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OBJETIVO 

Con e l presente trabajo, se pretende contribuír a la búsque­

da de métodos prácticos para poder aprovechar de manera integral, a las 

levadur as de mayor interés industrial en México, a saber: Saccharomyces 

cerevisiae y Gandida utilis, que son ricas fuentes de proteínas y actua.!_ 

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

de ARN. 

Por otra parte, ~· cerevisiae es un subproducto de las des-­

tilerias del alcohol, que es desechado por las cañerías y que posterior­

mente podría actuar como un contaminante ambiental. De esta forma, se -

generan dos problemas: a) desperdicio de proteínas y otros subproductos 

de interés comercial y b) costos en el tratamiento de aguas para su des 

contaminación. 

Con es te estudio se trata de establecer que ambos problemas 

pueden ser solucionados si se crea una metodología atractiva en términos 

económic~s, para: la recuperación, producción e industrialización de -­

los productos derivados de las levaduras existentes en México, contribu­

yéndose también, aunq ue en forma parcial, al problema nutricional exis-­

tente en el país por medio de: a) creación de nuevas f uentes de trabajo 

en la industria cañera, b ) util ización de tecnología propia para la --­

producción de alimentos y aditivos saborizantes obteni bles de l os ácidos 
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nucleicos de las levaduras, y de los que se hablará más adelante. 
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ANTECEDENTES 

Desde hace tiempo ha existido interés por poder extraer el 

ácido r ibonucleico (ARN) en forma altamente polímerizada de la célula 

pero , como señalaron tiempo atrás diversos autores como Crestfield et 

al (1955), Lor ing , et al (1952) , etc., la extracción 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 degradación no solo se debía a factores físicos y químicos sino tam 

bién a factores biológicos; representados por las ribonucleasas, enzi­

mas que hidrolizan el ARN y que son excretadas durante el proceso de 

extrac ción de los ácidos nucleicos, como lo señalaron Bucher y Allen -

(1950), aún en la presencia de inhibidores como los empleados por 

Volkin y Carter (1951) que usaron el c lorhidra t o de guan idina o el ag~n 

te tensioactivo , duodecilsufato de sodio, que utilizaron Kay y Dounce 

(1953). Aunque e l interés de los autores citados fue de tipo académi­

co , es t ablecieron , sin embargo , un precedente para subsecuentes traba­

j os ya con un enfoque mas practico. Así surgieron los trabajos de 

Na kao et al (1964), quien i n tentó disminuir e l contenido de ARN con va 

lores de pH 2cido y alcalino y con tiempos prolongados de incubación, 

utilizando para ello diversos géneros de levaduras con el propósi to de 

obtener, en forma direc ta , monoc l eo tidos excre t ados con el grupo fosf~ 

tot o en l a posición 5' del azúcar ribosa, que pueden ser utilizados en 

la i ndustria alimenticia como mejoradores del sabor. 
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Recientemente , los estudios de Viniegra y Peschard (19 75) , 

establecieron que el proceso de industrialización de levad uras a peque­

ña o mediana escala , no es costeable para México si solo s e produce o -

utiliza al mi croorganismo como fuente proteínica, por lo t anto, se pr o­

puso que la producción limitada de proteína, es atractiva si se r ecupera 

el ARN de la l evadura, además de otros productos. 

Cabe aclarar que la producción de las levaduras a gran es-­

cala por los métodos presentes en Europa, Japón y E.U.A. tampoco es 

atractiva para México pues supone inversiones masivas en equipo y tecn~ 

logía extranjera y según lo han mostrado Peschard y Viniegra (1975), -­

tampoco ofrece una f uente barata y abundante de proteínas que compi t an 

con l a soya u otras proteínas vegetales. 

Sin embargo , exis t e aún la posibi l idad de s i mpl i ficar dr am! 

t i cament e el proceso de t ecno l ogía eliminando l a neces i dad de compr a de 

equipo cos t oso por lo que cabe mencionar que aún se puede pensar en la 

disponibi l idad de proteína microbiana como f uen t e ba r ata de proteínas -

para ani ma l es monogás tricos (en donde se incluye al hombre ) . A pes ar -

de estas pe r s pe ctivas, no s e ha pod ido emp l ear l a levadura como fuente 

de pro teína debido a l a lto contenido de ARN en e stos mi croorganismo s - ­

pues , como lo seña l a Edozién, et a l (19 70), se pueden present a r t r as tor 

nos en l as a r ticulaciones debido a l a hi pe ruri cemia o e levac i ón de l ác i 

do úri co en e l torrente sanguíneo, por la carenci a de una urica sa que -
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degrade e l ácido úrico , proveniente del catabolismo de los ácidos nu-~ 

c leicos . En relac ión a este problema, diferentes autores se han dedica 

do a disminui r el contenido de ácidos nucleicos en varios géneros de 

levaduras sin da~ar en forma notoria las proteínas, pero sin prestar 

atención a l a calidad del ARN polimerizado. 

De los diversos autores que han atacado el problema, sobre­

salen los trabajos de: Maul, et al (1970), que estableció un proceso -

que consiste en un tratamiento de incubaciones secuenciales a diferen-­

tes temperaturas, dando previamente llll choque térmico en condiciones 

ácidas; el de Canepa, ~al (1972), que sigue un proceso parecido al 

de l autor anterior pero, antes de dar el choque térmico, las levaduras 

son dializadas por un tiempo prolongado de varias hor as 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 logro disminuir el contenido de ácidos nucleicos de -­

las levaduras. 

