
reacciones anómalas. 

Puntuación de los paneles RapID Yeast Plus: 

Los paneles RapID Yeast Plus contienen 18 pocillos de reacción que proporcionan 18 puntuaciones 
de prueba. Las pruebas que requieren un reactivo (pocillos del 7 al 14 y del 16 al 18) aparecen 
designados mediante un recuadro que los rodea. 

1. Mientras se sujeta firmemente el panel RapID Yeast Plus sobre la mesa, retirar la tapa que 
cubre los pocillos de reacción. Para ello, tirar de la pestaña inferior derecha hacia arriba y hacia 
la izquierda. 

2. Añadir los reactivos siguientes a los pocillos que se indican: 

● Añadir 1 gota del reactivo RapID Yeast Plus A a los pocillos del 7 (NAGA) al 14 (PCHO). 

● Añadir 1 gota del reactivo RapID Yeast Plus B a los pocillos del 16 (PRO) al 18 (LGY). 

3. Después de añadir el reactivo RapID Yeast Plus B, esperar al menos 30 segundos pero no más 
de 1 minuto para que se desarrolle el color. 

Nota: Los pocillos que muestren capas de color pueden mezclarse mediante una varilla 

aplicadora antes de la lectura. 

4. Leer y puntuar los pocillos de prueba de izquierda a derecha usando la guía de interpretación 
presentada en la Tabla 2. Anotar las puntuaciones en los recuadros correspondientes del 
formulario de resultados. 

5. Consultar el microcódigo obtenido en el formulario de resultados del ERIC para la identificación. 
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      RESULTADOS E INTERVALO DE VALORES ESPERADOS 

El diagrama diferencial RapID Yeast Plus ilustra los resultados esperados con el sistema RapID Yeast 
Plus. Los resultados del diagrama diferencial se expresan como una serie de porcentajes que indican 
positivos para cada prueba del sistema. Esta información apoya estadísticamente el uso de cada 
prueba y proporciona la base del enfoque probabilístico para identificar el aislamiento en estudio, 
mediante un código numérico de los resultados de la prueba digital. 

Las identificaciones se hacen con las puntuaciones individuales de la prueba en los paneles RapID 
Yeast Plus junto con otra información de laboratorio para producir un patrón que imite estadísticamente 
la reactividad conocida de los géneros registrados en la base de datos RapID. Estos patrones se 
comparan mediante el diagrama diferencial RapID Yeast Plus o a partir de un microcódigo y el uso del 
ERIC. 

 

      CONTROL DE CALIDAD 

Todos los números de lote del sistema RapID Yeast Plus se han estudiado usando los siguientes 
microorganismos de control de calidad, y los resultados son aceptables. El estudio de los 
microorganismos de control se debe realizar de acuerdo con los procedimientos de control de calidad 
establecidos en el laboratorio. Si se observan resultados anómalos en el control de calidad, no se 
informará de los resultados de ese paciente. En la Tabla 3 se exponen los resultados de una batería 
seleccionada de microorganismos de prueba. 
 

Notas: 

 El control de calidad del reactivo RapID Yeast Plus se realiza obteniendo las reacciones 
esperadas en las pruebas que necesitan la adición de los reactivos (pocillos del 7 al 14 en el 
caso  del reactivo A; pocillos del 16 al 18 en el caso del reactivo B). 

 Los microorganismos que se han transferido repetidamente a un medio de agar durante 
periodos prolongados pueden dar resultados anómalos. 

 Las cepas de control de calidad deben conservarse congeladas o liofilizadas, o bien en tubos 
de ensayo inclinados con agar Sabouroud dextrosa (formulación Emmons) a una temperatura 
de 2 a 8°C. Antes del uso, las cepas de control de calidad deben ser transferidas de 2 a 3 veces 
del medio de conservación a agar Sabouraud dextrosa (formulación Emmons). El subcultivo 
final que se desee utilizar en las pruebas de control de calidad deben incubarse a 30°C durante 
48 horas. 

