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OBJETIVO

Con el presente trabajo, se pretende contribuir a la biisque-
da de métodos pridcticos para poder aprovechar de manera integral, a las
levaduras de mayor inter@s industrial en México, a saber: Saccharomyces

cerevisiae y Candida utilis, que son ricas fuentes de proteinas y actual

mente no son aprovechadas para consumo humano, por su elevado contenido

de ARN.

Por otra parte, S. cerevisiae es un subproducto de las des--
tilerias del alcohol, que es desechado por las cafierias y que posterior-
mente podria actuar como un contaminante ambiental. De esta forma, se -
generan dos problemas: a) desperdicio de proteinas y otros subproductos
de interés comercial y b) costos en el tratamiento de aguas para su des

contaminacidn.

Con este estudio se trata de establecer que ambos problemas
pueden ser solucionados si se crea una metodologia atractiva en té&rminos
econdmicos, para: la recuperacidn, produccidn e industrializacidn de --
los productos derivados de las levaduras existentes en México, contribu-
yéndose también, aunque en forma parcial, al problema nutricional exis=--
tente en el pais por medio de: a) creacidn de nuevas fuentes de trabajo
en la industria cafiera, b) utilizacion de tecnologia propia para la ---

produccidn de alimentos y aditivos saborizantes obtenibles de los &cidos



nucleicos de las levaduras, y de los que se hablarid mas adelante.



ANTECEDENTES

Desde hace tiempo ha existido inter@s por poder extraer el
dcido ribonucleico (ARN) en forma altamente polimerizada de la célula
pero, como sefialaron tiempo atrds diversos autores como Crestfield et
al (1955), Loring, et al (1952), etc., la extraccidn del ARN era posi-
ble solo mediante condiciones extremas de pH y temperatura y durante -
tiempos prolongados, obteniéndose como resultado un ARN degradado. Es
ta degradacidn no sdlo se debia a factores fisicos y quimicos sino tam
bién a factores bioldgicos; representados por las ribonucleasas, enzi-
mas que hidrolizan el ARN y que son excretadas durante el proceso de
extraccidon de los Acidos nucleicos, como lo sefialaron Bucher y Allen -
(1950), aln en la presencia de inhibidores como los empleados por  ~--
Volkin y Carter (1951) que usaron el clorhidrato de guanidina & el agen
te tensioactivo, duodecilsufato de sodio, que utilizaron Kay y Dounce
(1953). Aunque el inter@s de los autores citados fue de tipo acad@mi-
co, establecieron, sin embargo, un precedente para subsecuentes traba-
jos ya con un enfoque mds practico. Asi surgieron los trabajos de --
Nakao et al (1964), quien intents disminuir el contenido de ARN con va
lores de pH Acido y alcalino y con tiempos prolongados de incubacidn,
utilizando para ello diversos géneros de levaduras con el propdsitc de
obtener, en forma directa, monocledtidos excretados con el grupo fosfa

toto en la posicidn 5' del azlicar ribosa, que pueden ser utilizados en

la industria alimenticia como mejoradores del sabor.



Recientemente, los estudios de Viniegra y Peschard (1975),
establecieron que el proceso de industrializacién de levaduras a peque-
fa o mediana escala, no es costeable para México si solo se produce o -
utiliza al microorganismo como fuente proteinica, por lo tanto, se pro-
puso que la produccidn limitada de proteina, es atractiva si se recupera

el ARN de la levadura, ademds de otros productos.

Cabe aclarar que la produccidn de las levaduras a gran es--
cala por los métodos presentes en Europa, Japén y E.U.A. tampoco es --
atractiva para México pues supone inversiones masivas en equipo y tecno
logia extranjera y segiln lo han mostrado Peschard y Viniegra (1975), --
tampoco ofrece una fuente barata y abundante de proteinas que compitan

con la soya u otras proteinas vegetales.

Sin embargo, existe alin la posibilidad de simplificar dramd
ticamente el proceso de tecnologia eliminando la necesidad de compra de
equipo costoso por lo que cabe mencionar que aln se puede pensar en la
disponibilidad de proteina microbiana como fuente barata de proteinas -
para animales monogdstricos (en donde se incluye al hombre). A pesar -
de estas perspectivas, no se ha podido emplear la levadura como fuente
de proteina debido al alto contenido de ARN en estos microorganismos --
pues, como lo sefiala Edozién, et al (1970), se pueden presentar trastor
nos en las articulaciones debido a la hiperuricemia o elevacidn del aci

do {rico en el torrente sanguineo, por la carencia de una uricasa que -



degrade el Acido Girico, proveniente del catabolismo de los acidos nu—-—
cleicos. En relacidn a este problema, diferentes autores se han dedica
do a disminuir el contenido de adcidos nucleicos en varios géneros de —-
levaduras sin dafiar en forma notoria las proteinas, pero sin prestar —

atencidn a la calidad del ARN polimerizado.

De los diversos autores que han atacado el problema, sobre-
salen los trabajos de: Maul, et al (1970), que establecid un proceso -
que consiste en un tratamiento de incubaciones secuenciales a diferen--
tes temperaturas, dando previamente un choque térmico en condiciones --
dcidas; el de Canepa, et al (1972), que sigue un proceso parecido al --
del autor anterior pero, antes de dar el choque térmico, las levaduras
son dializadas por un tiempo prolongado de varias horas y luego trata—
das termicamente a pH 12; finalmente el trabajo de Zee y Simard (1975),
en el que, sin choques térmicos pero en condiciones extremas de acidez

'y alcalinidad se logrd disminuir el contenido de acidos nucleicos de --

las levaduras.

Nakao, et al (1964), consideraron que para cada género di--
ferente de levadura deberia establecerse un pH caracteristico para ésta
y asi poder extraer el ARﬁ, ademas del establecimiento de otras condi-——
ciones experimentales como las que anteriormente se sefialaron, a saber:

tiempo y temperatura, principalmente.