Nakao, et al (1964), consideraron que para cada género di-­

ferente de levadura debería establecerse un pH carac terís tico para ésta 

y as í poder extraer el ARN, además del establecimiento de otras condi~ 

ciones experimentales como las que anteriormente se señalaron, a saber: 

tiempo y t emperatura, princi palmente. 
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En este trabajo se tratara de mostrar que no es necesario -

el proceso de choque térmico, y también se tratara de encon t r ar las con 

diciones óptimas para la recuperación del ARN para después poder hacer 

comestible la proteína microbiana obtenida durante el proceso . De es t a 

forma no solo se orientará este estudio, como lo hicieron los autores -

arriba citados, a la recuperación de la proteína pues, comercialmente -

es poco lucrativa (aunque nutricionalmente es mas valiosa) sino también 

a la obtención del ARN mediante el proceso que posteriormente s e descri 

birá. 

Por lo tanto, se pretende contribuir a un mejo r conoc imien­

to fundamental para la industrialización integral de las l evaduras como 

son: S. cerevisiae y .f· utilis, de gran importancia industrial en Méxi 

co para que s e puedan produci r a pequeña o mediana escala (menos de 

2000 toneladas al año) y vender a precios competitivos como fuentes de 

saborizantes y de proteínas alimenticias. 
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GENERALIDADES 

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

clases de l os Ascomycetes y Fungí imperfecti, ambas clasificadas dentro 

de los Eumycetes. El genero Saccharomyces se puede reproduc i r ocasio--

nalmente en f orma sexual por medio de ascosporas y asexualmente por ge­

mación (Bl astosporas). f.. utilis no se reproduce en forma sexual haci~ 

dol o, de fo rma exclusiva, a través de blastosporas, e s decir, asexual --

mente . Ambos generos son organismos un i celulares (nunca forman mice---

l í o) . La forma de la levadura, en los dos casos, es alargada y ovalada 

donde Sacchar omyces es una levadura más grande que Candida. 

La pared celular de las dos levaduras, químicamente muy si-

milares s e consti tuyen princ ipalment e de glucanas y mananas embebidas -

en una matriz compues t a de l ípidos y proteínas. Esta pared es muy gru~ 

sa y extremadamen t e resistent e a l os mé t odo s fís i cos usuales para rom--

pe r células como son: sonicaci ón, choque osmó t i co y ca lentami ento. En-

tre l os tratamientos químicos, se sabe que r esis ten e l t r atamiento alca 

lino y ácido. Los polisacáridos que componen e l 90 % de l a pared celu- / 

lar forman un retículo organizado en forma de microf i brillas que le co!!_ 

fieren rígidez a la pared celular. La glucana de la pared celular de -

la levadura es un polisa cárido muy r amificado con enlaces 1 - 6 y 1 -3 . 

Cuando se trata S. cer evisiae con hidróxido de sodio y calor s e disuel-

ven las marranas de la pared, dejando un esquele t o de glucanas , por con-
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siguiente, se puede pensar que las glu~anas constituyen el componente -

estructur al de la pared de esta levadura -Rose (1968- ya que l as gluca­

nas ramificadas son más resistentes al tratamiento mencionado -Rakoff y 

Ros e (1971). 

Las levaduras tienen componentes de interés nutricional co­

mo las vitaminas del grupo B y que son: tiamina, riboflavina, pirido~ 

na (esta última no se encuentra en Saccharomyees pero si en Gandida). 

Ambas l evadura s contienen ácido folico, ácido pantoténico, niacina, bi~ 

tina , ácido p-ami no benzoico e inositol solo en Saccharomyces ~Gook, -

(1958)- lo que l as hace ser una f uente de estos compuestos de mucho in­

t erés nut ricional. 

De l análisis integral de las levaduras se encontró que del 

40 % al 50 % s u pes o seco, l o const i tuyen las proteínas que, por otra -

parte , con tienen cant i dades i mportantes de amino ácidos esencia les en la 

alimentación de mamíf eros , a s aber : i so l eucina, leuc ina, lisina, meti o­

nina, treonina, triptofano y valina -Stekes y Gunnes s (1946)- que son -­

ftmdamentales para la dieta alimenticia y e l balance nitrogenado. 

As í mi smo, s e encont ró t ambién un alto conteni do de ác i do -

ribonucleico (el contenido de~ácido desoxi r ibonucleico es relativamente 

pequeño en relación al ARN) s iendo el 8 % en Gand i da y e l 16 % en Saccha­

romyces, aproximadamente . 



Acidoe Nucleicos 

Cabe ahora mencionar algunas de las característ ica s quí mi-­

cas y estructurales de los ácidos nucleicos. 

El ARN es un polímero que se constituye de monómer os, com-­

puestos de: un grupo fosfato, azúcar ribosa y una base nitrogenada, -­

púri'ca o pirimídica (a estos monSmeros se les conoce como nucleotidos) . 

Las bases pueden ser adenina, guanina, citosina y uracilo (a las prime­

ras dos se les conoce como bases púricas y las segundas como bas es piri_ 

mídicas). Tanto la base como el grupo fosfato se encuentran uni das al 

azúcar ribosa como lo muestra la figur a l. 

El grupo fosfato puede estar colocado en las posiciones 2', 

3' , ó S' por esto la unión probable del ester fosfato se muestra con 

líneas a trazos en la figura l. La razón de este hecho s e discuti r á 

párrafos adelante. Los nucleÓtidos se enlazan unos a otros median te en 

laces fos f odiester formándose polímeros de cadena larga ó ARN. Si la -

cadena no es tan larga, no más de 10, se les conoce como ol igómer os. 

