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INTRODUCCION. 

Ante el inminente crecimiento demogr~fico, la baja produ~ 

ci6n y la escaséz de recursos alimenticios, la ciencia se plantea el 

desarrollo de nuevos alimentos a partir de diferentes fuentes. Entre 

estos alimentos se encuentra la proteína unicelular obtenida a partir 

de diferentes medios o sustratos, principalmente subproductos 6 dese­

chos agroindustriales, para que de esta manera la proteína unicelular 

sirva para abastecer parcial o completamente la alimentaci6n ganadera 

o inclusive la alimentación humana. 

Este tipo de investigaciones se han venido incrementando 

a un ritmo acelerado en los paises desarrollados, los cuales cuentan 

con los recursos tecnológicos para poder abordar estos problemas. Al 

mismo tiempo en paises en vias de desarrollo como es el nuestro, tam­

bién se busca la soluci6n a estos problemas, pero sin embargo, la ma­

yoría de las veces se trata de abordar de una manera semejante a como 

lo hacen los paises altamente desarrollados, sin ver la realidad eco-

n6mica, política y social que viven nuestros pueblos, v.gr.: se ha -

recomendado producir biomasa unicelular, sin tomar en cuenta el apro­

vechamiento comercial de los ácidos nucleicos. 

La obtención de biomasa unicelular en nuestros paises, a­

parentemente es fácil, porque se cuenta con variados subproductos - -

agroindustriales, v.gr.: melaza y jugos residuales de frutas, pero -­

sin embargo, no tenemos los suficientes recursos económicos para po-­

der financiar estas tecnologías y es aqui, en el desarrollo de ella, 

donde se debe buscar la solución, principalmente acoplando tecnolo -­

gias sencil l as,de tal manera que estos procesos se complementen entre 

ellos para hacerlos costeables. Este trabajo forma parte de un pro-­

yecto donde se acoplan varios procesos para hacer más costeable la 

tecnología de producci6n y aprovechamiento óptimo de biomasa unicelu­

lar de levaduras para obtener compuestos valiosos de interés para la 

industria alimentaria, como son los nucleótidos potenciadores del sa­

bor cárnico. 
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OBJETIVO. 

En este trabajo se busca evaluar y clasificar una fuente 

de abastecimiento de enzimas, las cuales presenten actividad ribonu­

cleásica, investigando esta actividad en diferentes muestras de ori­

gen local. 

Asimismo se investiga qué tipo de enzimas con actividad -

ribonucleásica, predominan en estas fuentes de abastecimiento, obse~ 

vando hacia donde está orientada su actividad, por medio de los pro­

ductos de reacci6n, tratando de ver si éstos pueden ser utilizados -

como nucle6tidos, potenciadores de sabor utilizados en la industria 

alimentaria. El sustr ato a utilizar para estas ribonucleasas, sería 

el ácido ribonucleico extraído de levaduras, de tal manera que se vi 

nieran a acoplar 2 procesos: primeramente, ' 1a producci6n de proteína 

unicelular y la producc ión de nucleótidos potenciadores de sabor. 

Una de las desventajas que presentan las levaduras para -

su consumo, como fuente de proteína, es su alto contenido de ARN, la 

ingesti6n de una canti dad alta de ARN, por parte de un organismo su­

perior, puede provocar transtornos en el metaboli smo de excreción 

del ácido úrico, provocando padecimientos tales como gota; es por es 

to que se han desarrollado algunos métodos para la eliminación de es 

te ARN , pero en la mayoría de estos procesos al ARN extraído no se -

le vislumbra ninguna a plicación, haciendo que estos métodos en su ma 

yoría resulten costosos. 

Por esto al desarrollar un método sencillo de extracci6n 

de ARN de levaduras, a unado a su recuperación con el objeto de l o - -

grar su hidr6lisis selectiva, por medio de la enzima o enzimas espe­

cíficas para producir potenciadores de sabor, se acoplan estos 2 prQ 

cesas, la producci6n d e proteína unicelular con la producci6n de po­

tenciadores de sabor, haciendo que esta tecnología sea más costeable. 

Además este trabajo busca un método de recuperaci6n y se­

paración de ARN y nucleótidos, viendo la posibilidad de utilizarlo -

en el proceso de extra cción de ARN de levadura y en su hidrólisis en 

zimática. 
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Por ello se intenta evaluar: a) Las caFacteristicas mole 

culares que deben tene r los ácidos nucleicos extraídos de levaduras 

para unafácil recuperaci6n industrial y a su vez, que sean sustratos 

adecuados para la producci6n de nucle6tidos potenciadores de sabor,-­

y b) Evaluar las técnicas y condiciones más apropiadas para hidroli­

zar los ácidos nucleico s, por medio de preparaciones enzimáticas cru­

das que produzcan un e l evado rendimiento de monofosfatos de bases pQ 

ricas con el f6sfor o en la posici6n 5' del anillo rib6sico. 
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GENERALIDADES. 

ACIDOS NUCLEICOS. 

Los ácidos nucleicos estan presentes en todos los seres -

vivos, donde además de ser los responsables del almacenamiento y la -

transmisión de la información genética, también traducen esta infor-­

mación en la síntesis de todas las proteínas celulares. Estos ácidos 

son biopolímeros de alto peso molecular, siendo sus unidades monoméri 

cas los mononucleótidos. Estos nucle6tidos estan constituídos por 

una molécula de azúcar, por lo general una pentosa y ésta a su vez es 

ta unidada a una base nitrogenada. 

BASES NITROGENADAS. 

Las bases nitrogenadas pueden ser purinas o pirimidinas, 

en la figura 1 podemos observar la estructura de estas bases. El áci 

do desoxirribonucleico (ADN), está constituído por 4 bases, las bases 

púricas adenina (A) y guanina (G) y por las bases pirimídicas citosi­

na (C) y timina (T); e l ácido ribonucleico (ARN), posee estas mismas 

bases, con la excepción de que la base pirimídica timina, es sustitui 

da por otra base pirimídica, uracilo (U). 

Las 5 bases mencionadas anteriormente son los principales 

componentes de estos ácidos, pero mencionaremos también la existencia 

de bases menores "raras", las cuales las encontramos tanto en el ADN 

como eh el ARN; la presencia de estas bases en los ácidos nucleicos -

sirve para estabilizar su estructura secundaria (I). 

Como se observó en la figura 1, estas bases son derivados 

de las bases heterocíclicas, pirimidinas y purinas, siendo estas ul-­

timas la unión de un anillo imidazol con una base pirimídica. Al ob­

servar su estructura aromática, con la conjugación de dobles enlaces, 

podemos inferir que tendrán una absorbancia en la región ultraviole-­

ta, la cual, al ser graficada en la figura 2 vemos que está aproxima­

damente a una longitud de onda de 260 nm, en la que coinciden los má­

ximos de absorbancia, siendo ésta una herramienta importante para su 

identificación y análisis cuantitativo. 
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Estas bases nitrogenadas las podemos encontrar en la naturale­

za, sin que formen parte de nucleótidos, existiendo libres o como com-­

puestos intermediarios en el metabolismo de las bases, tal es el ejem-­

ple de la cafe1na, teobromina, ác. erótico, hipoxantina, , ác.-úrico, alan 

tofna, teofilina, etc. 

NUCLEOSIDOS. 

Cuando una base nitrogenada se une a una ribosa o a una desoxi­

rribosa en la posición 1 del azúcar, mediante un enlace ,.q-glucos1dico, 

forma lo que conocemos como nucle6sidos. 

Estos nucleósidos l o s obtenemos al someter a una hidrólisis al­

calina a los nucleótidos, o cuando son tratados con una nuc l eotidasa, -­

que realmente es una fosfatasa, separandoel ácido fosfórico y quedando -

el nucleósido. 