En este trabajo se tratarid de mostrar que no es necesarioc -
el proceso de choque térmico, y también se tratard de encontrar las con
diciones dptimas para la recuperacidn del ARN para después poder hacer
comestible la éroteina microbiana obtenida durante el proceso. De esta
forma no sdlo se orientari este estudio, como lo hicieron los autores -
arriba citados, a la recuperacidén de la proteina pues, comercialmente -
es poco lucrativa (aunque hutricionalmente es mds valiosa) sino también
a la obtencidn del ARN mediante el proceso que posteriormente se descri

bira.

Por lo tanto, se pretende contribuir a un mejor conocimien-
to fundamental para la industrializacidn integral de las levaduras como
son: S. cerevisiae y C. utilis, de gran importancia industrial en Méxi
co para que se puedan producir a pequefia o mediana escala (menos de ---
2000 toneladas al afio) y vender.a precios competitivos como fuentes de

saborizantes y de proteinas alimenticias.



GENERALIDADES

Las levaduras S. cerevisiae y C. utilis pertenecen a las --

clases de los Ascomycetes y Fungi imperfecti, ambas clasificadas dentro
de los Eumycetes. El género Saccharomyces se puede reproducir ocasio--
nalmente en forma sexual por medio de ascosporas y asexualmente por ge-
macidn (Blastosporas). C. utilis no se reproduce en forma sexual hacien
dolo, de forma exclusiva, a través de blastosporas, es decir, asexual--
mente. Ambos géneros son organismos unicelulares (nunca forman mice---
lio). La forma de la levadura, en los dos casos, es alargada y ovalada

donde Saccharomyces es una levadura mas grande que Candida.

La pared celular de las dos levaduras, quimicamente muy si-
milares se cohstituyen principalmente de glucanas y mananas embebidas -
en una matriz compuesta de lipidos y proteinas. Esfa pared es muy grue
sa y extremadamente resistente a los métodos fisicos usuales para rom—-
per células como son: ‘sonicacian, choque osmdtico y calentamiento. En~
tre los tratamientos quimicos, se sabe que resisten el tratamiento alca
lino y acido. Los polisacaridos que componen el 90 % de la pared celu- :
lar formap un reticulo organizadc en forma de microfibrillas que le con
fieren rigidez a la pared celular. La glucana de la pared celular de -
la levadura es un polisacdrido muy ramificado con enlaces 1 - 6 yl-3.
Cuando se trata S. cerevisiae con hidroxido de sodio y calor se disuel-

ven las mananas de la pared, dejando un esqueleto de glucanas, por con-



siguiente, se puede pensar que las glueanas constituyen el componente -
estructural de la pared de esta levadura -Rose (1968- ya que las gluca-
nas ramificadas son mds resistentes al tratamiento mencionado -Rakoff y

Rose (1971).

Las levaduras tienen componentes de inter@s nutricional co-
mo las vitaminas del grupo B y que son: tiamina, riboflavina, piridoxi
na (esta Ultima no se encuentra en Saccharomyces pero si en Candida).
Ambas levaduras contienen &cido f8lico, acido pantoténico, niacina, bio
tina, dcido p-amino benzdico e inositol sole en Saccharemyces -Cook, -
(1958)- lo gue las hace ser una fuente de estos compuestos de mucho in-

terés nutricional.

Del andlisis integral de las levaduras se encontrd que del
40 % al 50 % su peso seco, lo constituyen las proteinas que, por otra -
parte, contienen cantidades importantes de amine icidos esenciales en la
alimentacidn de mamiferos, a saber: isoleucina, leucina, lisina, metio-
nina, treonina, triptéfano y valina -Stekes y Gunness (1946)- que son --

fundamentales para la dieta alimenticia y el balance nitrogenado.

Asi mismo, se encontrd también un alto contenido de dcido -
ribonucleico (el contenido de“4dcido desoxiribonucleico es relativamente
pequefio en relacidn al ARN) siendo el 8 % en Candida y el 16 % en Saccha-

romyces, aproximadamente.



Acidos Nucleicos

Cabe ahora mencionar algunas de las caracteristicas quimi--

cas y estructurales de los &dcidos nucleicos.

El ARN es un polimero que se constituye de mondmeros, com--
puestos de: un grupo fosfato, azicar ribosa y una base nitrogenada, --
plrica o pirimidica (a estos mondmeros se les conoce como nucldotidos).
Las bases pueden ser adenina, guanina, citosina y uracilo (a las prime-
ras dos se les conoce como bases piliricas y las segundas como bases piri
midicas). Tanto la base como el grupo fosfato se encuentran unidas al

azlicar ribosa como lo muestra la figura 1.

El grupo fosfato puede estar colocado en las posiciones 2',
3', 8 5' por esto la unidn probable del ester fosfato se muestra con -~
lineas a trazos en la figura 1. La razdén de este hecho se discutird --
pirrafos adelante. Los nucledtidos se enlazan unos a otros mediante en
laces fosfodiester formindose polimeros de cadena larga 6 ARN. Si la -

cadena no es tan larga, no mds de 10, se les conoce como oligdmeros.

La estructura y composicidn quimica del &cido desoxirribonu
cleico no varia mucho con respecto a la del ARN, salvo que en lugar de
uracilo, una de las bases pirimidicas del ARN, no se encuentra en el --
ADN y en su lugar esta la timina. El azilcar, la desoxirribosa, no cuen

ta con el grupo hidrdxilo en la posicién 2" de la ribosa.
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BASE PURICA BASE PIRIMIDICA

Fig. 1. Representacifn grdfica de un nucledtido y una base. En la
figura (a) las lineas punteadas representan los posibles -
sitios en donde se puede formar 'un enlace con un grupe fos
fato o un hidrdgeno, en las posiciones 2', 3' y 5'. En -
(b) se representan las bases nitrogenadas, que se unen el
azlcar ribosa por las posiciones 9 6 1, respectivamente.

