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ABSTRACT . From 50 strains of yeasts 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. tenuis, which were able to grow on carboxymethylcellulose and
paper filter as only carbon sources, respectively . 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
generos : 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 unicas
fuentes de carbono, no detectAndose actividad celulolftica en el sobre
nadante de los cultivos de estas especies, pero observandose la libera-
cibn de carbohidratos totales y azucares reductores, serial de haber
ocurrido la hidrblisis de las fuentes celulosicas empleadas . Es posible
obtener cierto crecimiento de las especies antes mencionadas en pre-
sencia de bagazo, meollo o paja de cana, utilizados como unica fuente
de carbono, asi como que el tratamiento alcalino del sustrato carbonato
favorece el crecimiento de dichas levaduras, en las conditions ensa-
yadas .

INTRODUCCION

Son relativamente pocos los microorganismos capaces de producir en-
zimas extracelulares responsables de Ia degradacion de celulosa crista-
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lina, encontrandose mayor nt mero de estos con actividad biodegrada-
dora, sobre formas solubles y parcialmente sustituidas, de celulosa' .

Estas enzimas, denominadas celulasas, forman un complejo enzimatico,
cuyos componentes son C, y varias formas de C,', siendo los compo-
nentes C, activos sobre la celulosa soluble, parcialmente sustituida, como
In carboximetilcelulosa' . En el grupo de los bongos filamentosos se
encuentra una abundante literatura, en relation con la actividad celu-
lolitica de estos microorganismos ; 7 , reportandose el estudio individual
de diferentes especies . Otros aspectos de interes, son los relacionados
con la cinetica de Ta fermentation de los materiales celulosicos 89 .

Puede afirmarse, que uno de los grupos de microorganismos que resul-
tarian mas importantes en la production de una biomasa proteica a
partir de materiales celul6sicos, lo pudieran constituir las levaduras,
debido a sus cualidades nutricionales, de cultivo, recuperation, etc . Sin
embargo, se ignora practicamente todo lo relacionado con la posibilidad
de utilizacion de In celulosa por parte de las levaduras"', cono _iendose
de cierta actividad ce urolitica de una especie del genero Willia", asi
como de otra especie del genero Endomycopsis . Tamb =e, se bar, repor-
tado a dos especies del genero Tricosporon' 2 8 .
La utilizacion de materiales celulosicos de la cana de azucar, para su
conversion en biomasa proteica de origen bacteriano, ha sido reportada
desde hate algunos anos 1-7 °, asi como por otros investigadores- 7 , estando
entre ellos algunos trabajos cubanos' 8 °' . Otros reportan la action hi-
drolitica del bagazo pretratado con sosa y por enzimas de un bongo de
la especie Penicillium 24, y de algunas especies de los generos Aspergillus,
Cladosporium, Fusariumaa=a

En el presente trabajo, se aborda el estudio preliminar realizado con
50 cepas de levaduras, de los generos Candida . Chriptococcus, Citeromy-
ces, Debaryomyces, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccha-
romyces_ Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, y Torulopsis, hacien-
dolas crecer sobre materiales celulosicos como unica fuente de carbono .

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron donados por el



ESTUDIO LEVADURAS GENERO CANDIDA 267

laboratorio de Micologia del Dpto. de Microbiologia de la Universidad
de la Habana (Tabla 1) .