Tenemos 2 tipos de nucle6sidos; ribonucleósidos, en los cuales 

el azúcar componente es l a ribosa y l os desoxirribonucleósidos, los cua­

les contienen 2-desoxi-ribosa; éstos azúc ares toman la forma furanósica 

formando un anillo de 5 mi embros con un puente de oxígeno. Los nombres 

comunes de los principales ribonucle6sidos son adenosina , guanosina, ci­

tidina y uridina; mientras que los 2 desoxi-ribonucleósidos son 2-desoxia 

denosina, 2-desoxiguanosina, 2-desoxicitidina y 2-desoxitimidina. 

Es importante hacer mención que existen otros nucle6sidos que no 

forman parte precisamente de los ácidos nucleicos, sino que son nucle6 -

sidos elaborados principalmente por ho ngos, mohos y esponjas, ejemplo de 

estos nucleósidos son la nebularina, puromicina, esfingosina, esfingour! 

dina, tubercidina, cordicepina, cuya estructura está compuesta por un 

azúcar y una base nitrogenada, el azúcar ribosa ó una arabinosa como es 

el caso de la esfingouridina (I). 

La importancia de estos nucle6sidos naturales, es que le sirven 

a estos organismos como un medio de protección contra el ataque princi-­

palmente de bacterias, dando lugar a lo que comunmente llamanos antibió­

ticos. 
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NUCLEOTIDOS. 

Corno ya hemos mencionado, los nucleótidos son las unida-­

des rnonornéricas de los ác. nucleicos, cuando un grupo hidroxilo li-­

bre del azúcar de un nucleósido, se esterifica con un grupo fosfa to, 

se forma un nucleótido. En la figura siguiente podernos observar el 

esquema de un ribonucleótido y un desoxirribonucleótido: 
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Corno muestran las flechas en los dibujos, el grupo fosf a -

to puede ocupar las posiciones 2 ' , 3 ' y 5' en los ribonucleótidos, -

mientras que en los desoxirribonucleótidos, únicamente pueden ser -

ocupadas las posiciones 3 ' y 5 ' de la desoxirribosa, si e ndo estas -­

las posiciones que generalmente enc ontrarnos cuando someternos a hidró 

lisis química o enzimática a los ác. nucleicos; en el ARN es posible 

encontrar la formación de ribonucleótidos con fosfato cíclico, en -­

donde el grupo fosfato está esteri ficado en las posiciones 2' y 3' -

en la ribosa. 

El nombre de cada nucleótido depende de la base nitrogen~ 

da que lo constituya, así, por ejemplo, los nucle6tidos obtenidos -­

del ARN son: 

ác. adenflico 

ác. g uanflico 

adenina + ribosa + ác. fosfórico 

guanina + ribosa + ác. fosfórico 

adenosina + ác. 

guanosina + ác. 

ác. citidílico = citosina + ribosa + ác. fosfórico = citidina + ác. 

ác. uridflico uridina + ribosa + ác. fosfórico = uracilo + ác. 

En el ADN, el ác. uridílico es sustituido por el ácido ti 

rnidílico (tirnina + ribosa + ácido fosfórico = tirnidina + ácido fosfó 

rico). 

Los nucleótidos, además de formar parte de los ácidos nu­

cleicos, los encontrarnos libres realizando de esta manera un papel -
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muy importante en el me tabolismo de los seres vivos. 

Existen derivados de la adenosina: rnonofosfato de adenosina 

(AMP) , difosfato de adenosina (ADP) y trifosfato de adenosina (ATP) , 

los cuales son compue s tos fundamentales en los procesos de transfere~ 

cia y captación de energfa. Existe también el Al-~P cklim (ade nosin -

3' -5' rnonofosfato), e l cual e _s muy importante en la activación de la 

fosforilasa y se le h an atribuido también p r op i edades regulato rias en 

el metabolismo intermediario de l os seres vivos. 

Tenernos también el difosf ato de guanosina (GDP) y el tri-­

fosfato de guanosina (GTP), q ue interv ienen en pasos energéticos del 

ciclo de Krebs y son indispensables en los procesos de sfntesis de -­

protefnas. 

Nos encontrarnos también c on el tri fo sfato de citidina (CTP), 

el cual interviene en los procesos de sfntesi s de fosfol fpidos , en -­

donde el CTP "activa" a la col ina o etanolarnina permi ti e ndo su unión 

c on el respectivo diglicérido para formar lecitinas, cefalinas , etc. 

Entre los der i vados de la hipoxantina, tenernos el áci do -­

inosfnico o rnonofosfato de inosina (IMP), el di y trifosfato de inosi 

na (IDP e ITP), los cuales intervienen en las reacciones de fosforila 

ción y descarboxilación del áce><-cetoglutárico , también en el paso de 

ác pirúvico a fosfoenolpirúvico en el inverso de la glucólisis. 

Los derivados de la uridina (uracilo-ribosa ) son coenzirnas 

importantes en las reacciones que implican epirnerización de la gluco­

sa y la galactosa (uridin difosfato glucosa, UDPG y uridin difosfato 

galactosa, UDPGal). El UDPG es precursor de la glucogénesis. Además 

el UDP y el UTP intervienen también en reaccio nes de transferencia de 

energfa. 

Varias vitaminas del complejo B se hallan unidas a nucleó­

tidos formando otro tipo de dinucleótido, un ejemplo en la uni6n de -

flavin mononucleótido (F~~ ) con el AMP para darnos el flavin adenin -

dinucleótido (FAD) , coenzima Muy importante en las reacciones de oxi­

dac ión-reducción; es i mporta nte notar que el FMN, esta f o rmado por la 

base dimetilisoaloxazin a y el poliol ribitol. 
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Tenemos también el nicotinamida mononucle6tido, el cual 

tiene como base nitroge nada a la nicotinamida, este nucle6tido, al -

unirse al ADP forma el nicotin adenin dinucle6tido (NAD) , en el cual 

sí existe un grupo fosfato en la posición 2' del azúcar de la adenosi 

na, forma el NADP, formando estas coenzimas que son muy importantes -

en las reacciones de oxidación-reducción . 

La coenzima A es otro nucleótido que contiene adenina, un 

grupo fosfato en la posición 3' de la ribosa y un grupo pirofosfato -

esterificado al ácido pantoténico, que es una vitamina del complejo B. 

La coenzima A tiene como función transportar grupos acetilo o acilgr~ 

sos en diferentes reacciones químicas. 

Como podemos notar, los nucleótidos son reactivos ubicuos 

dentro de las reacciones bioquímicas, al ver el papel tan importante 

que desempeñan; el cual seguiremos observando al mencionar algunas -­

propiedades de los ácidos nucleicos. 

POLINUCLEOTIDOS (ARN Y ADN) 

Los nucleótidos se unen formando largas cadenas mediante 

la unión covalente del grupo fosfato, que forma un puente fosfodies­

ter entre la posición 3' de un nucle6tido con la posición 5' del si­

guiente, tal como lo muestra la figura 3. 

Esta estructura que conocemos como polinucleótidos, es la 

base de la constitución de los ácidos nucleicos, ADN y ARN; las dife­

rencias entre estos ácidos son, como ya sabemos, la presencia de una 

desoxirribosa en el ADN y de ribosa en el ARN, además de tener la ba­

se timina, en lugar de uracilo, en el ADN. Al observar las estructu­

ras de los nucleótidos y ver las posibles posiciones de unión, vemos 

que en el ADN, las posiciones que presenta para la unión son la 3' y 

la 5' de la desoxirribosa, mientras que en el ARN, estas posiciones -

pueden serla 2', 3' y 5'; esto nos lleva a pensar que en el ARN, exi~ 

ten varias posibilidades de unión, como pueden ser 5'-3' o 5'-2', etc; 

pero el análisis de las muestras provenientesde hidrolizados químicos 

o enzimáticos muestra, tanto en el ADN como en el ARN, que la unión de 

sus nucleótidos se lleva por medio de la posición 3' de un azúcar con 

la posición 5' del siguiente azúcar, uniendo el grupo fosfato estas 2 

posiciones mediante un e nlace fosfodiéster, quedandole un hidrógeno -
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potencialmente ionizabl e, lo cual le confiere las características á­

cidas a los ácidos nuc l eicos . El análisis proveniente de la hidról~ 

sis química y enzimáti c a se abordará con más detalle en el siguiente 

tema. 