= J0 =



Cuando el ARN se pone en presencia de un 3lcali y a tempera
tura ambiente se produce una mezcla de isdmeros 3' y 2'. Los mecanis--
mos de la reaccidn, propuestos para la formacidén de los isdmeros, se ha
visto que siguen la secuencia de pasos que a continuacidn se describiran

y se esquematizan en la figura 2¢

Si el ARN se encuentra en una solucidn 0.10 N de hidréxido
de sodio y a temperatura ambiente, el enlace fosfodiéster se rompe en -
cualquier lado del interior de la cadena del ARN, y como lo senala la -
letra (b) y las rayas punteadas, de la figura 2, se forman, como se di--
jo antes, nucledsidos 3' y 2' de monofosfato. Este tipo de hidrdlisis
no sucede en la serie desoxi, por l; ausencia del grupo cis-OH en la --
posicidn 2', del aziicar desoxirribosa. De estos eventos puede deducir-
se que los polidesoxirribonucledtidos son mds estables al tratamiento -

alcalino que los polirribonucledtidos -Mahler (1966).

Las cadenas de los Acidos nucleicos pueden sufrir también -
hidrdlisis por la accidn enzimitica de algunas ribonucleasas, como las
del pancreas de bovino, que hidroliza 1as'cadenas de polirribonucledti-
dos originadndose los mismos productos que por hidrdlisis quimica. A --
este tipo de enzimas se les conoce como endonucleasas, ya que ataca 105
enlaces intranucledtidos, siempre que el grupo P-0 este enlazado a un -
nucledtido con una base pirimidica sin importar que este libre el grupo
hidroxilo 3' & 5' al final de la cadena. Se ha visto que el mecanismo
de reaccidn enzimidtica se inicia, oprimeramente, con la formacién de un

- 11 - !
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Fig. 2. Representacidn grafica del mecanismo de hidr8lisis del ARN, en condi
ciones alcalinas, por sustitucidn nucleofilica.



fosfato ciclico reversible. El proceso de ruptura es parecido al des--
crito por la figura 2 en la hidrdlisis quimica, por esta fosfodiestera-

sa.

Existen otras fosfodiesterasas mds inespecificas, con res-
pecto a la base, para hidrolizar el ARN. Por otra parte existen fosfo-
diesterasas que son complementarias a las ribonucleasas de pancreas de
bovinos, pues inician la ruptura por las bases piiricas. Sin embargo --
existen algunas enzimas con mayor especificidad ya que catalizan la hi-
drolisis del fosfodiester donde se encuentra la guanina, como lo hace -
la T 1 (que se encuentra en el complejo enzimdtico takadiastasa), o la
T 2 que rompe los enlaces internucledtidos donde se encuentra la adeni-

na.

Existen otros tipos de enzimas que pueden romper enlaces
no solamente del grupo con el OH en la posicidn 2', sino que rompe tanto
polirribonucleétidos como desoxirribonucledtidos como lo hace una enzi-
ma aislada del bazo de bovino, a la que se le considera un exonucleasa,
que libera isdmeros 3' inicidndose la hidrGlisis por la cabeza en la --

que esta el grupo OH 5' libre, como se ilustra en la figura 3 (a).

Una enzima Gtil en el andlisis de dcidos nucleicos, pero de
especificidad opuesta, es una fosfodiesterasa de veneno de serpiente. -
Se le considera una exonucleasa relativamente inespecifica, con respec-

to a las bases del nucledtido, que cataliza la hidrdlisis del ARN y ADN.



La reaccidn se inicia por la cola liberando isomeros 5' como lo seiiala

ron Cohn y Volkin (1953). Para que esto suceda se requiere de um gru-

po final 3' -OH, libre como se ilustra en la figura 3 (b).

De acuerdo con Baddiley y Todd (1947) esta enzima sdlo hidro
liza adenosina ~-5' - benzil-fosfato pero no el ester 3'. Esta enzima -
puede hidrolizar oligonucledtidos de ADN. Los oligonucledtidos que no
tienen el fosfato 5' terminal son hidrolizados también,aunque a una ve-
locidad menor,como lo demostraron los trabajos de Heppel (1958) y Razzel

y Khorana (1959).

Los polidesoxirribonucledtidos, aunque estables al alcali, -
son degradados por enzimas como la ADNasa I, aislada de pancreas de bo--
vino. Los productos de la hidrdlisis de esta enzima son oligonucledti--
dos con una estructura como se ilustra en la figura 3 (c). Otra enzima,
nucleasa, es la DNasa II, aislada de bacterias y organos de mamiferos --
como son: S. aureus y bazo y timo, respectivamente. Estas enzimas pue-
den atacar los sitios I & II (Fig. 3 a y b) y no requieren que el grupo

OH, en las posiciones 3' y 5' esten libres.

Las diferencias de la DNasa I de la DNasa II estriban en que
la primera tiene un pH optimo neutro y requiere de iones magnesio y la =

segunda tiene un pH Optimo &cida y no necesita de iones bivalentes.

Se diferencian de las demds fosfodiestarasas (RN asas), en -
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Fig. 3. Representacién gré&fica del sitio de ataque por diferen
tes ribonucleasas. La figura (a) representa, mediante
la flecha, el sitio de ataque de una endonucleasa. La
figura (b), con la flecha representa el sitio de hidrd
lisis de una exonucleasa. Finalmente la figura (c¢), -
representa los sitios de ataque de una desoxirribonu-
cleasa donde los productos de la hidrélisis enziméatica
son sefialados en el texto.



que pueden distinguir a una hé@lice simple de una hélice doble. Una ca-
racteristica sobresaliente, que senald Greer (1962), de los polidesoxi-
rribonucléotidos, reside en el hecho de que si son puestas en medio aci
do y a 60° C se producen acidos apliricos 6, como lo sefiala Habermann --

(1962), &4cidos apirimidicos en presencia de hidrazina.

Es importante también considerar algunas propiedades Gpti--
cas de los acidos nucleicos y en especial de la hipocromicidad y la hi-

percromicidad, delos &cidos nucleicos.

