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ABSTRACT. 8 yeast strains were chosen to carry out the selection for
SCP production from the enzymatic hydrolisates of the cellulosic
wastes. The cellular yields and their specific growth rates were taken
as basic parameters for the yeast selection . Previous to this choice, an
Experimental Design with two controlled factors and two levels for
each microorganism was developed. With the aim off comparing each
microorganism in their best growth conditions. The tested temperatures
were 30 and 37°C and the pH were 4 and 5 . As carbon and energy source,
enzymatic hydrolisates from sugar cane bagasse were used . The yeast
strain S0 (it was isolated in our laboratory, was chosen, which can grow
at moderatly high temperature and relatively low pH, important fac-
tors as them diminishes the contamination risks and simplifies the
cooling system at the industry . This yeast has a good protein content
and aminoacids balance .

RESUMEN. Se escogieron 8 cepas de levadura para hacer la selecei6n
con vistas a la producti6n de proteinas a partir de hidrolizados enzi-
maticos de desechos celul6sicos. Como parametros basicos se escogie-
ron el rendimiento celular y In velocidad especifica de crecimiento .
Previamente se desarro116 on Diseno de Experimentos con 2 factores
controlados y 2 niveles con el objetivo de comparar a cada microorga-
nismo en sus mejores condiciones de crecimiento . Las temperaturas
probadas fueron 30 y 37°C y Ins pH, 4 y 5 . La fuente de carbono utili-
zada fue hidrolizado enzimdtico de bagazo de cafa . Se escogi6 la cepa
de levadura & (aislada en nuestro laboratorio) la cual puede crecer
bien a temperaturas moderadamente altas y pH relativamente bajos,
importantes factores para eliminar riesgos de contamination y sim-
plificar el sistema de enfriamiento a la industria . Esta levadura tiene
on buen contenido de proteinas y buen balance de aminoacidos.

INTRODUCCION

La disponibilidad de grandes cantidades de bagazo, meollo y otros de-
sechos o subproductos de la canal de azdcar y la necesidad de encontrar
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fuentes economicas y abundantes de proteinas con las cuales poder con-
tribuir a la alimentation de nuestra masa ganadera, ban motivado que
se realicen estudios con fines de obtener proteina microbiana utilizando
estos desechos . Una via factible es la hidrolisis de los materiales celu-
losicos, producida por la action de las enzimas con el fin de descom-
poner los polisacaridos obteniendo un hidrolizado con azucares de bajo
peso molecular, capaz do ser fermentado por micro-organismos que sin-
tcticen proteina de alta calidad con elevados rendimiontos. En este
trabajo se estudia la factibilidad de utilizar los hidrolizados enzima-
ticos de bagazo de cana para utilizarlo como fuente de energia en el
crecimiento de levaduras forrajeras .

Se escogieron ocho cepas con buenas caracteristicas de crecimiento para
realizar la seleccion, tomando como parametros bisicos of rendimiento
celular obtenido con relation a su asimilacion de los azucares en solu-
ci6n y a sus velocidades especificas de crecimiento maximas, pero pro-
via a la seleccion se desarrollo un plan con dos factores, controlados y
dos niveles para cada micro-organismo .

Los factores analizados fueron temperatura y pH .

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron para la seleccion ocho cepas de levadura :

S,, S2, Ss, S4 y S(; ; estas cepas de levadura fueron aisladas para el
estudio .

S ; Candida utilis 192 . Fue donada por el Dpto. de Ouimica de las Fer-
mentaciones y Tecnologia. Instituto Superior de Quimica y Tecnologia .
Praga, Checoslovaquia .

Ynoo ; precede a la coleccion de cultivos del Consejo Nacional de Inves-
tigaciones. Canada .

YE,no; es un mutante enriquecido en metionina, un 75% en relation
a la cepa original Y90 , desarrollado por el Dpto . de Genetica del CENIC,
Habana, Cuba .