Para elucidar la estructura del ADN se requirió la conju~ 

ción de varios trabajos , entre ellos los de Chargaff, quien entre 

1949 y 1953, realizando estudios cromatográficos con hidrolizados de 

ADN de diferentes organismos, llegó, entre otras conclusiones, a que 

el número de residuos de A es zjual al número de residuos de T (A=T) 

y el número de residuo s de G es igual al de e (G=C) . Lo que implica 

que la suina de residuos de purinas es igual al número de residuos de 

pirimidinas: A + G = C + T (II). 

Los estudios realizados por Franklin y Wilkins (III) bas~ 

dos en la difracción de rayo s X del ADN y l os de Chargaff, llevaron 

a Watson y Crick en 1953 (IV), a postular un modelo tridimensional -

de la estructura del ADN, el cual explica las diferentes propiedades 

físicas y químicas de l ADN y además propone un mecanismo mediante el 

cual la info rmación genética puede ser almacenada y replicada, lo 

cual llevó a postular el esquema conocido como e l dogma central de -

la bioquímica: 

ADN transcripción) ARN traducción> proteína 

Al igual que el ADN, el ARN es un polímero lineal de peso 

molecular elevado; en contras t e con el ADN , el ARN se sinte~iza en -

el núcleo y emigra hacia el citoplasma. Se han identificado 3 tipos 

de ARN: El primer tipo participa directamente en la síntesis de pr~ 

teínas en el citoplasma y se encuentra en las partículas de ribonu-­

cleoproteína conocidas como ribosomas, se le conoce como ARN riboso­

mal, constituye aproximadamente el 80 % del ARN celular , siendo meta­

bólicamente muy estable y de un peso molecular cercano al millón. 

Las células que muestran gran actividad secreto ra o gran síntesis de 

p roteínas poseen abundantes ribosomas. Es importante notar que la -

función del ARN en el ribosoma no esta bien definida. 

El segundo tipo de ARN, es el ARN soluble o de transferen 

cia , participa en la síntesis de proteínas, interviniendo como acti-
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vador o acoplador de aminoácidos en los ribosomas. Se considera que 

hay un ARN de transferencia para cada uno de los 20 aminoácidos que 

existen disponibles para la síntesis de p r o t eínas. Este ARN muestra 

una estructura espacial muy característica, de una cadena doblada en 

forma de horquilla, con puentes de hidrógeno uniendo sus bases, exceE 

to en su extremo acodado, el cual posiblemente interviene determinan­

do la especificidad por un aminoácido; es de notar que todos los ARN 

de transfere nc ia muestr an la sucesión C- C-A en uno de sus extremos li 

bres, siendo éste el sitio de unión de l os aminoácido s con el grupo -

hidroxilo 2' ó 3' de l a ribosa enlazada a la adenina t erminal, propo~ 

cionando la forma activa del ARN. Es importante notar l a presencia -

de bases nitrogenadas "raras" en el ARN de transferencia, encontrándo 

no s con nucleótidos como son el ác . pseudoridílico y el ác. ribotimi­

dílico. El peso molecular del ARN de transferencia e sta entre 23,000 

y 30,000, constituyendo aproximadamente el 16 % del ARN celular. 

El tercer tipo de ARN, que constituye aproximadamente el -

5% del ARN ce l ular, es el ARN mensajero (complementario o de transcriE 

ción), en e l cual el órden de bases de una cadena del ADN cromosomal, 

es enzimáticamente transcrito a l a forma de ARN de una s ola cadena . -

Después de la transcripci6n, el ARN mensaj ero pasa a los ribosomas, -

donde sirve como un temp lete, para el ordenamiento de los aminoácidos, 

durante la síntesis _de p roteínas, en el p r oceso llamado traducción. 
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NUCLEASAS 

Las nucleasas, desoxirribonucleasas (DNasas) 6 ribonuclea­

sas (RNasas) , son las enzimas que hidrolizan a los ácidos nucleicos -

ADN , ARN 6 a ambos de var ias maneras y el estudio de ellas ha sido muy 

útil en el conocimiento de las propiedades y del metabolismo de estos 

ácidos. 

Para poder estudiar estas enzimas veremos primero su clasi 

ficaci6n, que se apoya en diferentes parámetros , como son, l a especi­

ficidad de sustrato, o sea, dependiendo si ataca al ADN, al ARN 6 a -

ambos . Otra manera de clasificarlas es por su forma de ataque, de-­

pendiendo si la enzima ataca la cadena de polinucleótido inter i or o -

endolíticamente; o si comienza su ataque por los extremos ó sea exolí 

ticamente, haciendo que ésto produzca cambios en las propiedades fís~ 

cas , como es la viscos idad de los ácidos. Otra característica muy -­

útil para su clasificac i6n es la que depende de la clase de sus pro-­

duetos, es decir , el resultado del rompimiento del polinucleótido , -

ya que si vemo s la fi gura 4, obse r varemos que la cadena puede ser at~ 

cada entre el grupo hidroxilo de la posición 3 ' y el grupo fosfa t o -

(a la que llamaremos posición a, como esta en la figura 4), producie~ 

do nucleótidos con el grupo fosfato en la posici6n 5' o el ataque pue­

de ser lo contrario, la enzima puede actuar entre el grupo hidroxilo de 

la posición 5' y el grupo fosfato (a la que designaremos como posición 

b), dando como resulta do nucleótidos con e l grupo fosfato terminal en -

la posición 3'. Esto s criterios mencionados serán los utilizados princ~ 

pa lmente para la clasificación de estas nuc leasas . 

1.- DESOXIRRIBONUCLEASAS (DNasas) .- Como su nombre lo ind~ 

ca , es tas enzimas atacan principalmente al ADN y para su estudio las -

dividiremos en endonucleasas, si su ataque es en el interior de la ca­

dena, o exonucleasas si hidrolizan comenzando por l o s extremos del po­

linucleótido. 

A. - ENDONUCLEASAS. 

a).- DESOXIRRIBONUCLEASA PANCREATICA (DNasa I) . - Esta enzima es aisla 

d a de páncreas de bovino, rompe el ADN en oligonucleótidos con un pro­

medio de longitud de 4 unidades monoméricas, que tienen un grupo hidr~ 

xilo libre en la posición 3 ' y un grupo fosfato en la posición 5'. 
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Requiere iones divalentes, v .gr. Mg, siendo su rango de pH a l cal ino -

entre 6.8 y 8.2 (V). Cataliza el rompimiento en la posición a, prefe-­

rentemente entre una base púrica y otra base pirimídica, como se ve 

en la siguiente figura: 

La DNasa I hidroliza al ADN natural más rápido que al ADN -

desnaturalizado. No puede hidrolizar pequeños o ligo nucle6 tidos, áci-­

dos apurínicos o ADN senc i lao (de hélice sencilla) de saminado. Es in­

hibida por citratos, bora t os y fluoruros, por desplazamiento de los 

iones Mg. 

b) .- DESOXIRRIBONUCLEASA II (DNasa II) .- Esta e nzima es aislada de -­

baso y timo, estando su pH óptimo en el rango ácido de 4 . 5 a 5.5, no 

necesita iones Mg. Rompe e l ADN en ol i gonucleótidos de diferente long! 

tud, dejando un g rupo hidroxilo libre en la pos ic ión 5 ' y en la posi-­

ción 3' un grupo fosfato. Se demostró, además, que la DN a s a II de ti­

mo formaba mononucleótido s 3' fosfato en una proporción de 7% de ADN. -

Esta enzima tiene cierta i nclinación por romper el enlace en la posi-­

ci6n b, entre una base púrica y la base citosina , aunque en general no 

tiene preferencia por base especifica, rompe el ADN según el siguiente 

esquema: 

Esta enzima la encontramos también en Staphylococcus aureus, 

forma nucle6tidos 3' y dinucle6tidos que presentan la estructura ApCpC 

(VI). 
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c) .- DESOXIRRIBONUCLEASA DE STREPTOCOCCUS (ESTREPTODORNASA).- Es una -

endonucleasa que rompe el enlace 3' fosfato, posici6n a, produciendo 

fragmentos de diferente longitud, que tiene el grupo fosfato en la po­

sici6n 5' su pH 6ptimo es de 7 y requiere de iones Mg para su máxima 

actividad. 

d) .- OTRAS ENDONUCLEASAS.- Mencionaremos primeramente las endonucleasas 

I y II de E. coli, las cuales rompen interiormente el ADN produciendo -

pequeños fragmentos de 7 nucleotidos en promedio, con el grupo fosfato 

en la posici6n 5', o sea su rompimiento es en la posici6n a, prefieren 

ADN natural a ADN desnaturalizado y se diferencian en que la endonuclea 

sa II prefiere ADN alquilado en doble hélice o sea ADN c o n metilaciones. 