La es tructura y compos ición química del ácido desoxirr i bonu 

cleico no varía mucho con respecto a la del ARN, salvo que en l ugar de 

uracilo , una de las bases pirimídicas del ARN , no se encuentra en e l - ­

ADN y en s u l ugar esta la t i mina. El azúcar, l a desoxirribos a , no cuen 

ta con el grupo hidroxilo en la posición 2" de la ribosa . 
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Fig. l. Representaci~n gráfica ae un nucleótido y una base . En l a 
figura (a) l~s líneas punteadas representan los posibles -

sitios en donde se puede formar'un enlace con un grupo fo.§.. 
fato o un hi9rógeno, en las posiciones 2' , 3' y 5'. En 
(b) se representan las- bases nitrogenadas , que s e unen el 
azúcar r ibosa por las posiciones 9 ó 1, respectivamen t e . 
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Cuando el ARN se pone en presencia de un álcali y a temper!!_ 

tura ambiente se produce una mezcla de isómeros 3' y 2'. Los mecanis-­

mos de la reacción, propuestos para la formación de los isómeros, se ha 

visto que siguen la secuencia de pasos que a continuación se describiran 

y se esquematizan en la figura 2: 

Si el ARN se encuentra en una solución 0.10 N de hidróxido 

de sodio y a temperatura ambiente, el enlace fosfodiéster se rompe en -

cualquier lado del interior de la cadena del ARN, y como lo señala la -

letra (b) y las rayas punteadas, de la figura 2, se forman, como se di-­

jo antes, nucleósidos 3' y 2' de monofosfato. Este tipo de hidrólisis 

no sucede en la serie desoxi, por la ausencia del grupo cis-OH en la -­

posición 2' , del a zúcar desoxirribosa. De estos eventos puede deducir­

se que los polidesoxirribonucleótidos son más estables al tratamiento -

alcalino que los polirribonucleótidos -Mahler (1966) . 

Las cadenas de los ácidos nucleicos pueden sufr ir también -

hi drólisis por la acción enzimática de algunas ribonucleasas, como las 

del páncreas de bovino, que hidroliza las,cadenas de polirribonucleóti­

dos originándose los mismos productos que por hidrólisis química. A -­

es te tipo de enzimas se les conoce como endonucleasas, ya que ataca los 

enlaces intranucleótidos, siempre que el grupo P-0 este enlazado a un -

nucleótido con una base pirímidica sin importar que este libre el grupo 

hidroxilo 3' ó 5' al final de la cadena. Se ha visto que el mecani$mO 

de reacc ión enzimática se inicia, orimeramente, c.on la formacién de un 
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Fig. 2. Representación gráfica del mecanismo ce hidr6lisis del ARN, en cond i 
ciones alcalinas, por sustitución nucleofílica . 
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fosfato cíclico reversible. El proceso de ruptura es parecido al des-­

crito por la figura 2 en la hidrólisis química, por esta fosfodiestera­

sa. 

Existen otras fosfodiesterasas más inespecíficas, con res­

pecto a la base, para hidrolizar el ARN. Por otra parte existen fosfo­

diesterasas que son complementarias a las ribonucleasas de páncreas de 

bovinos, pues inician la ruptura por las bases púricas. Sin embargo -­

existen algunas enzimas con mayor especificidad ya que catalizan la hi­

drólisis del fosfodiester donde se encuentra la guanina, como lo hace -

la T 1 (que se encuentra en el complejo enzimático takadiastasa), o la 

T 2 que rompe los enl aces internucleótidos donde se encuentra la adeni-

na. 

Existen otros tipos de enzimas que pueden romper enlaces 

no solamente del grupo con el OH en la posición 2', sino que r ompe tanto 

polirribonucleót i dos como desoxirribonucleótidos como lo hace una enzi­

ma aislada del bazo de bovino, a la que se le considera un exonucleasa, 

que libera isómeros 3 1 iniciándose la hidról i sis por la cabeza en la 

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

Una enzima út il en e l análisis de ácidos nucleicos, pero de 

especificidad opuesta, es una fosfo diesterasa de veneno de serpiente. -

Se l e considera una exonucleasa relativamente inespecífica, con respec­

to a las bases del nucleóti do , que catali za la hidrólisis del ARN y ADN. 
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La reacción se ini cia por la cola liberando isómeros 5' como lo señala 

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

po final 31 - OH, l i bre como se ilustra en la figura 3 (b). 

De acuerdo con Baddiley y Todd (1947) esta enzima sólo hidro 

liza adenosina - 5 ' - benzil-fosfato pero no el ester 3'. Esta enzima -

puede hid.rolizar oligonucleótidos de ADN. Los oligonucleótidos que no 

tienen el fosfa t o 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 polidesoxirribonucleótidos, aunque estables al alcali, -

son degradados por enzimas como la ADNasa I, aislada de páncreas de bo-­

vino. Los produc tos de la hidrólisis de esta enzima son oligonucleóti-­

dos con una estructura como se ilustra en la figura 3 (c). Otra enzima, 

nucleasa, es la DNasa II, aislada de bacterias y órganos de lll&lllÍferos -­

como son : ~· ~y bazo y timo, respectivamente. Estas enzimas pue­

den ataca r l os si t i os I 6 II (Fig . 3 a y b) y no requieren que el grupo 

OH , en l as posic iones 3' y 5' esten libres. 

Las difer encias de l a DNas a I de la DNasa II estriban en que 

l a primera tiene un pH óptimo neutr o y requiere de iones magnesio y la -

segunda tiene un pH óptimo ácida y no necesita de iones bivalentes. 

Se diferencian de l as demás fosfodiestarasas (RN asas) , en -
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Fig. 3. Representación gráfica del sitio de ataque por difereg 
t es ribonucleasas. La figura (a) representa, mediante 
la flecha, el sitio de ataque de una endonucleasa. La 
figura (b), con la flecha representa el s itio de hidr2 
lisis de una exonucleasa. Finalmente la figura (c), -
representa los sitios de ataque de una desoxirribonu­
cleasa donde los productos de la hidrólisis enzimática 
son se5alados en el texto. 