Las propiedades absorbentes de la luz de los dcidos nuclei-
cos se expresan en términos del espectro de absorcidn de las bases de -
los nucledtidos que componen dichos dcidos. Esta absorcidn se va a en-
contrar afectada por el arreglo o la estructura de las cadenas del aci-
do y principalmente se refleja en el ADN, ya que cuando &sta tiene una
estructura ordenada, de doble hélice, se presenta el fendmeno de hipo--
cromismo, es decir, la disminucidn cuantitativa de la absorcidn de la -
1uz ultravicleta a una longitud de onda dada de la que cabria esperarse,
ya que la suma de los grupos cromdmoforos, que se encuentran en el nu--

cledtido, es menor a la esperada.

Asi pues, la hipercromicidad significa un aumento en la ab-
gsorcidn de luz ultravioleta a una longitud de onda establecida, por los

grupos cromdforos de las bases de los nucledtidos y queda expresada en

1a siguiente ecuacion:



Ao (forma desordenada) _
Ad (forma ordenada)

h = hipercromiecidad =

donde Ao y A'o son la absorbancia a longitud de onda dada. La ecuacidn
anterior expresa que el aumento va de un sistema ordenado a uno desorde-
nado (o mezcla de nucledtidos). Por otra parte, se sabe que cuando la
doble hélice se desnaturaliza totalmente por calor, la absorbancia de ~-
luz es equivalente al niimero de nucleotidos correspondiente. Asi mismo,
cuando el ADN se desnaturaliza por completo con calor, se presenta un -
aumento en la absorcidn que va desde un 20 % a un 60 %. Asi, el porcen
taje aumentado en la absorcidn de luz a 260 nm, producido por calentar
una muestra de ADN, esta directamente relacionado a su contenido de pa-
res de bases de A-T, esto es, a mayor contenido de pares A-T, es mayor
el aumento de absorcidn en el ADN desnaturalizado por calor. Esto se -
explica, ya que en el hipocroni;mo se presenta, en la doble hélice una
interaccidn electrdnica que se refleja en la disminucidn de abarcia. --
Estas interacciones ya no se presentan en el ADN desnaturalizado por ca

lor.

Los coeficientes de extincion molar (CEM) son:

Base CEM a 260 nm. M.1 c:m_1
Adenina 13.4 x 103
Guanina 7.2 x 103
Citosina 535 x 103
Timina 7.4 x 103



De los valores CEM podemos cbservar que estos son mayores -
en Ay T, que en Gy T. Esto explica m3s claramente porque la doble --
hélice absorbe menor luz que la desnaturalizada por calor, y libre ya -
de las interacciones electrdnicas que producen disminucidn de absorban-
cia -Mahler (1966) y Lehninger (1970)- el ADN exhibirid un aumento en -

la absorcidn de luz.

De entre las diferentes especies de ARN, el ARN ribosomal -
se encuentra asociado a una gran cantidad de proteinas, que varia segiin
la clase de la cé@lula, a saber: células procariotes o células eucario-
tes. En las primeras, del peso total del ribosoma, el 65 % es de ARN -
y el 35 % es de proteina; en las segundas el 50 % es ARN y el 50 % res-
tante es proteina. Por otra parte, en el analisis del ARN de las leva-
duras (eucariotes) se encontrd en promedio, que las bases piricas y pi-
rimidicas tenian las relaciones siguientes: de adenina 28 %, de guani-
na 31 %, de citosina 20 % y de uracilo 21 %. Este andlisis fue hecho
del ARN total en diferentes grupos de levaduras por Marshak y Vogel --
(1950), Smith y Markham (1950), y otros autores que han efectuado el --
anilisis cualitativo de las bases nitrogenadas que constituyen el ARN,
que por diversos métodos coinciden con los resultados mencionados lineas
arriba. No obstante que las relaciones porcentuales de las bases son -
parecidas en las levaduras, el contenido de dcidos nucleicos es diferen

te,tal como se sefiald en parrafos anteriores.



MATERIALES Y METODOS

Para la medicidn del ARN extraido se siguieron dos procedi-
mientos distintos: a) por conteo de la radiactividad en un contador --
de centelleo 1iquido (Mark II, NBS) de uridina tritiada, incorporada a
S. cerevisiae y b) midiendo la absorbancia en un espectrofotdmetro de -

luz ultravioleta (Karl Zeiss PMQ-II), a una longitud de onda de 260 nm.

Incorporacidn de uridina tritiada en levadura. El creci--

miento de las levaduras se hizo en 200 ml. de un medio que contenia ex-
tracto de levadura, peptona y dextrosa en una proporcidn de 10, 20 y --
20 g. por litro a pH de 5.1; &ste es un medio de cultivo parecido al --
descrito por Fast (1973). A las cinco horas se adicionaron 400 micro--
curies de uridina tritiada (New England Nuclear). El crecimiento se --
hizo a 29° C y se llevd a agitacidn en matraz de 50 ml (agitadora Kinet)
a una velocidad de 150 rpm durante 11 horas. La cosecha de c&lulas se
hizo centrifugando a 2000 rpm en tubos de 50 ml en una centrifuéa GL --
mistral. Las células se lavaron repetidas veces, se centrifugd cada vez
para su recuperacidn utilizando medio de cultivo no usado y una solucidn
de uridina no marcada 10 mM para finalizar. Los paquetes obtenidos fue-
ron conservados a 4° C. Para los ensayos de ARN marcado se tomaron apro

ximadamente 0.13 gr., los que se susperdieron en 25 ml de agua destilada.

Extraccidn de ARN marcado. Procedimiento (a). Para cada -

uo de los diferentes estudios vealizados con el shjets de aonscar 1a -



disminucidn del ARN en las células se tomaron 2.5 ml de suspensidn, --
adiciondndose un volumen igual de soluciones con diferentes concentra-
ciones de clorurc de sodio e hidréxido de sodio e incubdndose a 37° C.
A diferentes intervalos de tiempo se tomaron alicuotas de 0.5 ml y se

centrifugaron a 200 rpm (centrifuga clinica MSE) por cinco minutos, —--
conservandose el sobrenadante. El sedimiento se tratd segiin Ogur y —-—
Rosen (1950) y Ohta et al (1971), con dcido percldrico 0.5 M. Al so—-
brenadante se le 1lamd fraccion 1 y al ARN residual, extraido com aci-

do perclérico, fraccion 2.