El hidrolizado enzimdtico fue utilizado en este estudio como unica fuente
de carbon y energia (75% de los azucares reductores presentes es glu-
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cosa), completandolo con el medio de sales descrito por Ghose (1969),
y modificado en este trabajo en base a las necesidades de crecimiento
de las cepas de levaduras probadas . La composici6n del medio (g/1) fue
la siguiente :

(NH4)2SO4, 1,4 ; KH2P04, 1,8 ; (NHa)2CO, 2,8; CaC12, 0,3 ; MgSO4 • 7H20,
0,6 ; extracto de levadura 0,1 . Para la esterilizacion se utilizo una auto-
clave a 121T durante 10 minutos, posteriormente el medio fue suple-
mentado con 50 ml de una soluci6n esteril de trazas de elementos . La
composici6n de elementos (mg/1) fue la siguiente : FeS04, 7H20, 0,1 ; MnC12,
4H20, 0,8 ; ZnSO4 - 7H20, 0,5 ; CaC1 2 , 6H20, 0,5 . Los calculos se realiza-
ron considerando on 55% de rendimiento celular . La composici6n celu-
lar que se tomd fue : 8% de nitr6geno, 4% de P20a y 0,6 de MgO . Para
los calculos se considero 30 g de azucares en et medio . Como parametros
basicos para la selection fueron escogidos el rendimiento cetular y la
velocidad especifica de crecimiento .

Previo a esta seleccion fue desarrollado un Plan Factorial con dos fac-
tores controlados y dos niveles (Bacon and Henson, 1971; Lopez Planes,
1975) para cada microorganismo, con el objetivo de comparar a cada
uno en sus mejores condiciones de crecimiento .

Los factores controlados fueron la temperatura y el pH :

27

Se utilizo el metodo estadigrafo t de Student para comparar los valores
promedios de la velocidad especifica de crecimiento .

Para el crecimiento de la levadura se utilizo una zaranda rotatoria marca
INFORS AG-CH-4015 BASEL, RFA .

Se prepararon corridas duplicadas con 50 ml de medio liquido en cada
erlenmeyer de 500 ml, con tubos nefelometricos laterales, para facilitar
la lectura de densidad optica .

EXPERIMENTO TEMPERATURA pH

1 30 4

2 37 4

3 30 5

4 37 5
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Se realizaron curvas de D .O . vs conteo en placa, D .O . vs conteo de camara
de Thomas, para cada micro-organismo con el objetivo de seguir el cre-
cimiento por densidad 6ptica .

Se tuvo especial cuidado en que los in6culos tuvieran la misma cantidad
de celulas (10° celulas/ml) .

Determinaciones analiticas

Los azucares reductores por el metodo colorimetrico de Somogyi (1974),
Nelson (1952), para el % de proteinas se us6 el metodo de Biuret (Norris,
1971) . Para la composicion de amino acidos de la proteina se us6 un
analizador de aminoacidos ingles. La concentraci6n de azucares reduc-
tores (como glucosa) se determine por el metodo de la glucosa-oxidasa
(Alonso, 1971) .

RESULTADOS

El analisis de las ocho cepas de levaduras dieron los siguientes resul-
tados . En la Fig. 1 (a) (b) (c) (d), aparece graficado el logaritmo do
concentraci6n celular en relaci6n al tiempo de fermentaci6n durante la
fase exponencial (desplazada para que comiencen en el origen) para cada
cepa a las diferentes condiciones planteadas en el Diseno Factorial .

En la Tabla 1, aparecen las velocidades especificas de crecimiento loga-
ritmico y los rendimientos obtenidos en relaci6n al sustrato utilizado
asi como sus desviaciones standars de cada cepa de levadura estudiada,
para las diferentes condiciones del plan experimental .

En la Tabla II, aparecen los coeficientes del polinomio obtenido para
cada cepa, asi como tambien la varianza experimental global y et doble
de la desviacion standars de los coeficientes . Este ultimo se empleo para
determinar los terminos significativos del polinomio con un 95% de
confianza .

Del estudio de Ins valores de los coeficientes en las figuras se puede
observar to siguiente :

Cepa de levadura S,

Se favorece el crecimiento celular, lo mismo, analizado por sus velo-
cidades especificas de crecimiento („) que por los rendimientos obte-
nidos, cuando se trabaja con la menor temperatura y el mas bajo valor
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de pH (30°C y pH de 4), por tener signos negativos los coeficientes que
acompanan a xi y a x_, siendo m's importante el efecto del pH dado
al valor del coeficiente de x s en relaci6n con el de x i . Por ultimo el
tdrmino de la interacci6n es no significativo, por to tanto, aunque cada
variable por separado actua sobre la „ y los rendimientos alcanzados,
el efecto de su interacci6n no es apreciable .

1
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Fig . 1. Logaritmo de la concentracion celular en relaci6n al tiempe de fermenta-
ci6n de las 8 cepas a las diferentes condiciones de crecimiento . La concentration

de azucares reductores initial fue de 30 g/l .
a) 30°C y pH = 4 ; b) 37°C y pH - 4; c) 30°C y pH -5 ; d) 37°C y pH = 5



TABLA I

Velocidades especificas de crecimiento y rendimientos celulares asi como
sus correspondientes desviaciones standards para cada cepa de levadura

a las diferentes condiciones de crecimiento

Exp .