Medio de cultivo

El medio de cultivo esta compuesto por : S04 (NH,) 5 g/1, PO,H2K
. . . 0,1 g/l, SO,Mg. 2H20 . . . 0,5 g/1, C1Na . . . 0 1 g/1, C12Ca . 2Hs0 . . .
0,1 g/1, extracto d_ levadura Oxoid L-20 . . . 2 g/l, solution de microele
mentos . . . 1 ml ./1, segen Beech y Davenport 27 . Esterilizacion a 110°C
durante 30 minutos . Solution d~ microelementos : BO-,H, . . . 0,5 g/1,
SO4Cu . 5H •20 . . . 0,04 g/l . IK . . . 0,1 g/l, C1,Fe . 6H 20 . . . 0,2 g/l, SO,Mn .
H2O . . . 0,4 g/1, MOO4Na2 . 2H20 . . . 0:2 g/l, S04Zn. 7H_0 . . . 0,4 g/l-T .
Las modificaciones efectuadas en el medio de cultivo con respecto a la
fuente de carbono fueren: papel de filtro Whatman No . 1 (10 g/1) cor-
tado en pedazos de 1 x 1 cm, carboximetilcelulosa comp sal sodica, con
grado de sustitucion 0,7-0,8 . . . 10 g/l, meollo, bagazo y paja de caiia
con y sin tratamfento alcalino'" . . . 20 g/l. En los medios solidos para
detectar crecimiento sobre carboximetilcelulosa . se emplearon las si-
guientes variantes : a) media salino con 2 g/l de extracto de levadura
y 3 g/l de carboximetilcelulosa, b) medio salino con 2 g/1 de extracto
de levadura y 3 g/1 con papel de filtra, c) medio salino con 0,5 g/l de
extracto de levadura y 3 g/l de carboximetilcelulosa, d) medio salino con
3 g/l de carboximetilcelulosa, e) medio salino con 0,5 g/1 de extracto
de levadura, f) medio salino solamente . La fuente de nitrogeno sufrio
las modificaciones siguientes : peptona micologica Oxoid L-40 . . . 1,5,
10 g/l. Se empleo tambidn S04(NH4)2 a la concentraci6n antes seiialada .
Para medio de conservation de las cepas se empleo extracto de malta-
agar, incubandose a 30°C durante 48 y 72 horas, guardandose en refri-
geracion a 4°C .

Condiciones de cultivo

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

Determination de carbohidratos totales solubles
Se empleo el metodo del fenol-sulfurica 29 .
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Candida albicans

C. blankii

C. clawsenii

C. humicola

C. krusei

C. krusei, A .

C . parapsilosis

C. robusta

C. robusta, A
C. robusta, B

C. robusta, C
C . solani

C. tennis
C. tropicalis

C. tropicalis, A
C. tropicalis, B

C. utilis, var. major

C. utilis, A-S

C. utilis, I

C. utilis

Chriptococcus albidus
C. laurentii

C. laurentii, A

Citeromyces matritensis

Pcbarvomrces subglobo.sus
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TABLA I

Especies de levaduras estudiadas

Hansenula andmala

Kloeckera apiculata

Pichia polymorplza

Rhodotcrula gracilis

Saccharomyces bryamis
S. cerevisiae

S. cerevisiae, A .

S. cerevisiae, B
S. cerevisiae (pan)

S. chevalieri

S. ellipsoideus
S. ellipsoideus, A

S. fragilis
S . klunei

S. ludwigii

Schizosaccharomyces porn be
S. roseus

Sporobolomyces sp .
Tortilopsis sp.

Torulopsis sp . (t)

T. globosa

T. globosa, A

T. sake

Levadura s/c

Levadura de Suki
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Deterniinaeion de azucares reductores
Se siguio cl metodo del acido dinitrosalicilico de Sumner y Somers'0 ,
modificado por Miller'` .

Dcterminacion de la actividad enzimdtica C

S. empleo una combination de los metodos de Mandels y Weber'= y
de Gupta y cols .", considerandose la liberation de los carbohidratos
totales solubles, a partir de la celu' .o_a insoluble utilizada como sustrato
e ; zimatico . A 4 ml de una solucion tampon 0,055M citrato con 50 mg
papel de filtro Whatman No . 1 . se anade 1 ml del sobrenadante del cul-
tivo libre de celulas, incubando por una hora a pH 5 y 50°C .

Determinacion de la actividad enzimdtica C

Se empleo una modification dcl metodo de Gupta y cols .'", consider'an-
dose la liberation de azucares reductores a partir de celulosa soluble,
empleada como sustrato enzimatico . A 4 ml de una solucion tampon
0,055 M citrato con 1% carboximetilcelulosa (sal sodica, grado de susti-
tucien 0,7-0,8) . se anade, 1 ml del sobrenadante del cultivo libre de
celulas, incubando por una hora a pH 5 y 50°C .

Determinacion del pH, densidad 6ptica de los cultivos y peso seco
Se determine el pH, una vez filtrado los cultivos con materiales celu-
losicos, en pH-metro Pye-Unicam . La densidad optica se determine una
vez filtrado el cultivo, a la longitud de onda de 650 run, en espectrocolori-
metro Spekol, con complemento de extincion T .R. La determination del
peso seco se hizo por el metodo de Osman y cols . ,8 .