Existen ciertas endonucleasas bacterianas llamadas enzimas res ­

trictivas , las cuales tiene la propiedad de modificar el ADN "ex trano " 

v.gr. el ADN viral, afectando sus propiedades; un ejemplo es la endonu­

cleasa III de E. coli, la cual requiere de iones Mg, ATP y s-adenosil-­

metionina. Otro ejemplo de estas enzimas lo encontramos en H.influenzae, 

la cual ataca ADN extraño rompiendo la doble helicé. 

Otro tipo de e ndonucleasas s on las e ndonucleasas dependientes 

de ATP, atacan ADN natural de doble helicé dando fragmentos con~l grupo 

fosfato en la posici6n 5'; ha sido descrita en varios organismos, entre 

ellos M.1uteus y E. coli. 

Los virus prese ntan la propiedad de inducir la producci6n de -

endonucleasas después de la infecci6n, un ejemplo son las endonucleasas 

II y IV inducidas por e l bacteriófago T4, las cuales se piensa que con 

la ayuda de algunas exonucleasas degradan el ADN del huésped producien­

do fen6menos de recombinaci6n, lisogenia, replicaci6n, etc. El estudio 

de endonucleasas inducidas por virus de mamíferos es poco conocido, pe­

ro si se ha encontrado q ue las pueden inducir virus tales como Adenovi­

rus y Poxvirus (V) . 

B.- EXONUCLEASAS 

Este tipo de enzimas ha sido descrito principalmente en E. coli; 

en ella se han encontrado con fosfodiesterasas , con la exonucleasa I, 

la que hidroliza ADN d e helicé sencilla desnaturalizado con calor, co 

menzando con el extremo 3' con el grupo hidroxilo libre, producien~o 
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nucleotidos 5'. Existe la exonucleasa III, la que tiene actividad de fo~ 

fatasa y exonucleasa, iniciando el ataque por el grupo fosfato 3' terminal 

y luego actuando exoliticarnente sobre los extremos. Las exonucleasas IVA 

y IVB actúan de preferencia sobre ADN predigerido con DNasa pancreática. 

Otro tipo de exonucleasas se encuentra asociada con la actividad de la en 

zirna DNA polirnerasa I y ha sido utilizada para definir la acci6n de la ac 

tividad de las exonucle asa en el sentido 5'--3', 6 en sentido 3'--5'. 

Han sido descritas exonucleasas también en mamíferos tales corno el conejo. 

Las exonucleasas pueden ser inducidas por virus tales corno el bacteri6fa­

go T4, fago SP3, Poxvi r us y Herpes virus. 

2.- RIBONUCLEASAS (RNasas) .- Estas enzimas catalizan el rornpi-­

rniento del ARN exclusivamente, para su estudio las dividiremos en 2 gru-­

pos, endo y exonucleasas. A las endonucleasas las dividiremos a su vez, 

en las que forman grupos 3' fosfato, 6 sea que rompen los enlaces intern~ 

cle6tidos en la posici6n b; y las que forman grupos 5' fosfato 6 que rom­

pen en la posici6n a, corno vernos en la figura 4. 

A.- ENDONUCLEASAS QUE FORMAN GRUPOS 3' FOSFATO. 

a).- RIBONUCLEASA PANCREATICA.- Esta es una de las enzimas más 

ampliamente estudiadas, fué cristalizada en 1940 por Kunitz. Esta enzima 

es una pequeña proteína , de peso rnonecular de 13,700; es estable en un -­

rango amplio de pH, siendo notablemente resistente al calor en soluci6n -

ligeramente ácida, aunq ue es rápidamente inactivada por álcalis. No tie­

ne acci6n sobre el ADN y es fuertemente antigénica. Su actividad máxima 

esta entre el rango de pH 7.0-8.2, con un 6ptirno de pH de 7.7 Su ternper~ 

tura 6ptirna es de 6 5 ºC. 

Su ordenamiento de aminoácidos, así corno su sitio activo han si­

do ya determinados, además su estructura completa ha sido obtenida por 

cristalografía en rayos X y su síntesis química totalmente conseguida 

(VII) . En su mecanismo de acci6n provoca un ataque intrarnolecular en el 

enlace fosfodiéster, usando el grupo hidr6xilo 2' para formar un interme­

diario obligatorio con el fosfato cíclico 2'-3', el cual posteriormente -

es hidrolizado por la enzima para dar pirirnidinas 3' fosfato, corno nucle6 

tidos libres o corno nucle6tidos terminales en uno oligonucleotido, corno -

se muestra en el siguiente esquema: 



- 15 -

~~;~ .. ;}+}itJ +j~ .. 
l ~:::-~··· 

.J; J.+J.tJ: J ... 
La RNasa pancreá tica es considerada corno una fosfodiesterasa 

altamente específica, l a cual hidroliza unicamente esteres de fosfa­

to secundarios de nucle6 sidos de pirirnidina 3 ' f osfato. También hi 

droliza l os f osfatos c í cl icos secundarios 2'-3' de los nuc le6sidos -

de pirirnidina. 

b) .- RIBONUCLEASA Tl (RNasa Tl) .- Al i gua l que la RNasa pancréatica 

esta enzima ha sido inte nsamente estudiada. Se obtiene de Aspergillus 

orizae, es de peso molec ular bajo, estable al calor y a l ácido, hi-­

droliza específicamente los enlac es intranucle6 tidos de ARN entre 3' 

GMP y los grupos hidroxilo 5' de los nucle6tidos adyacentes, corno se 

muestra en la figura sig uiente: 

c) .- RIBONUCLEASA T2 (RNasa T2) .- Esta enzima se obtiene también de 

Aspergillus orizae, lleva a cabo el rompimiento de los enlaces intr~ 

nucle6tidos, adyacentes a los grupos 3' adenilato y además digiere -

el ARN de transferencia a casi totalmente 3' rnononucle6tido s según -

los estudios de Uchida (V) . La hidrólisis se realiza de la siguien­

te manera: 
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La RNasa T2 puede hidrolizar practicamente todo el ARN, sien 

do poco apropiada para la preparaci6n de oligonucle6tidos con ordena 

mientcsdefinidos. Sin embargo, una digesti6n apropiada dará oligon~ 

cle6tidos con grupos 3 ' AMP terminales. Esta enzima tiene un peso -

molecular de 36,000 y un pH 6ptimo cercano a 4.5. 

Debido a la e specificidad que presenta.n las RNasa Tly T2 

y además otras enzimas q ue tienen una actividad similar a la RNasa Tl 

como son las RNasa Ul y U2 (de Ustilago sphaerogena) , han sido utili 

zadas en la preparaci6n de fragmentos definidos de ARN; ayudando a -

descifrar el orden compl eto de ARN de diferentes especies. 

d) .- RIBONUCLEASAS DE HI GADO DE RATA.- En el hígado de rata es fácil 

encontrar varias RNasas ; se han descrito 2 endonucleasas las cuales 

forman nucle6tidos con g rupos terminales 3 ' monofosfato. Una tiene 

un pH 6ptimo cercano a 6 e hidroliza todos los enlaces fosfodiester 

del ARN con la producci6n de nucle6sidos cíclicos 2' - 3' fosfato. -

La otra enzima tiene un pH 6ptimo cercano a 8 , hidroliza los enlaces 

fosfodiester entre los nucle6tidos de pirimidina adyacentes dejando 

ol igonucle6tidos ricos en bases púricas. 

