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ABSTRACT. From 50 strains of veasts belonging to the genera Candida,
Criptococcus, Citeromyces, Debaryomyces, Hansenula, Kloeckera, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces y
Torulopsis, were selected three species: Candida parapsilosis, C. krusei
and C. fenuis, which were able to grow on carboxymethylcellulose and
paper filter as only carbon sources, vespectively. Cellulolytic activity
was not detected in cultures, but was observed the liberation of reduc-
ing sugars because of cellulase activity. It was possible to obtain some
growth of these strains before mentioned, on bagasse, pith and leaves
of sugar cane, using them as carbon sources with alkaline treatment.

RESUMEN. Del estudio de 50 cepas de levaduras, pertenecientes a los
géneros: Candida, Criptococcus, Citeromyces, Debaryomyces, Hansenula,
Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Shizosaccharomyces,
Sporobolomyces y Torulopsis, fueron seleccionadas las especies Candida
parapsilosis, C. krusei y C. tenuis, capaces de crecer en presencia de
carboximetilcelulosa y papel de filtro respectivamente, como tmicas
fuentes de carbono, no detectdndose actividad celulolitica en el sobre-
nadante de los cultivos de estas especies, pero observandose la libera-
cién de carbohidratos totales y aziicares reductores, sefial de haber
ocurrido la hidrélisis de las fuentes celulésicas empleadas. Es posible
obtener cierto crecimiento de las especies antes mencionadas en pre-
sencia de bagazo, meollo o paja de cafia, utilizados como tnica fuente
de carbono, asi como que el tratamiento alcalino del sustrato carbonato
favorece el crecimiento de dichas levaduras, en las condiciones ensa-
yvadas.

INTRODUCCION

Son relativamente pocos los microorganismos capaces de producir en-
zimas extracelulares responsables de la degradacién de celulosa crista-
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lina, encontrandose mayor nimerc de éstos con actividad biodegrada-
dora, sobre formas solubles y parcialmente sustituidas, de celulosa®.

Estas enzimas, denominadas celulasas, forman un complejo enzimitico,
cuvos componentes son C; v varias formas de C.* siendo los compo-
nentes Cy activos sobre la celulosa soluble, parcialmente sustituida, como
la carboximetilcelulosa'. En el grupo de los hongos filamentosos se
encuentra una abundante literatura, en relacion con la actividad celu-
lolitica de estos microorganismos® 7, reportandose el estudic individual
de diferentes especies. Otros aspectos de interés, son los relacionados
con la cinética de 'a fermentacidon dz los materiales czaluldsicos®?,

Puede afirmarse, que uno de los grupos de microorganismos que resul-
tarian mas importantes en la produccién de una biomasa proteica a
partir de materiales celuldsicos, lo pudieran constituir las levaduras,
debido a sus cualidades nutricionales, de cultivo, recuperacién, etc. Sin
embargo, se ignora practicamente todo lo relacionado con la posibilidad
de utilizacion de la celulosa por parte de las levaduras', conoziéndose
de cierta actividad ce'ulolitica de una especie del género Willia'', asi
como de otra especie del género Endomyropsis. Tamb'é s= harn repor-
tado a dos especies del género Tricosporon'™.

La utilizacidon de materiales celulosicos de la cafia de azucar, para su
conversion en biomasa protcica de origen bacteriano, ha sido reportada
desde hace algunos anos''%, asi como por otros investigadores ?, estando
entre ellos algunos trabajes cubanos'®*. Otros reportan la accién hi-
drolitica del bagazo pretratado con sosa y por enzimas de un hongo de
la especie Penicillium®™, y de algunas especies de los géneros Aspergillus,
Cladosporium, Fusariun™ 2%,

En el presente trabajo, se aborda el estudio preliminar realizado con
50 cepas de levaduras, de los géneros Candida. Chriptococcus, Citerony-
ces, Debarvomvces, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccha-
romyces. Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, y Torulopsis, hacién-
dolas crecer sobre materiales celulésicos como unica fuente de carbono.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron donados por el
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laboratorio de Micologia del Dpto. de Microbiologia de la Universidad
de la Habana (Tabla I).