Medicidn del tritio. La mezcla de centelleo se prepard --
con 18.9 g PPO* y 1.13 g de POPO* (ambos son reactivos de la Packard -
Instrument Company, Inc.), y se disolvid en un galdn de tolueno (J.T.
Baker). En un recipiente de 22 ml se colocaron 25 microlitros de la -
muestra (fraccidon 1 y/o 2) mas 0.5 ml de NCS** (Amershan Searle Corpo-
ration) se agitd y se adicionaron 10 ml de la mezcla de centelleo arri
ba descrita. Se metieron al contador y se dejaron toda la noche a 7°C

para efectuar las cuentas de radioactividad al dia siguiente.

Procedimiento (b). Para este método se emplearon levadu—-

* PPO es el 2.5-Defeniloxazol y el POPOP es el 1.4 bis-(2-5 fenilo-
xozolil-) benceno.

%% Solubilizador para centelleo liguyido compuesto por una base cuater

naria de amonio disuelto en tolueno.



ras de pan (S. cerevisiae), ensayandose siempre con 15 g de levadura de
panaderia (aproximadamente con 75 % de humedad). Para obtener una sus-
pensidn homogénea se dispersd la pasta de levadura en 100 ml de la solu
cidon alcalina extractora de prueba, como se hizo en el procedimiento --
(a), poniéndose sobre un agitador magnéticc (Mag-Mix) a temperatura am-
biente hasta obtener una suspensidn perfectamente homogénea. Se metie-
ron las muestras en un bafio de agua probando dos temperaturas diferen~--—
tes, 60 y 90° C y, a diferentes intervalos de tiempo, se tomaron alicuo
tas de 3 ml. Para la determinacidn del ARN se leyd en el expectrofotd-
.metro a 260 nm. Para poder efectuar las lecturas y leer dentro de la -
escala de la luz ultravioleta se hicieron diluciones de 1:100 con agua

destilada en todos los casos.

Calculos. Para los cialculos del rendimiento cbtenido du---
rante el proceso se hicieron extracciones por particidn con fenol (J.T.
Baker), previamente destilado. La fase acuosa recuperada fue lavada --
tres veces con una mezcla de alcohol isoamilico y cloroformo (ambos de
J.T. Baker), en una relacidn de 1:25. Para la separacidn de las fases
obtenidas durante la extraccién y los lavados, la muestra se centrifugd
a 10.000 rpm durante 10 min. en una centrifuga Sorval Superspeed, RC2-B
refrigerada a 4° C. Para conocer la eficiencia del método se hizo una
extraccidn exhaﬁstiva con dcido percldrico de los acidos nucleicos conte
nidos en la levadura y, con respecto a la absorbancia total medida, se

extrapold la absorbancia obtenida mediante el proceso aqui descrito.



Ensayo enzimatico. Los ensayos se hicieron con dos contro-

les: ARN y una fosfadiesterasa de veneno de vibora (Bothrops atrox) -
Tipo V, compradas a Sigma Chemical Co. Las pruebas enzimdticas se hi-
cieron con un método parecido al de Razzel (1961) a pH de 8.6 y a 37°C.
Estos ensayos se hicieron también en el medio donde se extrajo el ARN
y bajo condiciones iguales de pH y temperatura, pero sin fosfodieste--

rasa.

Medicidon de la proteina. La determinacidn de la proteina

se hizo segiin el método descrito por Lowry (1951).

Cromatografias. Las muestras se corrieron en una columna -
de 32 x 0.9 cm. empacada con Sephadex G-10 (ambas compradas a Pharmacia
Fine Chemical). Para los ensayos, en todos los casos, se inyectaron -
0.1 ml de muestra. Como eluyente se empled cloruro de sodio 1M. La -
columna estaba conectada a una celda dptica de flujo continuo adaptada
a2 un monitor de absorbancia (ambos ISCO Tipo 5, UA-4), donde se grafi-
caba la absorbancia contra el volumen de elucidn. Para llevar a cabo
los ensayos se calibrd la columna con ARN obtenido por el método de --

Smith (1955).

Micrografias. Para este ensayo se emplearon dos tipos de le
vaduras: levaduras con tratamiento y levadura sin tratamiento alcalino
térmico, para tener el control correspondiente. Las levaduras se sus--

pendieron en suero de rata. La suspensién en un tubo de ensayo, se agi



ta y se centrifuga por 15 min. (centrifuga clinica MSE) a 200 rpm. Se
separa el paquete del suero de rata, se elimina el sobrenadante (suero)
y se le agrega el fijador sin agitar. Al paquete de levaduras se adi--
ciona una solucidn de glutaraldehido al 2.5 % y paraformaldehido al 1 %
en buffer de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.3. Este actuard como pri--
mer fijador. Después de 15 min., sin agitar y sin congelacidn se proce
de a cortar en el microtomo (Criostato) adiciondndose una gota de fija-
dor nuevo dejandose tod; la noche a 4° C. Al dia siguiente se pééé a -
una solucidn amortiguadora de cacodilato de sodio (Ted Pella) 0.1 M, --
p H 7.4, por dos horas y después se pasa a tetradxido de osmio (Merck)
al 1 %, amortiguada en una solucidn de Zetterqvist (1956), a una tempe-
ratura de 4° C durante 1.5 horas. Se forman dos inclusiones: una se -
lavd con agua y enseguida se pasd a acetato de uranilo (Merck) por 15 -
min. La otra inclusidén se paso a agua y luego a etanol (J.T. Baker) al
70 %, permaneciendo en éste hasta que la primera inclusidn fue sacada
de la solucidn de acetato de uranilo. El siguiente paso es la deshidra
tacidon con alcohol etilico a diferentes concentraciones, a saber: al--
cohol al 70 % (en agua destilada) por 15 min., al 80 Z por 15 min., al
90 % por 20 min., al 95 % por 25 min., 100 % por 25 y 30 min. y luego -
se pasd a Oxido de propileno (Merck) por 45 min. Para finalizar se pa-
sd, a una mezcla de 6xido de propileno y Epdn 812 segiin Luft (1961) -

(Ted Pella)y se dejd toda la noche.