En otro trabajo se describe la purificaci6n de una enzima 

RNasa I separándola de l a RNasa II alcalina; la RNasa I es útil en -

la preparaci6n de pequeños oligonucle6tidos, que en los grupos extr~ 

mos tienen en la posici6n 3' el grupo hidroxilo y el grupo fosfato -

en la posici6n 5' (VIII ) . 

e) .- RIBONUCLEASAS DE STREPTOMYCES ERYTHREUS.- En otras investigaci~ 

nes (IX) se purific6, de S. erythreus, una enzima que presenta una -

especificidad similar a la RNasa Tl, es una enzima termoestable y 

que presenta un 6ptimo de pH a 7.4. 
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f) .- OTRAS ENDONUCLEASAS.- Ha sido descrita la RNasa alcalina I de 

E. coli, la cual está enlazada a los ribo somas y al hidrolizar no 

muestra especificidad de base. La RNasa alcalina III se encuentra 

también asociada a los ribosomas, ataca ARN acoplado a otra cadena 

de golinucleotidos,requiriendo de los iones Mg o Mn, Na, K y NH
4 

para su actividad. 

A' ENDONUCLEASAS QUE FORMAN GRUPOS 5' MONOFOSFATO.- Antes de -

pasar a la descripci6n especifica de alguna de ellas, mencionaremos 

que en su mecanismo de acci6n estas endonucleasas rompen el enlace 

fosfodiéster sin intermediarios ciclizantes, por lo que el grupo 

hidroxilo en la posición 2' no es necesario. Por esta causa la ma­

yoría de endonucleasas que forman nucle6tidos 5' atacan tanto al -­

ARN como al ADN, por lo que serán descritas más adelante. 

a).- RIBONUCLEASA II DE E. COLI. .- Actua como endo y exonucleasa, 

necesita de varios cationes para su actividad e hidroliza preferen­

temente ARN sencillo dando como productos nucleótidos 5' y oligonu­

cleótidos residuales. 

b) .- RIBONUCLEASA ALCALINA I DE HIGADO DE RATA.- Necesita iones Mg 

para su actividad, teniendo un pH 6ptimo de 7.5; rompe el ARN ines­

pecfficamente dando productos con el grupo fosfato en la posición -

5' final. 

En la revisión de Barnar (X), nos encontramos con una clasi­

ficaci6n muy amplia de RNasas, en la que se nos muestra 76 endonu-­

cleasas, incluyendo algunas nucleasas las cuales han sido bien tip~ 

ficadas. Este estudio aborda las endonucleasas desde vertebrados 

hasta bacterias y puede ser consultado para un estudio más profundo. 

B.- EXONUCLEASAS 

a) - RIBONUCLEASA V DE E.COLI .- Su especificidad reside en que -­

forma nucle6tidos 5' y ataca en la dirección 5'-3', degrada unica-­

mente moléculas que funcionan como mensajeros y actua unicamente en 

la presencia de todos los componentes requeridos para la traducción, 

incluyendo a los ribosomas 70S ( I ) . 

b) .- CCA PIROFOSFORILASA .- Esta enzima se condidera como una exonu 

cleasa limitada, ya que en la presencia de fosfato inorgánico forma 
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CTP y ATP por el rompimiento del trinucle6tido especifico CpCpA,pr~ 

sente en el extremo final del ARN de transferenci~ comenzando por -

el grupo 3' hidroxilo libre en la base adenina. 

La mayoría de las exonucleasas que degradan ARN y ADN tam-­

bién seran abordadas principalmente al tratar el espacio dedicado -

a las nucleasas. 

3 .- NUCLEASAS. - Con este nombre designaremos aquellas enzimas que 

degradan inespecificamente tanto ADN como ARN, clasificándolas al -

igual que las anteriores en endo y exonucleasas. 

A .- ENDONUCLEASAS 

a) .- NUCLEASA DE MICROCOCCUS .- Esta enzima la encontramos en cul­

tivo de S. aureus,; hidroliza tanto ADN como ARN produciendo nucle6 

tidos 3' y oligonucle6tidos. Su pH óptimo es de 8.8, siendo indis­

pensables para su actividad iones Ca, los cuales no pueden ser ree~ 

plazados por el Mg. Es bastante estable al calor. La hidrólisis -

exhaustiva de ARN, ADN y de polímeros sintéticos, producen mono y -

dinucleótidos unicamente (XI) . 

b) .- NUCLEASA DE NEUROSPORA CRASSA .- Es purificada de conidias de 

Neurospora hidroliza ADN, ARN y polinucl eótidos sintéticos, produ-­

ciendo pequeños oligonucleótidos con el grupo 5' fosfato terminal, 

prefiere más no es una espec ificidad absoluta, a residuos de guano­

sina y desoxiguanosina dentro del polinucleótido. Su pH óptimo es­

tá entre 7.5 - 8.5; la velocidad de degradación es estimulada por -

iones Mg,Ca o Fe; tiene un peso molecular aproximadamente de 55,000 

y una temperatura óptima entre 47 - 62ºC (XII). 

c) - OTRAS NUCLEASAS - La nucleasa Sl, producida por Aspergillus 

orizae, hidroliza ADN desnaturalizado y ARN, produciendo nucleóti­

dos 5 ' y pequeños oligonucleótidos. Es activada por i o nes Zn y ti~ 

ne un pH óptimo cercano a 4.5(XIII). Varias endonucleasas que tie­

nen un mecanismo parecido a la nucleasa Sl, han sido enco ntradas en 

células de mamíferos, invertebrados, plantas y bacterias, presenta~ 

do otro rasgo común que es la necesidad de ione s Mg.O sea que exis­

te una gran variedad de materias primas biológicas conteniendo RNa-
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sas capaces de transformar el ARN en nucle6tidos potenciadores de sa­

bor. 

B .- EXONUCLEASAS 

a).- FOSFODIESTERASA DE VENENO DE VIBORA.- El v eneno de varias espe­

cies de v1boras contiene fosfod iesterasas que son empleadas en la pr~ 

paraci6n de nucle6tidos S'. Por l o general se encuen t ran a s oc iadas a 

fosfomonoesterasas, las cuales cata lizan el rompimiento de nucle6ti­

dos a nucle6sidos. Del veneno de serpiente de cascabe l ha sido puri ­

ficada una fosfodiesterasa, la cúal presenta una actividad no espec! 

fica con respecto a las bases, catalizando l a hidr6lisis de desoxirri 

bo y polirribonucle6tidos, además de otros sustratos sintéticos (XIV). 

Como se muestra en la siguiente figura esta enzima presenta una espe­

cificidad del tipo a, po r lo que libera nucle6tidos S' de una manera 

gradual, comenzando por el extremo donde se encuentra presente el -­

grupo hidroxilo en la posic i6n 3 ': 

La presencia d e l grupo fosfato en la posici6n 3', le confie­

re resistencia al sustra t o; su pH 6ptimo es alcalino , cercano a 8 .8 

y es muy útil en la elu cidaci6n de diferentes oligonucle6tidos. 

b) .- FOSFODIESTERASA DE BAZO.- Esta enzima presenta la actividad o­

puesta a la fosfodiest e rasa de veneno de v1bora, es una exonucleasa 

que cataliza la hidrólisis en la posición b del ARN, comenzando por 

el extremo que lleva libre el grupo hidroxilo de la posición S', pro­

duciendo nucle6tidos 3'. Tambien actua sobre una mezcla de oligonu­

cle6tidos, producto de la hidr6lisis de l ADN por la DNasa II de Bazo, 

dando como productos nucle6tidos 3'. La figura siguiente nos muestra 

el esquema de la hidr6lisis: 
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Esta enzima es inactiva con oligonucleótidos que llevan el gr~ 

po 5' fosfato en un extremo (I). 