S 1

p. „5

S,

p.

	

i- 5

S3

V. -„5

5,1

a -_*S „ „S

S0

„ „S p. „S

Sy1110

~, „S

1

2

3

4

0,36

0,25

0,31

0,08

0,028

0,035

0,028

0,032

0,43

	

0,018

0,30

	

0,035

0,30

	

0,028

0,16

	

0,016

0,51

0,21

0,20

0,14

0,052

0,060

0,042

0,057

0,46

0,28

0,38

0,19

0,005

0,020

0,020

0,015

0,43

0,11

0,34

0,21

0,027

0,022

0,035

0,017

0,34

0,42

0,20

0,30

0,020

0,016

0,014

0,014

0,38

0,14

0,36

0,10

0,007

0,013

0,006

0,014

0,26

0,08

0,24

0,07

0,011

0,013

0,010

0,014

S 1 S, S o -

Exp . Y . / , „S Y, t , *_ S Yet , -„S Y,/ x Yet , „5 Y, / , „S Y,i , „S Y,i, „S

1 43,2

	

1,95 45,5

	

1,80 31,3 1,70 45,6 1,91 41,1 2,00 33,5 1,90 45,2 1,60 40,2 1,90

2 33,1

	

2,10 31,2

	

1,04 25,1 1,50 28,4 1,74 32,5 1,90 45,1 2,10 22,6 1,41 15,1 1,71

3 22,3

	

2,07 32,4

	

2,00 20,3 1,40 39,4 1,71 39,6 1,75 28,3 2,00 17,1 1,02 16,4 1,69

4 10,3

	

2,14 15,3

	

1,76 5,80 2,30 25,6 1,40 28,1 1,71 33,4 2,06 12,1 1,72 12,2 1,62
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TABLA II

Coeficientes de 1a ecuacidn polinomial obtenida al aplicar el Plan Facto-
rial 22 para cada cepa de levadura, y el doble de sus correspondientes
desviaciones standards, asi como la varianza experimental global para

cada cepa
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Cepa de levadura S2

El analisis matem'atico de los coeficientes del polinomio indica que es
recomendable para obtener una tit y rendimiento celular mayores, tra-
bajar con los menores valores de temperatura y pH (30°C y pH de 4) ;
los coeficientes x, y x2 dan con signo negativo, no observandose efecto
de interaccion entre ambas variables .

S1 S2 S, S4 So Sy990 Sy, 1110

9,61 .10-4 5,76.100 2,9210-i 2,25 .10- 6,25 .10-4 2,56.10-4 1,00 .10-4 1,44 .10-4

2S± 0,031 0,024 0,054 0,015 0,025 0,016 0,010 0,012

b° 0,250 0,294 0,265 0,327 0,273 0,315 0,245 0,210

b, -0,085 -0,067 -0,090 -0,092 -0,113 0,045 -0,125 -0,040

b., -0,550 -0,067 -0,095 -0,042 -0,030 -0,065 -0,015 -0,040

b, , -0,030 -0,002 -0,060 -0,002 -0,047 -0,005 -0,005 -0,050

S, S2 S4 S5 Sb Sy900 Sy1110

4,264 2,722 2,958 2,856 3,385 4,06 2,102 2,993

2S± 2,065 1,650 1,720 1,690 1,840 2,015 1,45 1,73

b± 27,23 31,05 20,63 37,25 37,85 35,08 24,25 20,28

b l -5,53 -7,80 -5,18 -10,25 -7,53 4,18 -6,90 -7,33

b, -10,93 -7,20 -5,58 -4,75 -6,48 -4,23 -9,65 -6,68

b12 -0,48 -0,75 -5,08 3,35 1,78 -1,63 4,40 5,23
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Cepa de levadura Ss

Al trabajar con esta cepa deben utilizarse tambien, la menor tempera-
tura y pH (30°C y pH de 4) .

En este caso el coeficiente que acompana al termino de la interaccion
es significativamente mayor que dos veces la desviacion standard del
coeficiente, per lo que no puede despreciarse, esto indica que el efecto
de interaction entre la temperatura y el pH, aunque pequeno debe
considerarse .

Cepa de levadura S .,

Al trabajar con esta cepa deben utilizarse tambien, la menor tempera-
tura y pH (30°C, pH = 4), pero al ser el valor del caeficiente de xi el
doble del coeficiente de x2 indica que tiene un mayor efecto la tempe-
ratura . No se observa efecto de interaccion entre la temperatura y el pH .