Medio de cultivo

El medio de cultivo estd compuesto por: SO, (NHy). ... 5 g/1. POH.K
... 0t g/1, SOMg. 2H.O ... 0,5 g/l, CINa ... 01 g/l. Cl.Ca. 2H:0O ...
0,1 g/1, extracto d= levadura Oxoid L-20 ... 2 g/I. solucién de microele-
mentos ... 1 ml./1, segtitn Beech v Davenport?’. Esterilizacion a 110°C
durante 30 minutos. Solucion d- microzlementos: BO:H, ... 0,5 g/l,
$0,Cu. 5H20 ... 0,04 g/L. IK ... 0,1 g/, ClsFe. 6H.0 ... 0,2 g/1, SO;Mn.
H:0 ... 04 g/l. MoO:Na.. 2H20 ... 0.2 g/l, SOuZn. 7TH-0 ... 04 g/1?",

Las modificaciones efsctuadas en el medio de cultivo con respecto a la
fuente de carbono fueren: papzl de filtro Whatman No. 1 (10 g/} cor-
tado en pedazos de 1 x 1 cm, carboximetilcelulosa como sal sédica, con
grado de sustitucion 0,7-0,8 ... 10 g/I, meollo, bagazo y paja de cafia
con y sin tratamiento alcalino®™ ... 20 g/l. En los medios sélidos para
detectar crecimiento sobre carboximetiicelulosa. se emplearon las si-
guientes variantes: a) medio salino con 2 g/l de extracto de levadura
y 3 g/l de carboximetilcelulosa, b) medio salino con 2 g/l de extracto
de levadura y 3 g/l con papel de filtro. ¢} medio salino con 0,5 g/1 de
extracto de levadura y 3 g/l de carboximetilcelulosa, d) medio salino con
3 g/l de carboximetilcelulosa, €} medio salino con 0,5 g/l de extracto
de levadura, f) medio salino solamente. La fuente de nitrogeno sufrié
las modificaciones siguientes: peptona micolégica Oxoid L40 ... 1,5,
10 g/1. Se empled también SO;(NH.). a la concentracién antes sefialada.
Para medio de conservacién de las cepas se empled extracto de malta-
agar, incubandose a 30°C durante 48 y 72 hcras, guardandose en refri-
geracion a 4°C.

Condiciones de cultivo

Se emplearon erlenmeyers de 500 ml de capacidad con 100 m! de medio
de cultivo, incubandose a 30°C con agitacién a 120 r.p.m. Se tomaron
muestras cada 24 horas y a otros tiempos de fermentacion, segun las
caracteristicas de cada experiencia.

Determinacion de carbohidralos totales solubles

Se empled el método del fenol-sulfurico?®,
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Especies de levaduras estudiadas

Candida albicans

Hansenula ancmala

C. blankii Kloeckera apiculata
C, clawsenii Pichia polyvimorpha
C. humicola Rhodotorula gracilis
C. krusei Saccharomyces bryamis
C. krusei, A S. cerevisiae

C. parapsilosis S. cerevisiae, A.

C. robusta 8. cerevisiae, B

C. robusta, A S. cerevisiae (pan}
C. robusta, B 8. chevalieri

C. robusta, C S. ellipsoideus

C. solani S. ellipsoideus, A
C. tenuis S. fragilis

C. tropicalis S. klunei

C. tropicalis, A S. ludwigii

C. tropicalis, B Schizosaccharomyces pombe
C. wtilis, var. major S. roseus

C. utilis, A-S Sporobolomyces sp.
C. ufilis, 1 Torulopsis sp.

C. wrilis Torulopsis sp. (1)
Chriptococcus albidus T. globosa

C. laurentii T. globosa, A

C. laurentii, A T. sake

Citeromyees matritensis Levadura s/c

Debarvomvees subglobosus Levadura de Suki
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Determinacion de aziicares reductores

Se siguid el método del dcido dinitrosalicilico de Sumner y Somers™,
modificado por Miller®'.