Tratamiento estadistico de los dates

Se empleo el metodo de los minimos cuadrados 3", aleatorizacion de los
muestreos por tablas de permutaciones al azar y on diseno de bloques
al azar'' .

RESULTADOS Y DISCUSION
A partir de los resultados obtenidos con las 50 cepas de levaduras en
estudio (Tablas II y III), en relation con el crecimiento en presencia
de carboximetilcelulosa, ccn 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, ya que el
crecimiento foe dudoso por su magnitud, lo coal 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 el inoculo. Ninguna de Ins cepas degrado al agar . Por
tal motivo, se cultivaron las ccpas en presencia de carboximetilcelulosa
en medio liquido y en celulosa 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
ineculadoc, coincidiendo las especies Candida parapsilosis, C . krusei y
C. tenuis en la degradacion do la carboximetilcelulosa, habidndose repe-
tido esta experiencia, corroborandose los resultados . El medio de cultivo
empleado contenia extracto de levadura, el coal garantizaba el creci-
miento de cualquier levadura que necesitara vitaminas, evitando asi que
pudiera el no crecimiento de los cultivos enmascarar los resultados .

Dennis", asi como Stevens y Payne", reportan actividad extracelular
celulolitica en especies del gdnero Trichosporon.

Debido a que las especies estudiadas son del gdnero Candida, no es po-
sible establecer una comparacion, si bien no pudo ser detectada activi-
dad celulolitica en el sobrenadante, aunque si se liberaban azucares re-
ductores a partir de los materiales celulosicos ensayados (Figs. 1-3), des-
tacandose la liberacion de carbohidratos totales y aaicares reduc'ores,
a partir del Lagazo tratado alcalinamente, y empleado ccmo unica fu me
de carbono. Las fluctuaciones en las concentraciones de carbohidratos
totales solubles y azucares reductores . presentan las mismas caracteristi-
cas general--s observadas en cultivos de bacterias celuloliticas 2 S, coinci-
diendo la disminucion de ios carbohidratos solubles con la fase de cre-
cimiento mas vigoroza que atraviesa el cultivo, sepal de una gran de-
manda por parte de los microorganismos, de la fuente de carbono solu-
ble. Si observamos el crecimiento de estas tres especies, en presencia de
bagazo con y sin tratamiento, vemos que existe un mayor crecimiento
cuando se emplea bagazo tratado como unica fuente de carbono, lo coal
se ha reportado para microorganismos celuloliticos" ,1" . Otro hecho en
favor de una actividad celulolitica, es el encontrado en la especie bac-
teriana Cehvibrio gilvus, en la coal se sugiere que las enzimas celuloli-
ticas se encuentran asociadas a la pared celular del microorganismo y,
por to tanto, no son detectadas en el sobrenadante" .
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TABLA II

Crecimiento de diferentes especies de ltvaduras, en medics salinos con
carboximetilcelulosa con diversas variantes
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(*) Ver materiales y metodos

(+) crecimiento

(‚) crecimiento dudoso

variantes (")
ESPECIES A B C D

	

E F

Candida albicans + + + ‚

	

+ ‚
C. blankii + + _F ‚

	

+ ‚
C. clawsenit + + + ‚

	

+ '-'
C. humicola + + + ‚

	

+-*
C. krusei + + + ‚

	

+ ‚
C. krusei, A + + + ‚

	

+ ‚
C. parapsilosis + + -F ‚

	

-i- ‚

C. robusta -t + + + ‚
C. robusta, A ‚ + + ‚

	

+ ‚
C. robusta, B ‚ + + ‚

	

+
C. robusta, C ‚ + + -~

	

+ ‚

C. solani + ~- + ‚

	

+ ‚

C. tenuis + ‚ + ‚

	

‚
C. tropicalis + + + ?