- 15 -



que pueden dist i nguir a una hélice simple de una hélice doble. Una ca­

racterística sobresaliente, que señaló Greer (1962), de los polidesoxi­

rr ibonucléotidos, reside en el hecho de que si son puestas en medio áci 

do y a 60° C se producen ácidos apúricos ó, como lo señala Habermann -­

(1962), ácidos apirimídicos en presencia de hidrazina. 

Es importante también considerar algunas propiedades Ópti-­

cas de los ácidos nucleicos y en especial de la hipo cromicidad y l a hi­

percromicidad, delos ácidos nucleícos . 

Las propiedades absorbentes de la luz de los ácidos nuclei­

cos se expresan en términos del espectro de absorción de las bases de -

los nucleótidos que componen dichos ácidos. Esta absorción se va a en­

contrar afectada por el arreglo o la estructura de las cadenas del ác i ­

do y principalmente se refleja en el ADN, ya que cuando ésta tiene una 

estructura ordenada , de doble hélice, se presenta el fenómeno de hipo-­

cromismo, es decir, la disminución cuant i tativa de l a abso rción de la -

l uz ultr avioleta a una longitud de onda dada de la que cabría esperarse, 

ya que la suma de l os grupos cromómoforos, que se encuentran en e l nu-­

cleótido, es menor a la esperada. 

Así pues, la hipercromicidad significa un aumento en la ab­

sorción de luz ultravioleta a una longitud de onda establec i da, por los 

grupos cromóforos de las bases de los nucleótidos y queda expresad~ en 

la siguiente ecuación; 
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h a hipercromieidad 
Ao (forma desordenada) _ 

1 
A6 (jorma ordenada) 

donde Ao y A'o son la absorbancia a longitud de onda dada. La ecuación 

anterior expresa que el aumento va de un sis t ema ordenado a uno desorde-

nado (o mezcla de nucleótidos) . Por otra part e, se s abe que cuando la 

doble hélice se desnaturaliza totalmente por calor, la absorbancia de --

luz es equivalente al número de nucleotidos correspondi ente. Así mismo, 

cuando el ADN se desnaturaliza por completo con calor, se pr esen t a un -

aumento en la absorción que va desde un 20 % a un 60 %. Así, e l porceQ_ 

taje aumentado en la absorción de luz a 260 nm, pr oducido por calentar 

una muestra de ADN, esta directamente relacionado a su contenido de pa-

res de bases de A-T , es to es, a mayor conteni do de pares A-T, es mayor 

el aumento de absorción en e l ADN desnaturalizado por calor. Esto s e -

explica, ya que en el hipocronísmo se present a, en l a doble hélice una 

interacción electrónica que se refleja en la disminución de abarcia . 

Estas interacciones ya no se presentan en el ADN desna tur a lizado por ca 

lor. 

Los coeficientes de extinción molar (CEM) son : 

Base CEM a 260 nm. M-1 -1 
cm 

Adenina 13 .4 X 103 

Guanina 7.2 X 103 

Citosina 5. 55 X 103 

Ti mina 7.4 X 103 
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De los valores CEM podemos observar que estos son mayores -

en A y T, que en G y T. Esto explica más claramente porque la doble -­

hélice absorbe menor luz que la desnaturalizada por calor, y libre ya -

de las interacciones electrónicas que pr oducen disminución de absorban­

cia -Mahler (1966) y Lehninger (1970)- el ADN exhibirá un aumento en -

la absorción de luz. 

De entre las diferentes especies de ARN, el ARN ribosomal -

se encuentra asociado a una gran cantidad de proteínas, que varía según 

la clase de la célula, 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 proteína; en las segundas el 50 % es ARN y el 50 % res­

tante es proteína. Por otra parte, en el análisis del ARN de las leva­

duras (eucariotes) se encontró en promedio, que las bases púricas y pi­

rímidicas t enían las relaciones siguientes: de adenina 28 %, de guani­

na 31 %, de citosina 20 % y de uracilo 21 %. Este análisis 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 e l 

análisis cualitativo de las bases nitrogenadas que constituyen el ARN, 

que por diversos métodos coinciden con los resultados mencionados líneas 

arriba. No obstante que las relaciones porcentuales de las bases son -

parecidas en las levaduras, el contenido de ácidos nucleicos es diferen 

te,tal como se señalo en párrafos anteriores . 
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MATERIALES Y METODOS 

Para la medición del ARN extraido se siguieron dos procedi­

mientos distintos: a) por conteo de la radiactividad en un contador 

de centelleo líquido (Mark II, NBS) de uridina tritiada, incorporada a 

S. cerevisiae y b) midiendo la absorbancia en un espectrofotóme tro de -

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

Incorporación de uridina tritiada en levadura. El crecí-­

miento de las levaduras se hizo en 200 ml. de un medio que contenía ex­

tracto de levadura, peptona y dextrosa en una proporción de 10, 20 y 

20 g. por litro a pH de 5.1; éste 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 -­

hi zo a 29° C y se llevó a agitación en matraz de SO ml (agitadora Kine t) 

a una velocidad de 150 rpm durante 11 horas. La cosecha de células se 

hizo centrifugando a 2000 rpm en tubos de SO ml en una centrifuga GL 

mistral. Las células se lavaron repetidas veces, se centrifugó cada vez 

para su recuperación utilizando medio de cultivo no usado y una solución 

de urid ina no marcada 10 mM pa ra finalizar. Los paquetes obtenidos f ue­

ron conservados a 4° C. Para los ensayos de ARN marcado se tomaron aprE_ 

ximadamente 0 . 13 gr., los que se susper.d ieron en 2S ml de agua destilada. 