HIDROLISIS QUIMICA DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 

pH 3 

Al someter al ADN a una temperatura moderada y a bajo pH ( 60ºC; 

o a HCOOH a 37 °C, no se altera el enlace fosfodiéster de la -

cadena, pero sin embargo se rompe el enlace entre la desoxirribosa y 

la base púrica, produci endo ácidos apurinicos. Asimismo el tratamien 

to del ADN con hidrazina ataca el enlace de la desoxirribosa con las 

bases pirimidicas, produciendo ácidos apirimidicos. 

El tratamiento del ARN con hidroxilamina a pH de 10, elimina -

las bases uracilo, prod uciendo ácidos desuridilicos. El ADN no es hi 

drolizado por bases, mientras que el ARN si lo es, puesto que es nece 

sario el grupo 2'-hidroxilo para el ataque alcalino, produciendo una 

mezcla de nucleótidos 2' y 3', además de una pequeña cantidad de nu-­

cleótidos cíclicos 2'-3', como se observa en la figura 5 (I,XV). 

Como hemos observado al hacer la revisión de estas enzimas, las 

encontramos distribuidas en toda la escala biológica; la función que 

cumplen en el metabolismo de los seres vivos es muy versátil y su es­

tudio nos ha llevado al descubrimiento de muchas de las propiedades -

de estos organismos; entre otras cosas nos han ayudado a explicar fen~ 

menos tales como la replicación, transcripción, traducción, recombina­

ción, lisogenia, etc; además se ha descubierto su capacidad para reco­

nocer ciertas regiones especificas de los ácidos nucleicos, por ejem-­

plo en los procesos de restricción y reparación de ADN dañado, etc. 

También cumplen con funciones digestivas, en el sentido nutri-­

cional, en organismos superiores. Son utilizadas complementándose con 
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la hidrólisis química, para la elucidación de la estructura de los 

ácidos nucleicos, para estudiar propiedades de nucle6tidos, prepa­

rando, corno ya mencionarnos, oligonucle6tidos de estructura conoci­

da etc. 

O sea, el papel d e estas enzimas ha sido muy útil en el de­

sarrollo de la investigación y una de sus aplicaciones a la tecno­

logía la observaremos en el siguiente terna. 
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POTENCIADORES DE SABOR 

Una de las aplicaciones que tienen a nivel industrial las RNa 

sas ( o nucleasas ) es para la producción de nucleótidos 5', ya que 

estos son utilizados en la industria alimentaria como potenciadores 

de sabor; este término se refiere a aquel compuesto que por si mismo 

no tiene efecto sensorial, pero que sin embargo exagera este efecto 

cuando se encuentra en una mezcla con otros compuestos (XVI) . 

La industria de alimentos japonesa tiene la primacía en el de 

sarrollo de esta tecnología desde principio de siglo, cuando sus in­

vestigadores, observando las costumbres alimenticias de ciertos pue­

blos, en una de ellas se dieron cuenta de la utilización de ciertas 

clases de vegetales o de pescados marinos, secados y convertidos en 

harina, que eran usados como condimiento; por esto se decidio aislar 

el principio responsable de esta acción, y en 1909 Ikeda reportó al 

L-glutamato monos6dico (MSG) como el componente saborizante de "Sea 

Tangle", una especie de vegetal marino. Esto inmediatamente dió co­

mienzo a su explotaci6n comercial. 

Unos pocos años después, en 1914, se aisl6 el principio sabo­

rizante del pescado "Bonito", reportandose como la sal histidina del 

ácido inosinico, pero, a diferencia del MSG, su producción era poco 

econ6mica, por lo cual tuvieron que pasar 50 años para poder ser pr~ 

<lucido comercialmente (XVI). 

La raz6n de este retraso, fué el poco conocimiento que habia 

en la relaci6n de la estructura química y las propiedades saborizan­

tes de los nucleótidos. La existencia de 3 is6meros del ác.inosinico, 

los is6meros 2', 3' y 5' y su relaci6n con la capacidad saborizante 

era algo que nunca se habia reportado. Esto llev6 a Kuninaka (XVI) 

a preparar las sales dis6dicas de estos is6meros para comparar sus -

efectos saborizantes. Asi se llego a la conclusi6n de que de los 3 

is6meros solamente los nucleótidos 5' tenian actividad saborizante y 

que además la histidina no era necesaria. Se confirm6 también que la 

inosina, hipoxantina, las bases púricas o pirimidicas, la ribosa-5-­

fosfato, los nucleósidos y los nucleótidos 2' y 3' por si mismos no 

tienen capacidad saborizante, por lo que se dedujo que el enlace ri-
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bosídico y el enlace 5-fosfomonoéster son indispensables para la ac­

ci6n saborizante. Otros hechos observados fueron que sí la posici6n 

6 de la base nitrogenada ocupada por un grupo hidroxilo era cambiada 

por un grupo amino, la capacidad saborizante disminuía notablemente, 

pero sí la posici6n 2 era sustituida por un grupo hidroxilo o un gr~ 

po amino, la actividad se conservaba o inclusive llegaba a aumentar; 

ésto llev6 a proponer una estructura general de los nucle6tidos que 

tienen actividad saborizante, que es la siguiente: 

OH 
1 

o=P-o-e.Ma. 
1 

OH 

OH OH 

s,· <P= H-~ ~'IMP 
<t>=NM.t.~ 5'~MP 

La actividad del nucleótido 5'XMP es más débil que la de los 

nucleótidos S'IMP y S'GMP (XVII). Al ver las propiedades de estos -

nucleótidos se decidió experimentar sobre los efectos que pudieran -

tener las modificaciones químicas del 5'IMP y del S'GMP. Primeramen 

te se observó que los desoxirribonucleótidos, como son S'desoxiinosi 

nato y 5'desoxiguanilato, presentan también actividad saborizante, -

por lo que se deduce que el grupo 2'-hidroxilo de la ribosa puede -­

ser reemplazado por un átomo de hidrogéno. Asímismo, la sustituci6n 

del grupo fosfato o de l os grupos hidroxilos de la ribosa, por dife-
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rentes grupos alifáticos, por grupos fosfatos, por grupos sulfatos, el e~ 

sayo de nucle6tidos cíclicos, etc . , nos lleva a la conclusión de que, al 

menos hasta ahora, no existen nucle6tidos sintéticos u otros compuestos 

con una actividad saborizante similar a la de los nucle6tidos 5' (XVII). 

Si la actividad s inergética de l os nucle6tidos 5' no se hubiera 

descubierto, su comercializaci6n hubiera sido poco costeable. Sin embar­

go, su propiedad más importante es l a acci6n sinergética que presentan al 

mezclarse con MSG, ésto s e descubri6 a l probar su capacidad saborizante -

utilizando una soluci6n de MSG como disolvente. 

Esta acci6n siner gética es demostrada por el estudio de los efec 

tos mutuos de estos compuestos en la reducci6n del nivel de su umbral sabo 

rizante. Es decir, el nivel de percepci6n de 5' inosinato dis6dico 6 5' 

guanilato dis6dico es reducido claramente en una soluci6n de MSG y vice-­

versa, el umbral de percepci6n de MSG es reducido en una soluci6n de nu-­

cle6tido 5'. En estos estudio s se prob6 que a concentraciones baj as la e 

fectividad de los nucle6tidos 5' es mayor, o sea que el efecto de reempl~ 

zar al nucle6tido 5' por MSG en una mezcla de MSG y nuc l e 6tido 5', es ma­

yor a una concentraci6n b a ja de nucle6tido 5'. Más objetivamente observ~ 

mos que en su capacidad saborizante una mezcla de 1 g . de guanilato dis6-

dico y 10 g. MSG equivalen a 209 g. de MSG solo, y que una mezcla de lg. 

de guanilato dis6dico y 100 g. de MSG corresponden a 556 g. de MSG. Como 

se observa en el primer caso, lg. de guanilato 5 ' dis6dico reemplaza a 

199 g. de MSG y en el segundo 1 g. de guanilato 5' dis6dico, sustituye a 

456 g. de MSG. Al hacerse estos estudios utilizando al inosinato 5' di-­

s6dico, vemos que éste es menos eficáz que el 5' GMP, ya que l a eficien--
1 

cia del guanilato es aproximadamente 4 veces mayor que la del inosinato - ~ 

(XVI) . 