Al dia siguiente se puso en Epon 812, durante 9 horas a tem
peratura ambiente. Posteriormente se colocaron los cortes en la cipsu-
la de inclusidn a 60° C por 20 horas, para efectuarse la polimerizacidn.

Se obtuvieron cortes de 800 Angstrom en el ultramicrotomo (LKB III).

Para la observacidén microscdpica (microscopio electrdnico -
Carl Zeiss EM9) se hizo la impregnacidn segiin Venable (1965), para in--

crementar el contraste con citrato de plomo.



RESULTADOS

Efecto de pH y fuerza idnica. La incubacidn a 37° C a di-—-

ferentes valores de pH de las levaduras marcadas, produjo resultados que
nos permitieron seleccionar el pH mas ventajoso para hacer la extraccidn
de ARN a distintas temperaturas. En la fraccidn 2, (fig. 4), se puede
apreciar que con la temperatura de 37° C y a pH diferentes, a saber: --
7.2 y 9.9 no fué posible la extraccidén de ARN y que ésta es mas efecti-
va a pH 12. Cuando las levaduras marcadas se incubaron a 37° C y a pH
de 12, pero con concentraciones variables de cloruro de sodio, se pudo
apreciar que no existia diferencia en cuanto a la tendencia de la curva
y la velocidad de excrecidn de la uridina tritiada (fig. 5), medida en

la fraccion 1 a los diferentes intervalos de tiempo.

Efectos de la temperatura. Como se puede apreciar, de las

figuras & y 5, la liberacidén de la uridina tritiada a 37° C fu€ muy len
ta ya que se logrd, después de dos horas, la extraccidn total del ARN.

Sin embargo, la fig. 6 muestra las fracciones 1 y 2 a 60° C donde la ex
traccidn alcalina del ARN es todavia mas rapida que a temperaturas infe
riores y tiene una constante de primer orden de K = 0.077/min. (Fig. 7).
Se encontrd que entre los 86 y 80° C la diferencia no es muy grande y -

que la extraccidn del ARN se hace en un lapso de tiempo m&S corto a es-

tas temperaturas.
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Fraccidn 2. Uracilo 3H extraido con acido percldrico
0.5M de los residuos de levadura, después de que fue-
ron incubados a 37° C y diferentes valores de pH: 7.2
(A), 9.9 (0) y 12 ( ), por los intervalos de tiempo
indicados en las abscisas



EXCRECION DE ARN TRITIADO A TRES DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE NaCl! A 37°C Y pH 12
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Fig. 5. Extraccidn de uracilo tritiado a pH de 12 y 37° C en me--
dios con concentraciones diferentes de sales, a saber, --
0. oM (A) 0.25M (0) y 1.0M ( ). Los valores indicados
representan las cuentas del tritio, extraidos por el me--
dio alcalino de incubacidn.
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Fig. 6. Extraccidn de ARN (midiendo absorbancia a 260 nm) a pH de 12 y
60° C, los (A), indican la extracci6n de ARN con el método des-
crito en el texto. Los (0) indican que el ARN extraido con acido
perclérico 0.5 M. La S corresponde al sobrenadante y R al resi
duo o fraccidn I y II como se indica en el texto.
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Fig. 7. Extraccidn de ARN a pH de 12 y 86 C. Se midid la absorbancia
y la constante de velocidad de extraccidn siendo esta de —-
k = 0.077/min.



Calidad del ARN extraido. Por los andlisis cromatografi-—-

cos, se encontrd que el ARN tomado como referencia (Fig. 8a y b) como

el ARN obtenido a 90° C, aplicando el método mencionado, son eluidos --
del Sephadex G-10 con un volumen de elucidn parecido. Cuando se hicie-
ron cromatografias por filtracidn en gel de los productos liberados por
las levaduras a distintos tiempos, se encontrd que los productos no cam
biaron en su patrdn cromatogridfico. Ademds se vid que la relacidn de -
absorbancias entre las longitudes de onda de 260 nm va mejorando duran-
te el tiempo de extraccidn, ya que las muestras obtenidas a diferentes
intervalos de tiempo a 60 y 90° C, tienen una relacidn a 260:280 nm, que
va de 1.9 a 2.1, lo cual es favorable porque indica que el ARN extraido
se esta obteniendo sin mucha proteina como contaminante. Es de hacerse
notar que en la fraccidén 1, no se detectd de manera apreciable la libe-
racidén de proteinas, medida colqrimétricamente. También se encontrd que
el ARN extraido de las levaduras es estable durante varias horas si se -
almacena a temperatura ambiente con el pH alcalino obtenido al final de
la extraccidon (mayor de 9.5). Por otra parte, sdlo se obtuvo degrada--
cidn espontanea del producto obtenido cuando se cambiaron las condicio--
nes de pH y temperatura de la fraccidn 1 (Fig. 9 y 10). Como prueba es-
tructural adicional se tiene que la fraccidn 1, al incubarse con una en-
zima fosfodiesterasa, mostrd una despolimerizacidn de los productos obte

nidos mediante el proceso de extraccidon (Fig. 8c).
Micrografias. En las micrografias obtenidas (Figs. 11, 12y

- 30 -
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Las figuras (a), (b) y (c) representan cromatografias en --
Sephadex G-10 y eluidas con NaCl 1M a pH alcalimo. La figu—
ra (a) el ARN es tomado como referencia obtenido y purificado
por el método Smith. La figura (b) representa el pico de ARN
obtenido a pH de 12 y 90° C en 35 minutos. (c) representa la
hidrélisis enzimitica del ARN obtenido como en (b), en presen
cia de una fosfodiesterasa de veneno de vibora a pH de 8.6 y
37° C. La grafica en este inciso esta con una escala diferen
te a las dos primeras.