Ex tracción de ARN marcado . Procedimiento (a). Para cada -
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disminución del ARN en las células se tomaron 2. 5 ml de suspensión, 

adicionándose un vo lumen igual de soluciones con diferentes concentra-

ciones de cloruro de sodio e hidróxido de sodio e incubándose a 371> C. 

A diferentes intervalos de tiempo se tomaron alícuotas de 0 . 5 ml y se 

centrifugaron a 200 rpm (centrífuga clínica MSE) por cinco minutos, 

conservándose e l sobrenadante. El sedimiento se trató según Ogur y 

Rosen (1950) y Ohta et al (1971), con ácido perclórico 0.5 M. Al so--

brenadante se le llamó fracción 1 y al ARN residual, extraído con áci-

do perclórico, fracción 2. 

Medición del tritio. La mezcla de centelleo se preparó 

con 18.9 g PPO* y 1.13 g de POPO* (ambos son reactivos de la Packard -

Instrument Company, Inc.), y se disolvió en un galón de tolueno (J.T. 

Baker). En un recipiente de 22 ml se colocaron 25 microlitros de la -

muestra (f racción 1 y/o 2) más 0.5 ml de NCS** (Amershan Searle Corpo-

ration) se agitó y se adicionaron 10 ml de la mezcla de centelleo arri 

ba descrita. Se metieron al contador y se dejaron toda la noche a 7ºC 

para efectuar las cuentas de radioactividad al día siguiente. 

Procedimiento (b). Par a este mé todo se emplearon levadu--

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

** Solubilizador par a centelleo líquido compuesto por una base cuater 

naria de illllonio disu@lto en tolueno . 
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ras de pan (ª-· cerevisiae) , ensayándose siempre con 15 g de levadura de 

panadería (aproximadamente con 75 % de htnUedad) . Para ob tener una sus ­

pensión homogénea se dispersó l a pasta de levadura en 100 ml de l a solu 

ci ón alcalina extractora de prueba, como se hizo en el procedimient o -­

(a) , poniéndose sobre un agitador magnético (Mag-Mix) a t emper a tura am­

biente hasta obtener una suspensión perfectamente homogénea . Se me t ie­

ron las muestras en un baño de agua probando dos temperatur as diferen-­

tes, 60 y 90° e y, a diferentes intervalos de tiempo, se t omaron alícu~ 

tas de 3 ml. Para la determinación del ARN se leyó en el expe ctrofotó-

. 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. 

Cálculos. Para l os cálculos del rendimiento obtenido du--­

r ante el proceso se hic ier on extracciones por partic i ón con feno l (J. T. 

Baker ) , previamente des tilado. La f ase acuos a r ecuperada fue lavada -­

tres veces con una me zcl a de alcohol i soamíl i co y cloroformo (ambos de 

J . T. Baker ) , en una r e l ación de 1 : 25. Par a la separación de las fases 

ob t enidas durante la extracción y l os lavados , la mue s tra se centrifugó 

a 10.000 rpm durante 10 min. en una centrífuga Sor val Superspeed , RC2-B 

re f rigerada a 4º C. Para conocer la eficiencia del método se hizo una 

extracción exhaus t iva con ácido perclórico de los ácidos nucleicos con te 

nidos en la levadura y, con respecto a l a absorbancia tota l medida, se 

extrapoló la absorbancia obtenida mediante el proceso aquí descrito . 
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Ensayo enzimático. Los ensayos se hicieron con dos contro­

les: ARN y una fosfadiesterasa de veneno de víbora (Bothrops atrox) -

Ti po V, compradas a Sigma Chemical Co. Las pruebas enzimáticas 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. 

Medición de la proteína. La determinación de la proteína 

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

Cromatografías. 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 -

O. l ml de mues tra . Como eluyente se empleó cloruro de sodio l M. La -

columna estaba conectada a una celda Óptica de flujo continuo adaptada 

a un monitor de absorbancia (ambos I SCO Tipo 5, UA-4), donde se grafi­

caba la absorbancia contra el volU!llen de elución . Para llevar a cabo 

los ensayos se calibró la columna con ARN obtenido por el método de -­

Smi th (1955). 

Micrografías. Para este ensayo se emplearon dos tipos de l~ 

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 suspensión en un tubo de ensayo 1 se ª8~ 
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ta y se centrifuga por 15 min. (centrífuga clínica 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 solución de glutaraldehido al 2 . 5 % y paraformaldehido al 1 % 

en buffer de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7. 3. Este actuará como pri-­

mer fijador. Después de 15 min., sin agitar y sin congelación se proc~ 

de a cortar en el microtomo (Criostato) adicionándose una gota de fija­

dor nuevo dejándose toda la noche a 4° C. Al día siguiente se pasa a -

una solución amortiguadora de cacodilato de sodio (Ted Pella) 0 . 1 M, -­

p H 7.4, por dos horas y después se pasa a tetraoxido de osmio (Merck) 

al 1 %, amortiguada en una solución de Zetterqvist (1956), a una tempe­

ratura de 4° C durante 1.5 horas. Se forman dos inclusiones: una se -

lavó con agua y enseguida se pasó a acetato de uranilo (Merck) por 15 -

min. La otra inclusión se paso a agua y luego a etanol (J.T . Baker) al 

70 %, permaneciendo en éste hasta que la primera inclusión fue sacada 

de la solución de acetato de uranilo. El siguiente paso es la deshidra 

tación con alcohol etílico a diferentes concentraciones, a saber: al-­

cohol al 70 % (~n agua destilada) por 15 min., al 80 i. por 15 min., al 

90 % por 20 min., al 95 % por 25 min. , 100 % por 25 y 30 min . y luego -

se pasó a óxido de propileno (Merck) por 45 min. Para finalizar se pa­

só, a una mezcla de óxido de propileno y Epón 812 seglin Luft (1961) 

(Ted Pella) y se dejó toda la noche. 
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Al día siguiente se puso en Epon 812, durante 9 horas a te!!!_ 

peratura ambiente. Posteriormente se colocaron los cortes en la cápsu­

la de inclusi ón a 60° e por 20 horas, para efectuarse la polimerización. 