	

+ ‚

C. tropicalis, A + + + ‚

	

+ ~"

C. tropicalis, B + + + ‚

	

+ '~
C. utilis, var . major ‚ + + ‚

	

+ i-
C. utilis, A-S -* + + ‚

	

+

C. utilis, I + + "--

	

+ ‚
C. utilis + J- ‚

	

+ ‚

Chriptococcus albidus + + + ‚

	

+ ‚

C. laurentii + + + ‚

	

+ ‚

C. laurentii, A + ‚ + ‚

	

‚ ‚

Citeromyces matritensis -~ + + ‚

	

+ ‚
Debaryomyces subglobosus + + ‚

	

+ ‚
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Ver materiales y metodos

(+) crecimiento

(i-) crecimiento dudoso
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TABLA III

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

LSPECIES

	

variantes (*)
A

	

B

	

C

	

D

	

E F

Manse ula andmala

	

‚

	

+

	

+

	

‚

	

+ '!-
Kloeckera apiculata

	

-

	

‚

	

-

	

-

	

‚ -
Pichia polymorpha

	

-

	

-

	

‚

	

~-

	

- *-
Rhodotorula gracilis

	

+

	

+

	

+ t
Saccharonzyces bryamis

	

-

	

-

	

+

	

-

	

- ‚
S. cerevisiae

	

+

	

-

	

+

	

‚

	

- -!-
S. cerevisiae, A

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ '-*
S. cerevisiae, B

	

+

	

-

	

+

	

‚

	

- ‚
S. cerevisiae (pan)

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ -
S. chevalieri

	

+

	

-

	

+

	

‚

	

- ‚
S. ellipsoideus

	

+

	

+

	

+

	

_~

	

+ ~-
S. ellipsoideus, A

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ ‚
S. fragitis

	

+

	

+

	

‚

	

‚

	

- ‚
S. klunei

	

-

	

-

	

+

	

+

	

- +
S. ludwigii

	

+

	

-

	

+

	

-

	

- ‚
Schizosaccharomyces pombe

	

+

	

+

	

+

	

+

	

+ '~
S. roseus

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ ‚
Sporobolomyces sp .

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ -
Torulopsis sp .

	

+

	

+

	

+

	

+

	

+ ‚
Toroluopsis sp . (t)

	

-

	

‚

	

+

	

-

	

‚ -~-
T. globosa

	

+

	

+

	

+

	

+

	

+ -!-
T. globosa, A

	

-

	

+

	

+

	

‚

	

+ -
T. sake

	

+

	

+

	

+

	

+

	

+ ‚
Levadura s/c

	

+

	

-‚

	

+

	

+

	

‚ ‚
Levadura de Suki

	

+

	

+

	

+

	

‚

	

+ -‚
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Fig . 1. Cultivo de Candida parapsilosis en presencia de bagazo de cana, con trata-
miento alcalino : (A) densidad bptica del cultivo, (x) carbohidratos totales solu-

bles, (0) azucares reductores .

Cuando estas cspecies fueron cultivadas en presencia de meollo con y
sin tratamiento alcalino, asi como en paja de cana con y 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 terminos generales fue on 30% mas alto
(Figs . 4-6) . Esto pudiera explicarse por el hecho de que el meollo esta
constituido por tejido parenquimatoso del tallo de cana, que al no ser
un tejido de sosten en la planta, sus estructuras ligno-celulosicas son rods
sencillas, lo coal es ampliamente reportado en los tejidos vegetales 3s"i
La estructura de los haces fibro-vasculares del tallo y la hoja de cana
difieren en que el ntimero de haces es inferior en la hoja 42 ; ademas, puede
considerarse el hecho de que a partir de los datos anatomico-compara-
tivos en Ia estructura de on corte transversal en un tallo y una hoja,
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72 96
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la relacion entre los tejidos vegetales favorece al pardnquima de la
hoja. Calderin V Ocampo43 reahzaron estudios al microscopio electronico
de tejidos de la cana de azucar, mostrando la complejidad de la estruc-
tura de las paredes celulares .
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Fig. 2 . Cultivo de Candida krusel co prescrcia de bagazo de cana, con tratamiento
alcalino : (A) densidad optica del cultivo, (x) carbohidratos totales solubles, ((D)

azucares reductores .