Dzterminacion de la actividad enzimidtica C,

Sz empled una combinacion de los métodos de Mandesls y Weber® y
de Gupta y cols.®, considerandose la liberacién de los carbohidratos
totales solubles, a partir de la celu'osa insoluble utilizada como sustrato
enzimatico. A 4 ml de una solucidén tampdn 0,055M ciirato con 50 mg
papel de filtro Whatman No. 1, se afiade 1 ml del sobrenadante del cul-
tivo libre de células, incubando por una hora a pH 5 y 50°C.

Determinacion de la actividad enzimdtica C.

Se empled una modificacion dz]l método de Gupta y cols.™, consideran-
dose la liberacion de azicares reductores a partir de celulosa soluble,
empleada como sustrato enzimatico. A 4 ml de una solucién tampon
0055 M citrato con 1% carboximetilcelulosa (sal sédica, grado de susti-
tucion 0,70,8). se afiade, 1 ml del sobrenadante del cultivo libre de
células, incubando por una hora a pH 5 y 50°C.

Determinacion del pH, densidad optica de los cultivos y peso seco

Se determino el pH, una vez filtrado los cultivos con materiales celu-
losicos, en pH-metro Pye-Unicam. La densidad dptica se determiné una
vez filtrado el cultivo, a la longitud de onda de 650 nm, en espectrocolori-
metro Spekol, con complemento de extincién T.R. La determinacién del
peso seco se hizo por el método de Osman y cols.?,

Tratamiento estadistico de los datos

Se empleé el método de los minimos cuadrados®!, aleatorizacién de los

muestreos por tablas de permutaciones al azar y un disefic de bloques
al azar®,

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos con las 50 cepas de levaduras en
estudio (Tablas IT y III), en relacién con el crecimiento en presencia
de carboximetilcelulosa, cen diferentes variantes en medio solido, se
pudo constatar que a partir de estas experiencias no era posible dilu-
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cidar si verdaderamente crecian a expensas de la celulosa, va que el
crecimiento fue dudoso por su magnitud, lo cual pude atribuirse al ex-
tracto de levadura utilizado en las distintas variantes, asi como cual-
quier impureza en el agar. que actuara como fuente carbonada, o bien
arrastrada con ¢l inodculo. Ninguna de las cepas degrado al agar. Por
tal motivo, se cultivaron las ccpas en presencia de carboximetilcelulosa
en medio lquido y en czlulosa insoluble en la forma de papel Whatman
No. 1, siendo entonces posible observar visualmente el cambio en la
viscosidad de los medios de cultivo, al compararlos con controles no
incculados, coincidiendo las especies Candida parapsilosis, C. krusei y
C. tenuis en la degradacion de la carboximetilcelulosa, habiéndose repe-
tido esta experiencia, corroborandose los resultados. El medio de cultivo
empleado contenia extracto de levadura, el cual garantizaba el creci-
miento de cualquier levadura que necesitara vitaminas, evitando asi que
pudiera €l no crecimiento de los cultivos enmascarar los resultados.

Dennis®, asi como Stevens y Payne', reportan actividad extracelular
celulolitica en especies del género Trichosporon.

Debido a quz las especies estudiadas son del género Candida, no es po-
sible establecer una comparacion, si bien no pudo ser detectada activi-
dad celulolitiza en el sobrenadanie, aunque si se liberaban aztcares re-
ductores a partir de los materiales celulésicos ensayados (Figs. 1-3), des-
tacdndose la liberacion de carbohidratos totales v azicarss reduc:ores,
a partir del bagazo tratado alcalinamente, y empleado ¢czmo tnica fu:nte
de carbono. Las fluctuaciones en las concentraciones de carbohidratos
totales solubles y azicares reductorss. presentan las mismas caracteristi-
cas generalas observadas en cultivos de bacterias celuloliticas®, coinci-
diendo la disminucién de .os carbohidratos solubles con la fase de cre-
cimiento mas vigoroza que atraviesa el cultivo, sefial de una gran de-
manda por parte de los microcorganismcs, de la fuente de carbono solu-
ble. Si observamos ¢l crecimiento de estas tres especies, en presencia de
bagazo con y sin tratamiento, vemos que exisle un mayor crecimiento
cuando se emplea bagazo tratado como Unica fuente de carbono, lo cual
se ha reportado para microorganismos celuloliticos™®, Otro hecho en
favor de una actividad celulolitica, es el encontrade en la especie bac-
teriana Cellvibrio gilvus, en la cual se sugiere que las enzimas celuloli-
ticas se encuentran asociadas a la pared celular del microorganismo v,
por lo tanto, ne son detectadas en el sobrenadante®”.
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TABLA II