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

Para la observación microscópica (microscopio electrónico -

Carl Zeiss EM9) se hizo la impregnación según Venable (1965), para in-­

crementar el contraste con citrato de plomo. 
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RESULTADOS 

Efecto de pH y fuerza iónica. La incubación a 37º C a di-­

ferentes valores de pH de las levaduras marcadas, produjo resultados que 

nos permitieron seleccionar el pH más ventajoso para hacer la extracción 

de ARN a distintas temperaturas. En la fracción 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 extracción 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 existía diferencia en cuanto a la tendencia de la curva 

y la velocidad de excreción de la uridina tritiada (fig. 5), medida en 

la fracción 1 a los diferentes intervalos de tiempo. 

Efectos de la tempe~atura. Como se puede apreciar, de las 

figuras 4 y 5, la liberación de la uridina tritiada a 37° C fué muy le_!!: 

ta ya que se logró, después de dos horas, la extracción toca! del ARN. 

Sin embargo, la fig. 6 muestra las fracciones 1 y 2 a 60° C donde la ex 

tracción alcalina del ARN es todavía más rápida que a temperaturas inf~ 

rieres y tiene una constante de primer orden de K = 0.077 /min. (Fig. 7) . 

Se encontró que entre los 86 y 80 ° C la diferencia no es muy grande y -

que la extracción del ARN se hace en un lapso de tiempo más corto a es­

tas temperaturas. 

.. 
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Fi g. 4. Fracción 2. Uracilo 3H extraido con ácido perclórico 
Q·.SM de los residuos de levadura, después de que fue­
ron i ncubados a 37º C y diferentes valores de pH: 7.2 
( ~), 9. 9 (O) y 12 ( ), por los intervalos de tiempo 
indicados en las abscisas 
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EXCRECION DE ARN TRITIADO A TRES DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE NoCI A 37•c y pH 12 . 
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4 

Fig. S. Extracción de uracilo tritiado a pH de 12 y 37° C en me-­
dios con concentraciones diferentes de sales, a saber, -­
O. oM (A) 0.2SM (O) y l.OM ( ). Los valores indicados 
representan las cuentas del tritio, extraídos por el me-­
dio alcalino de incubación. 
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Fig. 6. Extracción de ARN (midiendo absorbancia a 260 nm) a pH de 12 y 
60º C, los (~), indican la extracción de ARN con el método des­
crito en ' el texto . Los (O) indican que el ARN extraído con ácido 
perclórico 0.5 M. La S corresponde al sobrenadante y R al resi 
duo o fracción I y II ~omo se indica en el texto. -
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Fig. 7. Extracción de ARN a pH de 12 y 86 C. Se midió la absorbancia 
y la cons t ante de velocidad de extracción siendo esta de 
k = 0 . 077/min. 
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Calidad del ARN extraído. Por los análisis cromatográfi~ 

cos, se encontró que el ARN tomado como referencia {Jig. 8a y b) como 

el ARN obtenido a 90° C, aplicando el método mencionado, son eluídos -­

del Sephadex G-10 con un volumen de elución parecido. Cuando se hicie­

r on cromatografías por filtración en gel de los productos l ibe rados por 

las levaduras a distintos tiempos, se encontró que los produc tos no cam 

biaron en su patrón cromatográfico. Además se vio que la relación de -

absorbanc i as entre las longitudes de onda de 260 nm va mej orando duran­

te el tiempo de extracción, ya que las muestras obtenidas a dif erentes 

intervalos de tiempo a 60 y 90° C, tienen una relación a 260:280 run, que 

va de 1.9 a 2. 1, lo cual es favorable porque indica que el ARN extraído 

se esta obteniendo sin mucha proteína como contaminante. Es de hacerse 

notar que en la fracción 1 , no se detectó de manera apr eci able la libe­

ración de proteí nas, medida colqrimét ricamente . También se encont ró que 

el ARN ext raído de las levaduras es es table durante varias horas s i s e -

almacena a t emperatura ambi ente con el pH alcalino obtenido al final de 

la extracción (mayor de 9. 5) . Por otra parte, sólo s e obtuvo degrada--

ción espontánea del pr oducto obtenido cuando se cambiaron las condicio-­

nes de pH y temperatura de la fracción 1 (Fig. 9 y 10) . Como prueba es­

t r uctural adicional se t i ene que la fracción 1, al incubarse con una en­

zima fosfodiesterasa, mos t r ó una despolimerización de los productos obte 

nidos mediante el proceso de extracción (Fig. Be). 