Las concentraciones de carbohidratos totales solubles y azucares reduc-
tores encontrados en Ins medios de cultivo, constituyen la resultante de
dos procesos ; uno de hidrolisis de la forma insoluble del material celu-
losico a formas solubles con produccion de azucares reductores . y otro
fenomeno constituido por el consurno de estos compuestos reductores=" .
Per lo tanto, los valores en concentrac'on de estos compuestos solubles
representan la resultante de ambos fenomcnos 44 , coincidiendo on aumen-
to de la poblacion de levaduras con una disminucion de los azucares
solubles y so tendencia a tin onsterior aumento debido a una estabili-
zacion del crecimiento de la p blaci6n v cI consisuicnte decremento cn
su demanda .
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Fig . 3. Cultivo de Candida acnais en presencia de bagazo de eana con tra :amiento
alcalino : (A) densidad optica del cultivo, (x) carbohidratos totales solubles, (O)

azucares reductores .
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Fig. 4. Crecimiento de Candida parapsilosis : (A) en hacazo cue tratamiento alca-
lino, (O) en bagazo sin tratamiento .
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Fig. 5. Crecimiento de Cwidida krusei: (A) en bagazo con tratamiento alca-
lino, (0) en bagazo sin tratamiento .

Mandels y Weber32 reportaron la influencia de la peptona en la excresion
de celulasas por bongos filamnetosos, por lo que se incluyo a esta en
un diseiio de bloques al azar, encontrandose en los cultivos con peptona
a 10 gIl mejor crecimiento (Tabla IV), no siendo posible separar el cre-
cimiento provocado por la peptona del aportado por el bagazo solamente,
por lo que este es una expresion de ambos . Sin embargo, el crecimiento
con peptona solamente fue inferior a la combinacion bagazo y peptona
(Tabla V) .

No fue posible encontrar diferencias significativas entre las tres especies
estudiadas, siendo el coeficiente de variacion experimental de 6,2%, el
cual resulta aceptable para estas condiciones . El analisis de los coefi-
cientes de correlacion obtenidos a partir de los valores de crecimiento
del cultivo, en presencia de diferentes concentraciones de peptona como
unica fuente de carbono, muestran una correlacion positiva con valores
entre 0,873 y 0 892 para las tres especies estudiadas, indicando una

0,6
e
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0N A
'O 0,4
aU
a

A

	0

0 /0.0 0,2 0
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evidente proporcionalidad en la utilizaci6n de la peptona como fuente
de carbono. Con respecto a los cultivos crecidos en bagazo y diferentes
concentraciones de peptona tambien se observa igual fen6meno, con
valores para los coeficientes de correlaci6n 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 ]as fibras e intersticios de los materiales celul6sicos emplea-
dos, lo cual se evidenci6 en las observaciones al microscopio, impidiendo
esto el tener la posibilidad de determinar s6lo al material celul6sico re-
sidual debiendose considerar en el futuro un estudio m's detallado de
esta fuente organica de nitr6geno, asi como de otros aspectos que pue-
dan influir en una mejor utilizaci6n de los materiales celul6sicos por las
levaduras .

24

	

48
horas

72 96
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Fig . 6 . Crecimiento de Candida tenuis : (A) en bagazo con tratamiento alca-
lino, (0) 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

CONCLUSIONES

1 . De ]as 50 cepas de los generos Candida, Criptococcus, Citeromyces,
Debaryomyces, Hansenula, Kloeckera, Pich a, Rhodotorula, Saccharomy-
ces, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces y Torulopsis estudiados, solo
las cepas de las especies Candida parapsilosis, C . krusei y C. tenuis, fue-
ron capaces de crecer en materiales celulosicos como unicas fuentes de
carbono .

Especie peptona (g/I)
densidad op-
tica (650 nm)

C. parapsilosis 0 1,088

1 1,118 0,965

5 2,579

10 4,209

C. krusei 0 0,783

1 1,472 0,947

5 2,467

10 3,540

C. tenuis 0 0,867

1 1,018 0,925

5 1,880

10 2,537
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2. Se detecto la liberacion de carbohidratos totales solubles y azucares re-
ductores, y se siguio su comportamiento en los cultivos de C . parapsilo-
sis, C. krusei y C . tennis, sepal de actividad enzimAtica sobre el material
celulosico 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 cana, utilizados como mica
fuentes de carbono en medios de cultivos .

TABLA V

Crecimtento de los cultivos en presencia de peptona como unica fuente
de carbono, expresado en densidad optica

RECONOCIMIENTOS
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Especie peptona (g/1)
densidad op-
tica (650 nm)

C. parapsilosis 0 0,080

1 1,500 0,877

5 1,700

10 2,000

C. krusei 0 0,340
1 0,750 0,892
5 1,100
10 1,350

C. tenuis 0 0,240

1 0,840 0,873

5 1,200

10 1,400
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