Crecimiento de diferentes especies de levaduras, en medios salinos con
carboximetilcelulosa con diversas variantes

variantes (*)
C
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+

.
|
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i
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TABLA TII

Crecimiento de diferentes especies de levaduras, en medios salinos con
carboximetilcelulosa con diversas variantes

LSPECIES variantes (*)
A B C D E
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. cerevisiae, B

+
i

. cerevisige (pan)
. chevalieri

. ellipsoideus

. ellipsoideus, A

L nnw®h
b+
+ o+

+ +

. fragilis

. klunet

. ludwigii
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T. sake
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Levadura de Suki

F 4

+

|
[

J
|
e S S e O R i e

L N S RN R
B+ + W+
W+

o

++ +

(*) Ver malteriales v métodos
(+) crecimiento

(#) crecimiento dudoso
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Fig. 1. Cultivo de Candida parapsilosis en presencia de bagazo de cafia, con trata-
miento alcalino: (A) densidad éptica del cultivo, (x) carbohidratos totales solu-
bles, () azticares reductores.

Cuando estas cspecies fueron cultivadas en presencia de meollo con v
sin tratamiento alcalino, asi como en paja de cafia con v sin tratamiento,
se observo mayor crecimiento en los sustratos carbonados que presenta-
ban el tratamiento con sosa, asi como un crecimiento superior con res-
pecto al bagazo tratado, que en términos generales fue un 30% mas alto
(Figs. 4-6). Esto pudiera explicarse por el hecho de que el meollo esta
constituido por tejido parenquimatoso del tallo de cafa, que al no ser
un tejido de sostén en la planta, sus estructuras ligno-celulésicas son mas
sencillas, lo cual es ampliamente reportado en los tejidos vegetales®$ !,
La estructura de los haces fibro-vasculares del tallo y la hoja de cafia
difieren en que el nimero de haces es inferior en la hoja*?; ademas, puede
considerarse el hecho de que a partir de los datos anatémico-compara-
tivos en la estructura de un corte transversal en un tallo y una hoja,
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la relacién entre los tejidos vegetales favorece al parénquima de la
hoja. Calderin y Ocampo* realizaron estudios al microscopio electrénico
de tejidos de la cana de azacar, mostrando la complejidad de la estruc-
tura de las paredes celulares.
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Fig. 2. Cultivo de Candidua krusei cn preseicia de bagazo de cafia, con tratamicnto
alcalino: (4&) densidad éptica del cultivo, (%) carbohidratos totales solubles, (1)
azucares reductores.

Las concentraciones de carbohidratos totales solubles v azicares reduc-
tores encontrados en los medios de cultivo. constituyen la resultante de
dos procesos; uno de hidrdlisis de la forma insoluble del material celu-
lésico a formas solubles con produccién de azicares reductores, v otro
fenémeno constituido por el consumo de estos compuestos reductores®,
Por lo tanto, los valores en concentracion de estos compusstos solubles
representan la resultante d2 ambos fenémenos*, coincidiendo un aumen-
to de la poblacion de levaduras con una disminucion de los azticares
solubles v su tendencia a un posterier aumsnto debido a una estabili-
zacion del crecimiento de la psblacion v ¢l consiguicnte dscremento en
st demanda.
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Fig. 3. Cultivo de Candida tcnuis en presencia de bagazo de cafa con lra’amiento
alcaling: (&) densidad optica del cultivo, (x) carbohidratos totales solubles, ()
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Fig. 4. Crecimiento de Candida parapsilosis: (5) en bacazo con tratamiento alea-
lino, () en bagazo sin tratamiento.
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Fig. 5. Crecimiento de Candida krusei: (4) en bagazo con tratamiento alca-
lino, {O) en bagazo sin tralamiento.