Micrograf ías. Bn las micrografías obtenidas (Figs. 11, 12 y 
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Fig. 8. Las f i guras (a), (b) y (c} representan cromatografías en 
Sephadex G-10 y eluídas con NaCl l M a pH alcalino . La figu~ 
ra (a) el ARN es tomado como referencia obtenido y purificado 
por el método Smith . La f igura (b) representa el pico de ARN 
obtenido a pH de 12 y 90º C en 35 minutos. (c) represen t a la 
hidról isis enzilllática del ARN obtenido como en (b) , en presen 
cia de una fosfodi esterasa de veneno de víbora a pH de 8.6 y-
37 º C. La gráfica en este inciso esta con una escala diferen 
t e a las dos primeras. -
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Fig. 9. Las figuras (a) y (b) son cromatografías en Sephadex G-10 
donde (a) representa e l ARN obtenido a 60º C y pH de 12 y 

(b) representa a (a) degradado cuando son cambiadas las -
condiciones f inales en las que se obtiene és te de la l ev.a 
dura, a saber: pH de 8.6 y 37º C. Las cromatografías _-:: 
son eluídas en condiciones similares a los que se señala 
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 cromatografías 
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 señalan 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 levadur as sin tratamiento , son -­

claros ya que en las levaduras tratadas se nota un citoplasma amor fo, 

la membrana nuclear y citoplásmica parcialmente rota; se not a un engr~ 

samiento de la pared celular , los ribosomas estan ausentes (en las le~a 

duras s i n tratar se aprecia un número elevado de éstos). El núcleo se 

ve parcialmente vacío. De los organelos, apreciables en la levadura -

sin tratar, como las mitocondrias, no se observan en las l evaduras t ra 

tadas ya que probablemente se desintegraron con el tratamiento t é rmico 

alcalino . También se pudo apreciar que las levaduras, antes de ser so 

metidas al tratamiento alca lino térmi co, se ,encuentran separadas unas 

de otras. Sin embargo , después del tratamiento las levaduras se encuen 

tran aglutinadas debido, posiblemente, a cambios electrostá t i cos como 

l o demuestran las micrografí as pbtenidas a diferentes aument os (Figs. 

13 y 14) . 

Rendimientos . Las medidas espect rofotomét ricas y radi oac-­

tivas permitieron hacer un balance de masas del ARN extraído y del r ete 

nido por l as levaduras , al f i na l de los períodos de i ncubaci ón de cada 

experimento . Los rendimi entos s e muestran en el cuadro 1, e l cual indi 

ca la factib i lidad de extraer con facil i dad cerca del 95 % de l ARN de -

las levaduras usando un pH de 12 . 

36 





'';<;.. 



Micrografías de Saccharomyces cerevisiae 

Fig. 11. Micrografía de la levadura sin tratamiento y a una amplifi-­
cación de 1900 aumentos. 

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

Fig. 13. Micrografía de levadura sin ningún tratamiento y amplificada 
600 veces. La micrografía 11 y ésta no son el mismo campo -
de observación. 

Fig. 14. Micrografía de ~· cerevisiae amplificada 600 veces con el -­
tratamiento descrito en la figura 12. Esta figura y las 12 
no son el mismo campo visual. 
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CUADRO 1 

RENDil1IENTOS DE LA EXTRACCION ALCALINA 

DEL ARN DE LEVADURAS DE PAN 

Tiempo de incubación % de ARN extraído* 
(miriutos) 60º c 90º c 

Inicial** 13.3 12.9 

20 35.8 86.6 

45 40.8 95.8 

* Los cálculos se hicieron como se señala -
en el texto, comparándolos con el 100 % -
de ARN extraído con ácido perclorico 
0.5 M. 

** ARN extraído a temperatura ambiente, en -
condiciones alcalinas, antes de la incuba 
cien a las temperaturas indicadas. 
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DISCUSION 

Los primeros ensayos radioactivos se hicieron con el objeto 

de saber si se podía extraer, bajo condiciones similares a las descritas 

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

extracción sería suficiente para poder aprovechar las levaduras como una 

fuente de proteína libre de ARN. Por los resultados obtenidos se pudo -

saber que la extracción se puede efectuar facilmente a pH 12 y no a pH 8, 

sobre todo con temperaturas a 90° C -Nak.ao, et al. (1964), emplearon e l 

pH 8 y las temperaturas cercanas a 25° C en sus estudios en ~· rouxii­

como se indicó antes. Como el principal producto de extracción es el -­

ARN, parcialmente despolimerizado, se puede considerar que el método aquí 

desarrollado es adecuado para la obtención selectiva de nucleótidos sabo 

rizantes, si se pone el ARN extraído en presencia de las fosfodiesterasas 

específicas. Así mismo, se encontró que la extracción del ARN de las lev~ 

duras es más rápida 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 serían econó 

micas en un proceso industrial. 

Con estos resultados , se puede pensar que la extracción alca­

lina de ARN en l a levadura del género 3accharomyces, probablemen te pueda 

extenderse a otros microorganismos de interés industr ial (v . gr., Gandida 

utilis), ya que los resultados aquí obt enido s i ndican que la extracción -
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es debida, principalmente, al pH y temperatura empl eados y no por l a -­

activac i ón de ribonucleasas ó desnaturalizac ión de reguladores enzimát~ 

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

Se co i ncidió con los trabaj os de Zee y Sima r d (1975) , en - ­

a f i rma r que para la extracc ión de l ARN de levadura, no es necesario s e ­

gui r los pasos secuenciales del c hoque térmico, es decir, l as incubac i o 

nes a SO y 55° e como lo sugiere Ohta, et al. (1971). Nosotros creemos 

que tampoco es indispensable l a diálisis por tiempo prolongado , como l a 

describe canepa, et al. (1972). Por otra parte, los resultados obteni­

dos por Ra zzel y Khorana (1959), s eñalan que el cloruro de s odi o e s un 

activador de l as ribonucleasas. Sin embargo, durant e la elaboración de 

este traba j o se encontró que en presencia o ausencia de t ales sales, e l 

proceso de extracc i ón del ARN no vari ó , por lo que se dedujo que proba­

blemente no hay partici pación de nuc l easas que s e activen debido a la -

fuerza iónica y que solo f ue necesario eleva r la temper atura para faci­

litar, aún más, la extracción alcalina de los ácidos nucle icos (Fig. 4 

a 7). 