n a)
< 12 4
a
o 0.8
(8]
c
o 02 -
F-]
-~ v v v
o
” b)
F-]
«
0.6 1
0.3 A

Fig. 9. Las figuras (a) y (b) son cromatografias en Sephadex G-10
donde (a) representa el ARN obtenido a 60° C y pH de 12 y

(b) representa a (a) degradado cuando son cambiadas las -
condiciones finales en las que se cbtiene &ste de la leva
dura, a saber: pH de 8.6 y 37° C. Las cromatografias --
son eluidas en condiciones similares a los que se seiiala
en la figura (4). La figura (b) esta en una escala dife-
rente a la figura (a).
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Fig. 10. Las figuras (a) y (b) representan las cromatografias
en Sephadex G-10 de ARN obtenido a 90° C y pH de 12
e hidrolizados, luego, en las condiciones de tempera
tura y pH que sefialan en la figura (6). La escala -
de la figura (b) esta ampliada con respecto a la fi-
gura (a).
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se puede apreciar que la levadura no se rompe, sin embargo, los cam---
bios que se producen, respecto a las levaduras sin tratamiento, son —-—
claros ya que en las levaduras tratadas se nota un citoplasma amorfo,
la membrana nuclear y citopldsmica parcialmente rota; se nota un engro
samiento de la pared celular, los ribosomas estan ausentes (en las leva
duras sin tratar se aprecia un nimero elevado de &stos). El nficleo se
ve parcialmente vacio. De los organelos, apreciables en la levadura -
sin tratar, como las mitocondrias, no se observan en las levaduras tra
tadas ya que probablemente se desintegraron con el tratamiento té&rmico
alcalino. También se pudo apreciar que las levaduras, antes de ser so
metidas al tratamiento alcalino térmico, se encuentran separadas unas
de otras. Sin embargo, despu@s del tratamiento las levaduras se encuen
tran aglutinadas debido, posiblemente, a cambios electrostdticos como
lo demuestran las micrografias obtenidas a diferentes aumentos (Figs.

13 y 14).

Rendimientos. Las medidas espectrofotométricas y radioac--
tivas permitieron hacer un balance de masas del ARN extraido y del rete
nido por las levaduras, al final de los periodos de incubacidn de cada
experimento. Los rendimientos se muestran en el cuadro 1, el cual indi
ca la factibilidad de extraer con facilidad cerca del 95 7% del ARN de -

las levaduras usando un pH de 12.
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Micrografias de Saccharomyces cerevisiae

Micrografia de la levadura sin tratamiento y a una amplifi--
cacion de 1900 aumentos.

Micrografia de la levadura tratada a pH 12 y 90° C por 35 --
minutos amplificada 1900 veces.

Micrografia de levadura sin ninglin tratamiento y amplificada
600 veces. La micrografia 11 y &sta no son el mismo campo -
de observacidn.

Micrografia de S. cerevisiae amplificada 600 veces con el --
tratamiento descrito en la figura 12. Esta figura y las 12
no son el mismo campo visual.




CUADRO 1

RENDIMIENTOS DE LA EXTRACCION ALCALINA
DEL ARN DE LEVADURAS DE PAN

Tiempo de incubacidn % de ARN extraido*
(minutos) 60° C 90° C
Inicial#*#* 13.3 12.9

20 35.8 86.6
45 40.8 95.8

* Los calculos se hicieron como se sefala -
en el texto, comparidndolos con el 100 7 -
de ARN extraido con acido percldrico =---
0.5 M.

*% ARN extraido a temperatura ambiente, en -
condiciones alcalinas, antes de la incuba
cidn a las temperaturas indicadas.



DISCUSION

Los primeros ensayos radioactivos se hicieron con el objeto
de saber si se podia extraer, bajo condiciones similares a las descritas

por Nakao et al. (1964), el ARN de Saccharomyces cerevisiae y si esta --

extraccidn seria suficiente para poder aprovechar las levaduras como una
fuente de proteina libre de ARN. Por los resultados obtenidos se pudo -
saber que la extraccidn se puede efectuar facilmente a pH 12 y no a pH 8,
sobre todo con temperaturas a 90° C -Nakao, et al. (1964), emplearon el
pH 8 y las temperaturas cercanas a 25° C en sus estudios en S. rouxii-
como se indicd antes. Como el principal producto de extraccidn es el --
ARN, parcialmente despolimerizado, se puede considerar que el método aqui
desarrollado es adecuado para la obtencidn selectiva de nucledtidos sabo
rizantes, si se pone el ARN extraido en presencia de las fosfodiesterasas
especificas. Asi mismo, se encontrd que la extraccidn del ARN de las leva
duras es m3s rapida a temperaturas altas teniendo el pH inicial de 12, --
ya que en este estudio no se emplean soluciones amortiguadoras del pH, --
como lo hizo Canepa, et al. (1972), pues estas soluciones no serian econd

micas en un proceso industrial.

Con estos resultados, se puede pensar que la extraccidn alca-
lina de ARN en la levadura del gé€nero 3accharomyces, probablemente pueda
extenderse a otros microorganismos de interés industrial (v.gr., Candida

utilis), va que los resultados aqui obtenidos indican que la extraccidn -



es debida, principalmente, al pH y temperatura empleados y no por la =--
activacién de ribonucleasas & desnaturalizacibn de reguladores enzimiti

cos como lo piensan Maul, et al, (1970) y Canepa, et al. (1972).

Se coincidié con los trabajos de Zee y Simard (1975), en --
afirmar que para la extraccidn del ARN de levadura, no es necesario se-
guir los pasos secuenciales del chogque térmico, es decir, las incubacio
nes a 50 y 55° C como lo sugiere Ohta, et al. (1971). Nosotros creemos
que tampoco es indispensable la didlisis por tiempo prolongado, como la
describe Canepa, et al. (1972). Por otra parte, los resultados obteni-
dos por Razzel y Khorana (1959), sefialan que el cloruro de sodio es un
activador de las ribonucleasas. Sin embargo, durante la elaboracidn de
este trabajo se encontrd que en presencia o ausencia de tales sales, el
proceso de extraccidn del ARN no varid, por lo que se dedujo que proba-
blemente no hay participacidn de.nucleasas que se activen debido a la -
fuerza idnica y que solo fue necesario elevar la temperatura para faci-

litar, afin mads, la extraccién alcalina de los acidos nucleicos (Fig. 4

al.