Las formulaciones, los aditivos y los ingredientes del medio de cultivo varían en el producto de cada 

fabricante y pueden variar en cada lote. En consecuencia, el medio de cultivo puede influir en la 

actividad enzimática constitutiva de las cepas de control de calidad designadas. Si los resultados de 

la cepa de control de calidad difieren de los patrones indicados, un subcultivo en un medio de otro 

lote o de otro fabricante resolverá a menudo las discrepancias del control de calidad. 
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LIMITACIONES 

1. El uso del sistema RapID Yeast Plus y la interpretación de resultados requiere los conocimientos 
de un técnico de laboratorio competente, con formación en los métodos de microbiología general 
y que haga un uso racional de la formación, la experiencia, la información de la muestra y otros 
procedimientos pertinentes antes de informar de la identificación obtenida con el sistema RapID 
Yeast Plus. 

2. El sistema RapID Yeast Plus debe usarse con cultivos puros de los microorganismos de prueba. 
El uso de poblaciones microbianas mixtas o el estudio directo del material clínico sin un cultivo 
previo dará resultados anómalos. 

3. El sistema RapID Yeast Plus se ha diseñado para usarse con los géneros que se enumeran en el 
Diagrama diferencial RapID Yeast Plus. El uso de microorganismos que no se mencionen 
específicamente puede provocar errores de identificación. 

4. Los valores esperados en las pruebas del sistema RapID Yeast Plus pueden diferir de los 
resultados de pruebas convencionales o de la información obtenida con anterioridad. 

5. La exactitud del sistema RapID Yeast Plus se basa en el uso esta- dístico de varias pruebas 
diseñadas específicamente y de una base de datos exclusiva registrada. El uso de una sola prueba 
con el sistema RapID Yeast Plus para establecer la identificación de un aislamiento en estudio está 
sujeto al error inherente a esa prueba concreta. 

6. Candida dubliniensis, como C. albicans, produce tubos de germinación y clamidiosporas así como 
reacciones bioquímicas similares a C. albicans.21 La distinción entre C. albicans y 
C. dubliniensis es importante porque estas últimas especies han demostrado desarrollar 
resistencia a determinados agentes antifúngicos.11 Se ha descubierto que  el  crecimiento  a  42-
45°C (C. albicans), la morfología en medios diferenciales, la producción de β-glucosidasa (C. 
albicans) y la clamidoconidia abundante en agar Staib (alpiste) (C. dubliniensis) ayudan a 
diferenciar C. albicans y C. dubliniensis.19,20,22 

 

      CARACTERÍSTICAS DE COMPORTAMIENTO 

Las características de comportamiento del sistema RapID Yeast Plus se han establecido mediante 
pruebas de laboratorio de 500 cultivos tipo, clínicos y de referencia en Remel. En total, el sistema 
RapID Yeast Plus identificó correctamente 476 (95,2%) de los microorganismos estudiados. Se 
comparó un total de 378 aislamientos con el sistema RapID Yeast Plus y con API 20C13. El sistema 
RapID Yeast Plus coincidió con el API 20C en 361 (95,5%) de los aislamientos estudiados. 

El sistema RapID Yeast Plus ha sido evaluado por un organismo independiente utilizando 185 
aislamientos clínicos de levaduras14.  Un total de 181 (97,8%) fueron identificados correctamente por 
el sistema RapID Yeast Plus sin necesidad de pruebas adicionales y 4 aislamientos (2,2%) fueron 
identificados correctamente después de pruebas adicionales. No se detectó ningún error de 
identificación. 
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a
Denominado 

anteriormente 
Torulopsis candida 

b
Denominado 

anteriormente 
Torulopsis glabrata 

c
Denominado 

anteriormente 
Candida 
pseudotropicalis 
d

Incluye la especie denominada anteriormente Candida paratropicalis 

e
Denominado anteriormente Candida humicola 

f
Denominado anteriormente Hansenula anomala 

g
Se ha informado que Candida dubliniensis produce patrones de reacción bioquímica similares a C. albicans. Dado que el 

diagrama diferencial RapID Yeast Plus no incluye C. dubliniensis, es necesario realizar más pruebas para diferenciar C. 
albicans de C. dubliniensis. Consulte las referencias correspondientes para obtener más instrucciones.11,12,19,20 

 

 

8.2. RESULTADOS KIT REMEL 

 
8.3. FICHA TÉCNICA MENTOL EN CRISTALES 
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