Por e l análisis cromatográfico en gel de Sephadex G-10 , se 

puede presumir que el ARN obtenido con este proceso está en fo rma de ~ 

linucleótidos de posible peso molecular elevado, como se señaló antes -

(fig. Ba y b), puesto que las muestras de ARN de referencia fueron eluí 

dos con el mismo volumen en el Sephadex G-10 que el ARN extraído por el 
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método aquí desarrollado*. Además, nuestra muestra (f ig . Bb) aparece --

cas i toda en una sola fracción cromatográfica, lo cual puede ser un 

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

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

Sephadex G-10. 

Estos resultados difieren con los resultados cromatográf i cos 

de Ohta, e t al. (1971), pues ellos obtuvieron productos con diversos gr~ 

dos de despolimerización usando una columna con características simila--

res a la descrita en párrafos anteriores. 

* En los estudios analíticos de la distribucion de los pesos moleculares, 
de Andrews (1965), se encontró que las sustancias de peso molecular -
elevado son excluídas con volúmenes cortos de elución (volúmenes de -
exclusión) en geles con bajo "regane" de agua o de poro pequeño (como 
es el caso del Sephadex G-10), así pues, para este trabajo y partien­
do de los datos experimentales de separación de nucleótidos obtenidos 
por Br ook (1970), se seleccionó el Sephadex G-10, ya que éste al ha-­
cer el anális is de sustancias de peso molecular bajo, obtuvo una bue­
na resolución en la separación de diferentes nucleótidos, además de -
que excluyó s ustancias de peso molecular elevado indeseables . Por -­
otra parte, se usó una solución con fuerza iónica alta, para la elu-­
ción, de cloruro de sodio 1M para evitar los posibles fenómenos de -­
adsorción que pudieran presentarse, como lo señaló Posner (1963 ), de­
bido a que la matríz del Sephadex contiene un pequeño número de gru-­
pos carbonilo que, aunque en número reducido, a baja fuerza iónica -­
del eluyente causa interacc i ones, ent re los solutos car gados y lama­
tríz. Así, los grupos cargados positivamente pueden ser retardados -
resultando un coleo en la gráfica correspondiente . Los grupos carga­
dos negativamente son excluídos con mayor rápidez por fenómenos eléc­
tricos de repulsión presentes en el gel, l o cual redundaría en una po 
bre separación de una mezcla de compuestos . -
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Por otra parte, bajo las condiciones finales de extracción , 

el ARN no fue hidrolizado a temperatura ambiente. Pero cuando el pH se 

ajustó adecuadamente (como se señala en las figs. 9 y 10) se observó 

una hidrólisis pronunciada del ARN. También, se encontró que la degra-­

dación del ARN extraído a diferentes temperaturas fue efect uada a pH --

8. 6 por un sistema enzimático caracterizado por sus resis t encias al ca­

lor pues, este proceso, no se inactivo por -la incubación a temperaturas 

cercanas a 90° C. En particular, algunas enzimas de este sis tema degr~ 

dativo del ARN, resisten la temperatura de 90° C por 35 mi nutos - Tanaka 

(1961), encontró que algunas ribonucleasas resisten temperaturas de 100° C 

por 10 minutos- lo cual, puede ser aprovechado ya que la misma levadura 

puede ser fuent e de fosfodiesterasa parecidas a las del veneno de víbora 

que s e ca racterizan por producir nucleótidos S' y que sirven en la i n- - ­

dus t ria a l i menticia para modificar e l sabor de los alimentos , confirién­

doles nuevas propiedades a los aliment os que les son adicionados. 

Así pues, como l as l evaduras tratadas po r nuestros métodos -

quedan prácticamente sin ác idos nucleicós, pensamos que pueden ser apro­

vechadas como una fuente de nitrógeno proteico para rumiantes y cerdos -

y tal vez para complementar, en un futuro, la dieta del hombre. Creemos 

que este método, podría ser útil en la lucha contra la carencia de ali-­

mentos proteicos, por la utilización nutricional de las levaduras deriva 

das de la fermentación alcohólica y podría contribuir a la industrializa 

ción integral de estas levaduras. En el momento presente ya ae eotán --
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desarrollando l as pruebas para determinar si este método puede también -

ser útil para la industrialización integral de Candida utilis, produci-­

da por la degradación aeróbica de diversos jugos azucarados disponibles 

en México. 
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RESUMEN 

Durante el desarrollo de este trabajo se logró establecer -

lo siguiente: 

a) Que no es necesario seguir los pasos secuenciales del -

choque térmico para poder disminuir el contenido de ARN en l a l evadura , 

como lo establecio Maul et al (1970), y que siguieron otros inves tiga-­

dores como modelo de extracción de ácidos nucleicos. 

b) Que bajo las condiciones establecidas en este trabajo -

es posible la extracción de ácidos nucleicos y polinucleótidos 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 participac ión 

de enzimas para lograr la disminución de los ácidos nucleicos conteni-­

dos en la levadura. 

d) Se pudo establecer, mediante este método de extracción, 

que e l proceso de disminución de á ci dos nuc leicos depende básicamen t e -

de dos factor es, a saber: pH alca lino y temperatura elevada. 

e) Se encontr6 , a di fe r encia de otros métodos de extrac-­

ción, que el método de extracción es muy corto y que la eficiencia es 

del 95 % del total de los ácidos nucleicos contenidos en las levaduras. 
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f) Finalmente, se establece que la proporción de proteína 

extraída es mínima. 
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