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La cromatografia gas-liquido con
espectrometria de masas en la
identificacion de levaduras

Fernando Paredes Salido, José Mira Gutiérrez, Primitivo Sasian Macias y
Pedro Garcia-Martos

Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Cadiz, Espafia

Resumen | os métodos basados en la cromatografia gaseosa se han usado para la identi-
ficacion de levaduras. De acuerdo con el conocimiento de los patrones obteni-
dos por este método, hemos sometido a cromatografia y espectrometria de
masas, a 44 cepas pertenecientes a 16 géneros y 21 especies de levaduras de
colecciodn, identificando los correspondientes picos de 22 ésteres metilicos de
acidos grasos mediante los correspondientes patrones y la confirmacién de
pesos moleculares por espectrometria de masas. El coeficiente de correlaciéon
fue de 0,848965. La técnica cromatografica parece ser de gran utilidad para la
determinacion de lipidotipos.
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The gas-liquid cromatography with mass
spectrometry for the identification of yeasts

Summary  Methods based on gas chromatography, have been used for identification of the
yeasts. In order to know the value of the patterns obtained by this method, we
have used this technique and mass spectrometry on 44 strains belonging to 16
genus and 21 species of collection yeasts, identifying the corresponding peaks
to 22 fatty acids methyl esters by means of the reaction times of the correspon-
ding standards and the confirmation of molecular weigh by mass spectrometry.
The correlation coefficient was of 0.848965. The chromatographic technique
seems of great utility for the determination of lipidotypes.

Key words  Gas-liquid chromatography, Mass spectrometry, Lipidotype, Yeasts

En la taxonomia de las bacterias, hongos y levadu-otros compartimentos celulares para su identificacion y
ras, se han utilizado numerosos criterios de clasificacion,clasificacion [1,2], y fundamentalmte las técnicas que
que aun hoy continuamos utilizando, tales como la morfo- determinan el polimorfismo de los acidos nucleicos [3,4].
logia, fisiologia, actividad enzimatica sobre substratos, En el caso de las levaduras, los estudios quimiota-
estructura antigénica y otros recursos que se han ido acuxonomicos se centran, en la mayor parte de los casos, en
mulando empiricamente durante afios. Estos criterios harpolisacaridos como la quitina, quitosano, celulosa, gluca-
sido muy valiosos para el investigador, pero en tiemposnos, mananos, o bien en esteroles estructurales, como el
mas recientes, en relacion con las tecnologias clasicas, sergosterol y su precursor el zimosterol [5]. Algunos auto-
han incorporado otras nuevas, como la quimiotaxonomia,res han sugerido el estudio de los ésteres metilicos de los
que analiza caracteres especificos de composicién quimiacidos grasos, utilizando la cromatografia en sus diferen-
ca relativos a la estructura de la pared microbiana o detes modalidades [6,7]. Los detectores mas utilizados en

cromatografia de gases son los de ionizacion de llama, de
captura electrénica, de conductividad térmica, de densidad
o viscosidad de gases, potenciométrico, o el mas selectivo,
el espectrémetro de masas [8,9].

Autores como el-Sharkawy [10] y Rezanka [11],
estudian los ésteres metilicos de acidos grasos, fundamen-
talmente del acido palmitico esacharomyces cerevisiae
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MATERIAL Y METODOS

trometria de masas

Tabla 1. Cepas de levaduras sometidas a cromatografia gaseosa y espec-

Se han estudiado 44 cepas de levaduras, la mayoria

de coleccion, pertenecientes a 16 géneros y 21 especies, Senerosy especies Procedencia
En la tabla 1 se reflejan las cepas ensayadas. _ _

El cromatografo utilizado fue un Perkin-Elmer ganZ{ga a;g{cansl gggiggg
modelo 6800, con detector de ionizacion de llama, inyec- 2702 & eehe 2 CECTL439
cion ensplit y sistema de registro integrado. La columna  candida albicans 3 CECT1439
fue dealuminium-cloadBP-1 (Perkin-Elmer Hispania). El Candida albicans 4 CECT1677
cromatdgrafo de gases con detector de masas fue un ggzg;gggmg;’;gndﬁ CECTICEY
modelo Finnian Voyager GC 8000 Top, dotado con una  Zngida guiliermondii 1 CECT1021
columna DB1 de 60 metros de longitud y 0,25 micras de  candida guiliermondii 2 CECT1170
diametro. Candida guilliermondii 3 CECT1387