Esta respuesta que ofrecen los nucle6tidos 5' al mezclarse con -

MSG se vé también al combinarse con otros alimentos líquidos como es el 

caldo 6 sopa de pollo y en productos s6lidos como embutidos, además de -

otros alimentos. Por lo tanto, como podemos notar la introducci6n de los 

nucle6tidos 5' al mercado alimentario más que competitiva, viene a ser -

complemento de otros saborizantes, gracias a su acci6n sinergé-
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tic a. 

METODOS PARA LA PRODUCCION DE NUCLEOTIDOS 5' 

Nos encontramos principalmente con 3 métodos para la obten­

ci6n de nucle6tidos 5 ' , que son los siguientes: 

a) - EXTRACCION DE FUENTES NATURALES .- Los nucleótidos 5' los p~ 

demos enco ntrar en pequeñas cantidades en la carne, pescados y ho~ 

gos princip almente. Pero la producci6n indus trial por este método, 

no es econ6micamente a tractiva. 

b) - DEGRADACION DEL ACIDO RIBONUCLEICO .- Como ya sabemos el ARN 

puede ser degradado química o enzimáticamente , proporcionándonos -

mononucle6tidos. Pero el ARN al ser hidrolizado químicamente en -

medio alcalino nos produce nucle6tidos 3', l o s cuales no tienen c~ 

pacidad saborizante. Existen procesos químicos más s o fisticados, 

como es el tratamiento alcalino térmico del ARN de levadura en el 

estado s6lido, el cual nos proporciona nucleótido s 5' (XVIII). 

Para llevar a c abo la hidrólisis enzimática del ARN hay que 

seleccionar la fuente adecuada de enzimas que, como sabemo s está -

ampliamente distribuid a en la naturalez a , encontrándonos c on muchas 

clases que nos pueden producir nucle6tidos 5', nucleótidos 3' u -­

otros producto s. Nume rosos trabajos han sido orientados hacia este 

fin de encontrar fosfodiesterasas 5' (enzimas que produzcan nucle~ 

tidos 5'), descubriéndose que cepas de los géneros Penic i llum, Strep 

tomyces, Bacillus,Toru la,Zygosaccharomyces,Aspergillus,etc., pueden 

ser utilizadas industrialmente en la producci6n de fosfodiesterasas 

5', por lo que esEosible obtener nucleótido s 5', como ácido adení­

lico, guanílico, citidílico y uridílico, industrialmente a partir 

de ARN de levaduras. La inosina se encuentra en pequeñas cantida- ¡ 
des en el ARN de levaduras, pero el ác.5' inos1nico, puede ser f~ 

cilmente obtenido, por la desaminaci6n del ác.5'adenílico . 

c ) .- COMBINACION DE FERMENTACIONES Y SINTESIS QUIMICA .- La pro-­

ducci6n de nucle6tidos 5' directamente por fermentación, en buena 

proporción resulta algo difícil todavía; aunque se han reportado -

tra bajos (XI X) en l o s q ue mo nonucle6tidos 5' p ueden ser e xcretados 

por levaduras , al s e r degradado su ARN por la activación de s u s 
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ARN-despolimerasas. También la síntesis química de estos nucle6ti 

dos 5' es poco costeable. Es por ésto que se han combinado los pr~ 

cesos de fermentaci6n y síntesis química, ya que la producci6n fer 

rrentativa de nucle6sidos, principalmente inosina, es bastante fácil. 

Una vez obtenida la inosina, puede ser químicamente fosforilada a 

ác.S'inosfnico en buena proporci6n . Este proceso ya fué establee~ 

do industrialmente y se lleva a cabo según el siguiente esquema. -

( XVII) 
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De estos 3 métodos de p r oducc ión los 2 último s son los utili­

zados en escala industrial, po r s e r e l primero incosteable. 

IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS NUCLEOTIDOS POTENCIADORES DE SABOR 

En México la producc i ón rentable d e proteina unicelular a gran 

escala (lO~OOOton/afio) requiere el aporte d e gran cantidad de equipo, 

si se usa tecnologia europea vigente, lo cual solamente haria costea­

ble esta tecnologia si se produjeran cantidades bastante grandes de -

levadura, cosa que es imposible por no contar con el mercado y con los 

recursos económicos para hacerlo. Ahora bién, una producción baja de 

levaduras, por si sola, no haria costeable el proceso por la escasa -­

amortización de equipo. aqui vemos que el acoplamiento de tecnologias 

sencillas para la producción de proteina unicelular, con la sencilla 

obtención de nucleótidos, seria la solución para su desarrollo, como 

lo muestra el estudio económico de Peschard y Viniegra (XX) , el cual 

nos dice que una producción baja de proteina unicelular (1000 ton/afio), 

únicamente seria costeab le con la extracción y p r ocesamiento de nucleó 

tidos provenientes de la hidrólisis de su ARN extraido. 

Como podemos not ar estos nucleótido s son de gran ayuda econó­

mica para la producción de proteina unicelu lar, pero al mismo tiempo -

sirve de apoyo a nuestra industria alimentaria: 

El mercado de consumo de los potenciadores de sabor en México 

es aportado por el consumo de MSG y los nucleótido s 5' principalmente. 

El MSG es ampliamente u t ilizado en la industria alimentaria en la pre­

paración de diferentes a limentos. Todo el MSG consumido. en México es 

importado, siendo su consumo aproximadamente de 2700 toneladas duran­

te el afio de 1977, teniendo un aumento del 10% anualmente; su precio 

de venta al mayoreo es de$ 31.25 / Kg. La p roducción en México no es 

costeable, por ser necesaria la producción de 3600 toneladas/afio, lo 

que obligaria a evitar l a importación y además buscar un mercado ex­

terno para la exportación, teniendo que competir c o n los productos 

de otros paises exportadores, por lo cual debe de ser de buena cali­

dad y bajo precio. 

En nuestro pais el consumo anual de nucleótidos es de 45 to­

neladas, siendo su costo de $ 800 /Kg, todo este producto es importado 
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y su demanda sigue en aumento al abrirse nuevas fuentes de consumo . 

Al revisar los datos citados vernos que la producci6n de nucle~ 

tidos de buena calidad y buen precio haria que su irnportaci6n fuera -

mínima, y además, debido a que habria en existencia una buena canti-­

dad de nucle6tidos haria que el consumo de MSG disminuyera por las -­

propiedades sinergéticas de estos compuestos, y por lo tanto, bajara 

su importaci6n. 

Todo ésto requiere de una investigaci6n de mercado minuciosa -

que nos amplie el horizonte para la introducci6n de una tecnología n~ / 

vel, que aunque vernos que la demanda aumenta, debe tener las cualida- ) 

des citadas para competir con las tecnologías que ya están en el mer­

cado. 

~ 

r 
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MATERIAL Y METODOS 

1) .- ADSORCION Y ELUCION DE ARN Y AMP CON CELLEX-D (DEAE-CELULOSA). 

El ARN y el AMP utilizados se ajustaron a una determinada con 

centraci6n para que dieran una absorbancia de 1.0 a 260 nm en un vo­

lumen de 5 rol.Al ARN y al AMP mezclados y por separado, se les agre­

garon diferentes volumenes de una suspensión de Cellex-D al 0.3%, se 

agitaron a temperatura ambiente y se centrifugaron en un aparato de 

tipo clínico, leyéndose el sobrenadante a 260 nm en un espectrofotó­

metro de luz ultravioleta (Karl Zeiss PMQ-II) . La eluci6n de los 

compuestos de la resina se llevó a cabo variando la fuerza i6nica con 

diferentes concentraciones de NaC1 1 

2) - CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-50 

Se extrajo ARN de la levadura Saccharomyces cereviseae ( tipo 

comercial) según el método de G6mez y Viniegra (XXI) y se le determi 

n6 el peso molecular (PM) mediante cromatografia en Sephadex G-50. 