Mandels y Weber® reportaron la influencia de la peptona en la excresion
de celulasas por hongos filamnetosos, por lo que se incluyd a ésta en
un disefio de bloques al azar, encontrandose en los cultivos con peptona
a 10 g/1 mejor crecimiento (Tabla IV), no siendo posible separar el cre-
cimiento prevocado por la peptona del aportado por el bagazo solamente,
por lo que éste es una expresion de ambos. Sin cmbargo, el crecimiento
con peptona solamente fue inferior a la combinacién bagazo y peptona
{(Tabla V).

No fue posible encontrar diferencias significativas entre las tres especies
estudiadas, siendo el coeficiente de variacién experimental de 6,2%, el
cual resulta aceptable para estas condiciones. El analisis de los coefi-
cicntes d= correlacion obtenidos a partir de los valores de crecimiento
del cultivo, en presencia de diferentes concentraciones de peptona como
tnica fuente de carbono, muestran una correlacion positiva con valores
entre 0,873 y 0892 para las tres especies estudiadas, indicando una
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evidente proporcionalidad en la utilizacién de la peptona como fuente
de carbono. Con respecto a los cultivos crecidos en bagazo v diferentes
concentraciones de peptona también se observa igual fenémeno, con
valores para los coeficientes de correlacién entre 0,925 y 0,965, no siendo
posible separar el crecimiento debido al bagazo del de la peptona, ya que
parte de la peptona, asi como los cuerpos celulares de las levaduras, se
adherian a las fibras e intersticios de los materiales celulésicos emplea-
dos, lo cual se evidencio en las observaciones al microscopio, impidiendo
esto el tener la posibilidad de determinar sélo al material celulasico re-
sidual debiéndose considerar en el futuro un estudio mas detallado de
esta fuente organica de nitrdgeno, asi como de otros aspectos que pue-
dan influir en una mejor utilizacién de los materiales celulésicos por las
levaduras.
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Fig. 6. Crecimiente de Candida tenuis: (A) en bagazo con tratamiento alca-
lino, (O) en bagazo sin tratamiento.
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TABLA IV

Crecimiento de los cultivos en presencia de bagazo y peptona como

fuentes de carbono, expresado en densidad dptica

densidad op-

Especic peptona (g/l) tica (650 nm} r
C. parapsilosis 0 1,088
1 1,118 0,965
5 2,579
10 4,209
C. kruset 0 0,783
I 1472 0,947
5 2467
10 3,540
C. tenuis 0 0,867
1 1,018 0,925
5 1.880
10 2537
CONCLUSIONES

1. De las 50 cepas de los géneros Candida, Criptococcus, Citeromyces,

Debaryomyces, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccharomy-
ces, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces y Torulopsis estudiados, sélo

las cepas de las especies Candida parapsilosis, C. krusei y C. tenuis, fue-

ron capaces de crecer en materiales celulésicos como tnicas fuentes de

carbono.
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2. Se detectd la liberacion de carbohidratos totales solubles v azticares re-
ductores, y se sigui6é su comportamiento en los cultivos de C. parapsilo-
sis, C. krusei y C. tenuis, sefal de actividad enzimaética sobre el material
celulosica empleado como Unica fuente de carbono.

3. Se obtuvo cierto crecimiento de las tres especies, antes mencionadas,
en presencia de bagazo, meollo y paja de cafa, utilizados como tnica
fuentes de carbono en medios de cultivos.

TABLA V

Crecimiento de los cultivos en presencia de peptona como unica fuente
de carbono, expresado en densidad dptica

densidad op-

Especie peptona {g/I) tica (650 nm) Y
C. parapsilosis 0 0,080
1 1,500 J.877
5 1,700
10 2,000
C. kruser 0 0,340
1 0,750 0,892
5 1,100
10 1,350
C. tenuis 0 0,240
i 0,840 0,873
5 1,200
10 1,400
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