Los métodos de esterificacion fueron dos: el proce- ~ &2ndiaa f("e’gff”""”d”"' CECTias
dimiento de metanolisis acida descrito por Luquin y cola-  candida tropicaiis CECT1005
boradores [13], y el empleado por Wayne M0oSs y  Candida tropicalis 1 CECT1400
colaboradores [12]. et G o e
. En todas las cepas se investigaron los esteres meti- &y piococcus neoformans CECT1078
licos de los 22 acidos grasos siguientes: acido dodecanoi- pebaryomyces polymorphus CECT1132
co (C12:0), tridecanoico (C13:0), tetradecanoico (C14:1), Dipodascus magnusii gggiggg
tridecanoico (C14:0), pentadecanoico (C15:0), hexadece- Georichum lactis CECTIS600
noico (C16:1), hexadecanoico (C16:0), heptadecenoico wyxozyma melibiosi CECT1104
(C17:1), heptadecanoico (C17:0), octadecadienoico Pichia anomala ' CECT1110
(C18:2), octadecenoico (C18:1), octadecanoico (C18:0), Pichia membranaefaciens CECT1115

; . : . [ Pichia membranaefaciens 1 CECT1115
nonadecenoico (C19:1), nonadecanoico (C19:0), €iCOSe- pichia membranaetaciens 2 CECT1473
noico (C20:1), eicosanoico (C20:0), eneicosanoico  pichia membranaefaciens 3 CECT1473
(C21:0), docosenoico (C22:1), docosanoico (C22:0), tri- ,/zfjc/;’(a sull;pezlﬁcu;osa _ gggﬁig

i . i . i ichia subpelliculosa var. jerezana
cosanoico (C23:0), tetracosenoico (C24:1) y tetracosanoi- =2 subpolliculosa var. orozana 1 CECTILI0
co (C24-0)- . . . Pichia subpelliculosa var. Jerezana 2 CECT1117

Para ver la trazabilidad y la incertidumbre del Pichia subpelliculosa var. jerezana 3 CECT1117
meétodo utilizado, se repitieron varias veces las cepas, 0 ngZggg;%%ffwumides gggﬁgg
bien se realizaron los cromatogramas de especies iguales Saccharomyces cerevisiae CECT1170
pero correspondientes a cepas de distinta procedencia. saccharomyces cerevisiae CECT1319
También se ensayaron distintas temperaturas para detectar gacczaromyces cerevisiae CECT1320

irdlici A ili - accnaromyces cerevisiae
procesos de pirdlisis. EI método OK utiliza una tempera Sacoharomyces corevisia CECT1384
tura de inyeccion de 228, y del detector de 23GQ, Saccharomyces cerevisiae CECT1588
mientras que en el método denominado MYC la tempera-  Schizosaccharomyces pombe CECT1376
tura del inyector es de 325, y la del detector de 320. ?gzgg%’;’adg;%fufgﬁ"VOfa SESHZ?Q

Las levaduras se cultivaron todas en medio de Zygosaccharomyces veronae CECT1679

Saboureaud con cloranfenicol, en aerobiosis y a una tem-
peratura comprendida entre 22225

* CECT = Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se recogen los resultados obtenidos errango de similitud del 79-100%, pudiéndose en principio
las 44 cepas analizadas por cromatografia con relacion @onsiderar la existencia de cuatro lipidotipos; las cuatro
los 22 ésteres metilicos de acidos grasos investigados. Logsepas déPichia subpelliculosaar. jerezanase agruparon
resultados fueron sometidos a un proceso de taxonomian un mismo taxén con 95% de similitud y dos lipidoti-
numeérica, que dio lugar al dendrograma de la figura 1, pos, uno de los cuales se sale del taxon; las seis cepas de
elaborado segun el agrupamieSionple-matching Group  Candida albicansaparecen agrupadas en el mismo taxon
average clusteringcon un coeficiente de correlacionde con un rango de similitud del 88-96% vy tres lipidotipos:
0,848965. las cuatro cepas deichia membranaefacierse agrupan