Cepa de levadura S;

Es de destacar que el efecto de la temperatura es mayor que el del pH,
siendo recomendable utilizar los valores menores para ambos (30°C y
pH = 4) . No debe despreciarse el efecto de 'la interaccion entre las dos
variables .

Cepa de levadura S6

En este caso, se debe emplear la mayor temperatura y el menor pH (37°C
y pH = 4) . No se observa efecto de interaccion entre ambas variables .

Cepa de levadura S,noo

De acuerdo al analisis dei polinomio obtenido se recomienda tra-
bajar con la menor temperatura, pero con el valor mas alto de pH (30°C
y pH de 5), no existiendo interaccion entre el pH y la temperatura .

Cepa de levadura S,noo

En este caso, tambien debe trabajarse con la menor temperatura y el
valor mas alto de pH (30°C y pH = 5) . El no poderse simplificar el ter-
mino del polinomio que representa la interaccion, su efecto es de con-
siderar .
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DISCUSION

Cuando se compararon las 8 cepas, se eliminaron ini .cialmente la Si la
5y900 y la cepa S ynoo, que fueron las que mas pobres resultados repor-
taron a sus mejores condiciones de crecimiento .

Posteriormente se eliminaron las cepas S2 y Sa pues tanto sus veloci-
dades especificas de crecimiento logarftmico, como sus rendimientos,
no daban valores significativamente superiores a la cepa Ss, sin em-
bargo, esta ultima tiene sus mejores condiciones de crecimiento a 37°C
o mayor y pH de 4, to que es una gran ventaja desde el punto de vista
del gasto de agua en el sistema de enfriamiento en una instalacion indus-
trial y evitar riesgos de contamination .

La cepa S, tambien fue eliminada por los bajos rendimientos que se
alcanzaron, tomando en cuenta que el principal objetivo es la produc-
cion celular.

Cuando se compararon mediante el test de Student las dos cepas res-
tantes, es decir la S4 y So, se pudo observar que ambas cepas no pre-
sentan diferencias en relation a los rendimientos obtenidos . Al considerar
sus velocidades especificas de crecimiento (to), se reporto que la cepa S4,
aunque su ± era solo ligeramente superior mostraba diferencias signi-
ficativas . Despues de un analisis mas integral, que incluyo sus conte-
nidos de proteinas y su composition de aminoacidos se decidio continuar
los trabajos solo con la cepa de levadura So, en base a los siguientes
factores :

Con ambas se obtienen rendimientos semejantes y no existen diferencias
grandes en las ± alcanzadas por las dos cepas .

Sin embargo, con la S6 se puede trabajar a temperaturas alias, factor
importante en un pais tropical como es Cuba, y aun pueden mejorarse
los valores dc ±, elevandose la temperatura, de acuerdo al diseno esta-
distico . Pero en el case de la cepa S} ya no es practico bajar mas la
temperatura para obtener mejores valores de U, como indica el diseno
estadistico (menos de 30°C).

Ambas presentan on % de proteina semejante, pero la cepa So tiene
una mejor proportion de los aminoacidos esenciales (Tabla III) .

33
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TABLA III

Composition de aminodcidos (g/100 g de proteinas) de la cepa de
levadura S r, a 37°C, pH de 4 y una concentration initial de azucares de

30 g/l. Tambien se reporta su Score Quimico

Score quimico (metionina limitante) : 64,55

(FAO,1965, proteina como standard)

(a) Mdtodo de Biuret

CONCLUSIONES

Despues de realizado el diseno estadistico con cada cepa de levadura
para determinar a que condiciones era mas favorable compararla y rea-
lizar la selection, se escogio la cepa de levadura S6, pues puede alcanzar
valores altos en sus velocidades especificas de crecimiento y en los ren-
dimientos celulares, trabajando a pH de 4 y temperatura de 37°C o

ESENCIAL

Lisina 6,90
Treonina 5,10

Valina 4,95
Metionina 1,42
Isoleucina 4,70

Leucina 6,57

Fenilalanina 4,70
Triptbfano 1,55

NO ESENCIAL

Alanina 6,09
Arginina 5,07
Cistina 1,05

Prolina 3,95
Serina 4,85
Tirosina 3,30
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mas altaa teniendo un 45% de proteinas verdaderas y un buen balance
de aminoacidos .

Se debe continuar so estudio con el fin de encontrar sus condiciones
optimas de pH y temperatura, asi como sus parametros cindticos .
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