Por el anilisis cromatogrdfico en gel de Sephadex G-10, se
puede presumir que el ARN obtenido con este proceso estd en forma de po
linucledtidos de posible peso molecular elevado, como se sefald antes -
(fig. 8a y b), puesto que las muestras de ARN de referencia fueron elui

dos con el mismo volumen en el Sephadex G-10 que el ARN extraido por el



método aqui desarrollado*. Ademids, nuestra muestra (fig. 8b) aparece —-

casi toda en una sola fraccidn cromatogrifica, lo cual puede ser un ~-—-—

indicio de que se obtiene un ARN homogéneo y en forma de polinucledtido

de peso molecular parecido, que salen con el volumen de exclusidn del --

Sephadex G-10.

Estos resultados difieren con los resultados cromatogriéficos

de Ohta, et al. (1971), pues ellos obtuvieron productos con diversos gra

dos de despolimerizacidn usando una columna con caracteristicas simila--

res a la descrita en parrafos anteriores.

*

En los estudios analiticos de la distribucifn de los pesos moieculares,
de Andrews (1965), se encontrd que las sustancias de peso molecular -
elevado son excluidas con vollimenes cortos de elucidn (volimenes de -
exclusidn) en geles con bajo "regane" de agua o de poro pequeiio (como
es el caso del Sephadex G-10), asi pues, para este trabajo y partien-—
do de los datos experimentales de separacidn de nucledtidos obtenidos
por Brook (1970), se selecciond el Sephadex G-10, ya que &ste al ha--
cer el andlisis de sustancias de peso molecular bajo, obtuvo una bue-
na resolucidn en la separacidn de diferentes nucledtidos, ademds de -
que excluyd sustancias de peso molecular elevado indeseables. Por —-
otra parte, se usd una solucidn con fuerza idnica alta, para la elu--
cidn, de cloruro de sodio 1M para evitar los posibles fendmenos de --
adsorcidn que pudieran presentarse, como lo sefald Posner (1963), de-

bido a que la matriz del Sephadex contiene un pequefic nimero de gru--

pos carbonilo que, aunque en nimero reducido, a baja fuerza iénica --
del eluyente causa interacciones, entre los solutos cargados y la ma-
triz. Asi, los grupos cargados positivamente pueden ser retardados -
resultando un coléo en la grifica correspondiente. Los grupos carga-
dos negativamente son excluidos con mayor rapidez por fendmenos eléc-
tricos de repulsidn presentes en el gel, lo cual redundaria en una po
bre separacidn de una mezcla de compuestos.



Por otra parte, bajo las condiciones finales de extraccién,
el ARN no fue hidrolizado a temperatura ambiente. Pero cuando el pH se
ajustd adecuadamente (como se sefiala en las figs. 9 y 10) se observd —-
una hidrdlisis pronunciada del ARN. También,se encontrd que la degra--
dacion del ARN extraido a diferentes temperaturas fue efectuada a pH --
8.6 por un sistema enzimdtico caracterizado por sus resistencias al ca-
lor pues, este proceso, no se inactivd por la incubacidén a temperaturas
cercanas a 90° C. En particular, algunas enzimas de este sistema degra
dativo del ARN, resisten la temperatura de 90° C por 35 minﬁtos -Tanaka
(1961), encontrd que algunas ribonucleasas resisten temperaturas de 100°
por 10 minutos- lo cual, puede ser aprovechado ya que la misma levadura
puede ser fuente de fosfodiesterasa parecidas a las del veneno de vibora
que se caracterizan por producir nucledtidos 5' y que sirven en la in---
dustria alimenticia para modificar el sabor de los alimentos, confirién-

doles nuevas propiedades a los alimentos que les son adicionados.

Asi pues, como las levaduras tratadas por nuestros métodos -
quedan pricticamente sin dcidos nucleicos, pensamos que pueden ser apro-
vechadas como una fuente de nitrdgeno proteico para rumiantes y cerdos -
y tal vez para complementar, en un futuro, la dieta del hombre. Creemos
que este método, podria ser Gtil en la lucha contra la carencia de ali--
mentos proteicos, por la utilizacidn nutricional de las levaduras deriva

das de la fermentacidn alcohSlica y podria contribuir a la industrializa

cion integral de estas levaduras. En el momento presente ya s€ estan --

= Bl =



desarrollando las pruebas para determinar si este método puede también -
ser Gitil para la industrializacidn integral de Candida utilis, produci--
da por la degradacidn aerdbica de diversos jugos azucarados disponibles

en México.



RESUMEN

Durante el desarrollo de este trabajo se logrd establecer -

lo siguiente:

a) Que no es necesario seguir los pasos secuenciales del -
choque térmico para poder disminuir el contenido de ARN en la levadura,
como lo establecio Maul et al (1970), y que siguieron otros investiga--

dores como modelo de extraccidn de acidos nucleicos.

b) Que bajo las condiciones establecidas en este trabajo -
es posible la extraccidn de Acidos nucleicos y polinucledtidos de varios

géneros de levaduras, v.gr.: Candida y Saccharomyces.

c) Durante el desarrollo experimental de este reporte se -

-
encontraron algunas evidencias de que posiblemente no hay participacidn
de enzimas para lograr la disminucidn de los dcidos nucleicos conteni--

dos en la levadura.

d) Se pudo establecer, mediante este método de extraccidn,
que el proceso de disminucidn de &cidos nucleicos depende bdsicamente -

de dos factores, a saber: pH alcalino y temperatura elevada.

e) Se encontrd, a diferencia de otros métodos de extrac—-
cidén, que el método de extraccidn es muy corto y que la eficiencia es

del 95 % del total de los acidos nucleicos contenidos en las levaduras.



f) Finalmente, se establece que la proporcidn de proteina

extraida es minima.
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