Se ha realizado un estudio quimiotaxonémico de en un mismo taxén con elevada similitud y un lipidotipo;
los ésteres metilicos estructurales de las levaduras, por uigual ocurre con las cuatro cepasG@ndida tropicalis
proceso quimico (esterificacion), seguido de un procesoagrupadas en un solo taxén y con un solo lipidotipo;
fisico (separacion cromatografica de los mismos) en unSaccharomyces cerevisjagn cambio, presenta tres lipi-
espacio de tiempo corto, con un coste bajo y con el con-dotipos en las seis cepas estudiadas.
curso de técnicas de taxonomia numérica, que da lugar al De las analizadas como cepa Unicandida kefyr
dendrograma elaborado segun el agrupamiento citadoes la méas diferenciada del grupo, con una similitud del
anteriormente. 55%.Geotrichum lactigpracticamente esta integrada en el

Se observa, que los acidos grasos mas comunes etaxén deC. guillermondi. R. toruloidese diferencia bien,
las especies estudiadas, son el hexadecenoico y el hexadasi comaoCryptococcus neoformans, Debaryomyces poly-
canoico, y los que se encuentran en menor nimero denorphusy Rhodotorula rubra.lgual ocurre con
especies, el 4cido eneicosanoico y el tetracosanoico. Zygosaccharomyces verona®chizosaccharomyces

Se observa que el maximo de similitud es del 55%. pombey Sporopachidermia lactativoracon similitudes
La capacidad discriminatoria de géneros y/o especies comjue van desde el 78 al 96%dyxozyma melibiosy
esta técnica responde a los siguientes criterios generalesjorulaspora delbrueckjise encuentran bien diferencia-
en las cepas de una misma especie: las cinco cepas dgas. FinalmentBipodascus magnusji Hortae werneckii,
Candida guilliermondiise agruparon en un taxon con un poseen un grado de similitud, que va del 60 al 76%.



Identificacion de levaduras por cromatografia
Paredes F, et al.

Tabla 2. Esteres metilicos de 22 4cidos grasos en 44 cepas de levaduras.

[
[N

12 13 14

=
a1
=
(2}

Acidos grasos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 17 18 19 20 21 22

Candida albicans
Candida albicans 1
Candida albicans 2
Candida albicans 3
Candida albicans 4
Candida albicans 5
Candida guilliermondii
Candida guilliermondii 1 - - -
Candida guilliermondii 2 - - -
Candida guilliermondii 3 - - -
Candida guilliermondii 4
Candida kefyr

Candida tropicalis

Candida tropicalis 1

Candida tropicalis 2

Candida tropicalis 3
Cryptococcus neoformans
Debaromyces polymorphus
Dipodascus magnusii
Geotrichum lactis

Hortae werneckii

Myxozyma melibiosi

Pichia anomala

Pichia membranaefaciens
Pichia membranaefaciens 1
Pichia membranaefaciens 2
Pichia membranaefaciens 3
Pichia subpelliculosa

Pichia subpelliculosa jer
Pichia subpelliculosa jer. 1
Pichia subpelliculosa jer. 2
Pichia subpelliculosa jer. 3
Rhodosporidium toruloides
Rhodotorula rubra
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae 1
Saccharomyces cerevisiae 2
Saccharomyces cerevisiae 3
Saccharomyces cerevisiae 4
Saccharomyces cerevisiae 5
Schizosaccharomyces pombe
Sporopachydermia lactativora
Torulaspora delbrueckii
Zigosaccharomyces veronae
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1 = 4cido dodecanoico (C12:0), 2 = tridecanoico (C13:0), 3 = tetradecanoico (C14:1), 4 = tridecanoico [C14:0), 5 = pentadecanoico (C15:0), 6 = hexadecenoico (C16:1), 7 = hexadecanoico
(C16:0), 8 = heptadecenoico (C17:1), 9 = heptadecanoico (C17:0), 10 = octadecadienoico (C18:2), 11 = octadecenoico (C18:1), 12 = octadecanoico (C18:0), 13 = nonadecenoico (C19:1),

14 = nonadecanoico (C19:0), 15 = eicosenoico (C20:1), 16 = eicosanoico (C20:0), 17 = eneicosanoico (C21:0), 18 = docosenoico (C22:1), 19 = docosanoico (C22:0), 20 = tricosanoico (C23:0),
21 = tetracosenoico (C24:1, 22 = tetracosanoico (C24:0).

Todas las cepas de un determinado agrupamiento, Ampliar el campo de accién no sélo a los 22 éste-
se caracterizan por la presencia de uno o de varios acidoses estudiados, sino a ergosteroles o ésteres de &cidos gra-
grasos comunes en su estructura. sos superiores ofrece mejor rendimiento, ya que el

i espectrémetro, posee en memoria miles de compuestos
DISCUSION organicos con los que podemos comparar el resultado de
nuestra separacion cromatografica.

La eleccién de la columna es muy importante para El método de esterificacion que nos dio mejores

el andlisis cromatografico. Las caracteristicas de eficien-resultados para la obtencion de los ésteres metilicos de los
cia, bajo sangrado, duracién de la columna e inercia qui-acidos grasos fue el método descrito por Wayne Moss y
mica, son necesarias para obtener separaciones de alteolaboradores [12]. Es un método eficaz y simple que pro-
rendimiento y resultados reproducibles. Por los 6ptimos porciona resultados aceptables. Por contra y en nuestra
resultados alcanzados en nuestra experiencia, se proponexperiencia, los métodos de saponificacion basica ensaya-
la eleccion de columnas capilares de 12-15 metros de londos resultaron ser mas complejos, consumiendo mas tiem-
gitud y 0,22 um de diametro, para la separacion cualitativapo de analisis y los resultados cromatograficos que se
y cuantitativa de ésteres metilicos de las levaduras ensayasbtuvieron no fueron reproducibles. Este método de este-
das. rificacion con metanol en presencia de tricloruro de boro,
La conjuncion de cromatografia de gases con el es igual de eficaz que el utilizado por Luquin y colabora-
detector selectivo de masas, nos permite afiadir una seriéores [13], aunque es mas engorroso para la extraccion, ya
de ventajas adicionales: la determinacién de los pesogjue deja abundantes sedimentos.
moleculares de cada uno de los ésteres aislados, asi como Hay que hacer constar el hecho de que cepas de
las fragmentaciones producidas que recogen la relaciéruna misma especie, no presentan el mismo perfil de éste-
carga/ masa y su abundancia relativa. res metilicos, si bien es cierto que el porcentaje de simili-
La confirmacion irrevocable de la naturaleza de estostud es mayor entre las cepas de una misma especie,
ésteres metilicos, no esta basada ya en tiempos de retenci@unque existen casos como el @elotrichum lactisen el
relativos, sino en sus fragmentaciones moleculares. que esto no se cumple.
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Figura 1. Dendrograma obtenido en 44 cepas de levaduras, considerando los ésteres metilicos de 22 4cidos grasos.
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Al contrario que con otros géneros y especies bac-un mayor nimero de cepas permitira refrendar esta hipo-
terianas, en nuestro estudio con levaduras el método deesis, e incluso introducir el concepto de lipidotipo con
pirlisis aporté poco a la informacion dada por el método fines de identificacion de cepas o como marcador epide-
sin pirdlisis. mioldgico.

Los resultados obtenidos por el proceso de taxono- Como conclusion final podemos afirmar que la
mia numérica segun el agrupamierBimple _machching aplicacion de la cromatografia de gases a la identificaciéon
Group average clusteringon un coeficiente de correla- de levaduras puede representar una solucion para el andli-
cion de 0,848965, puso de manifiesto que el maximo desis rutinario de las mismas, por su simplicidad técnica,
similitud es del 55%. Este método de agrupamiento obtie-bajo coste econémico y alta reproducibilidad de los resul-
ne la disimilaridad entre dos grupos y selecciona la disi- tados. Como se puede apreciar, los porcentajes de acidos
milaridad minima (Dij = 1-Sij) entre los elementos que grasos son muy diferentes dentro de un mismo género,
configuran ambos grupos. pudiéndose separar las distintas especies de levaduras.

El espectro de ésteres metilicos de &cidos grasos de
C12:0-C24:0 de las levaduras ensayadas, parece propor-
cionar una variedad suficientemente amplia para identifi-
car géneros y especies mediante esta técnica. El estudio de
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