Se prepar6 una columna de 32 x 0.9 cm con esta resina. Se inyecta-­

ron 0.1 ml de la muestra extraida y el lixiviado se llevo a cabo con 

NaCl 1 M. La columna se calibró con dextrana azu l y con AMP, la reg~ 

laci6n del lixiviado se efectuó por medio de una celda óptica de fl~ 

jo continuo, adaptada a un monitor de absorbancia, donde se gra fica­

ba absorbancia contra volumen del agua de lixiviado . 

3) - ENSAYO EN2IMATICO 

Las diferentes f uentes en las que se hizo el ensayo enzimáti­

co provenían de diversas materias primas l ocales y serán designadas 

como muestra A, B y C. El ARN utilizado era de Candida utilis (gra­

do IV), comprado a Sigma Chemical Co. y fué reprecipitado varias ve­

ces con ácido perclórico al 10% con el objeto de eliminar pequeños -

oligonucleótidos. La concentraci6n de enzima utilizada fué de 10 

mg/ml, llevándose a cabo el ensayo enzimático a pH de 5.0 y de 8.5 y 

a las temperaturas de 37 ºC y 50°C, la reacci6n se detuvo con UPCA -­

(acetato de uranio al 0 . 75% en ácido percl6rico al 25%). El ensayo 

enzimático del ARN con RNasa T2 y con fosfodiesterasa de veneno de 
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vibora fué utilizado como testigo. Para calcular el porcentaje de 

hidrólisis ribonucleásica a diferentes concentraciones de enzimas 

se tomó como 100% la abosorbancia a 260 nm producida por ARN solu­

ble y sin hidrolizar a la misma concentración y dilución de cada -

experimento. 

4) - METODO DEL CARBAZOL. 

La determinación se realizó según el método de Dische(XXII), 

el cual se modificó ligeramente con la aplicación de temperatura -

de ebullición en baño maría, para un desarrollo más rápido de la -

reacción. Los nucleótidos 3' y 5' se diferenciaron por el color -

violeta de los 3' y el color azul-morado de los 5' desarrol lados -

de una manera más rápida, ya que la temperatura hace aumente la -­

sensibilidad sin perder la especificidad de la reacción. Se utili--

zaron como patrones ARN así como los isómeros 3 ' y 5' de AMP y GMP. 

5) - CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX. 

La separación de los productos provenientes ·de la hidróli­

sis enzimática se llevó a cabo por medio de cromatografía en colum­

na utilizando DEAE-Sephadex A25-150, empacado en una columna de di­

mensiones 8.4 x 1.2 cm. Se inyectaron 0.3 ml de muestra, eluyéndo­

se con regulador de bicarbonato de amon i o 0 . 01 M a pH de 8.5 con 

NaCl a diferentes concentraciones. La columna estaba conectada a 

un monitor de absorbancia ISCO y l os productos separados se recolec 

taron en colector de fracciones LKB. 

6) - ENSAYO RIBONUCLEASICO Y PROTEOLITICO DE LEVADURAS. 

Este ensayo se llevó a cabo de la siguiente manera: prime­

ramente se extrajo el ARN de levadura de panificación por el método 

de calentamiento en medio alcalino (XXI), en el mismo medio de reac 

ción se agregaron las muestra A, B y C de RNasas, utilizando las 

temperaturas y pHs a los cuales se hizo el ensayo enzimático del -

ARN; además se utilizaron las enzimas nucleasa Sl, RNasa pancréáti­

ca y fosfodiesterasa de veneno como hidrolizados testigos; otro te~ 

tigo fué el hidrolizado del ARN con NaOH. Al terminar esta in---
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cubaci6n se neutralizó el pH de los hidrolizados y se les agregó p~ 

paina; terminada la reacci6n se centrifugó el medio y el sobrenadan 

te se liofiliz6. 
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RESULTADOS 

1) - ADSORCION DE ARN Y AMP CON CELLEX-D (DEAE-CELULOSA) . 

En la figura 6 observamos la adsorci6n de ARN y AMP disuel­

tos sin NaCl, en diferentes cantidades de resina, pero con una con-­

centraci6n fija de ARN o AMP o de sus mezclas. 

Primeramente al ir adsorbiendo el AMP que se encuentra a una 

concentraci6n de 0.12 mg/ml, vemos q ue conforme aumen ta la concentra 

ci6n de resina la abs orbancia del n ucle6ti co disminuye en una gran -

proporci6n. Igualmente sucede con el ARN, el cual se prob6 a dos -­

concentraciones: 0.33 mg/ml y 0.10 mg/ml; en la gráfica 6 obse rvamos 

que a un volumen de 0.8 ml(2.4 mg) de resina se adsorbe todo el ARN 

que se encuentr a a concentraci6n mayor, mientras que a la c oncentra­

ci6n menor se puede a dsorber todo con 0.4 ml( l.2 mg) de resina . Ob­

servamos q ue a una concentraci6n de 2.4 y 4.8 mg de resina es posi-­

ble adsorber casi t odo el ARN, pero asímismo vemos q ue gran parte de 

un compuesto de PM menor como es el nucle6tido AMP, se adsorbe tam-­

bién a esas mismas concentraciones, aunque es necesaria una concen-­

traci6n de resina un poco mayor para adsorber l a mayor cantidad de -

nucle6tido, comparada con el ARN. 

2) - ELUCION DE ARN, AMP Y UNA MEZCLA DE AMBOS DE CELLEX-D . 

Para llevar a cabo esta prueba se seleccionó la concentra-­

ci6n de resina, a la cual tanto el ARN como el AMP se adsorbieran s~ 

los, así como una mezcla de ambos, realizándose la eluci6n de la re­

sina con diferentes pr oporc i ones de NaCl como se observa en la figu­

ra 7. Observamos en ella que a la concentraci6n má s baja de NaCl, -

que fué de 2.5%, se eluye l a mayo r parte del nucle6tido, mientras 

que la mayor parte del ARN q ueda en la resina , s iendo necesaria una 

concentración de 15% de NaCl para eluir todo el ARN . Este mismo - ­

perfil muestra la mezcla, observándose primeramente l a eluci6n del -

nucle6tido y posteriormente la del ARN. 
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3) - DETERMINACION DEL PM APROXIMADO DEL ARN EXTRAIDO DE LEVADURAS 

Los resultados l os observamos en la f11!Jura 8, donde se ve 

el espectr o de eluc ión del ARN extraído de levaduras, pasado a tra­

vés de una columna empacada con Sephadex G-50, usándose como patro­

nes de comparación dextrana azul, un compuesto de PH elevado y un -

nucleótido de PM menor. En la figura se grafica absorbancia a 

260 nm contra volumen d e elución y en ella observamos que el ARN -­

extraído de levaduras c onsta de 2 fracciones princip alme nt e , la ma ­

yor sale un poco despué s de que es eluida la dextrana azul y la se ­

gunda sale c o n el v o lume n de e lución del AMP. Como se sabe la resi 

na Sephadex G- 50, tiene un rango de fraccionamiento e ntre 30,000 y 

1,500 , ésto nos dice que la primera fracción que se muestra homo-­

genea tiene un Pll aproximado de 30,000 o un poco menos , en tanto -­

que la segunda fracción esta formada por compue stos de PM menor de 

1,500 , posiblemente peq ueños oligonucleótidos de 3 o 4 mononucleó­

tidos. 

4) - DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD RIBONUCLEASICA EN DIFERENTES 

MUESTRAS ENZH1ATICAS CRUDAS DE ORIGEN INDUSTRI AL. 

Esta actividad se determinó a pH ácido y alcalino y a las 

temperaturas de 37°c y 50ºc, midiéndose espectrofotométricamente a 

una longitud de onda de 260 nm. 

En la figura 9 se ve la act i vidad de la enzima a pH de --

8. 5 y a la temperatura de 37ºC, se graficó absorbancia contra con­

centración de enzima. En ella se observa que la actividad en las -

3 muestras es baja, acentuándose en la muestra C en la que casi es 

nula, en las o tras 2 muestras se observa una actividad semejante -­

entre ellas. 

La fi.gura . 10 nos muestra la actividad a pH de 8. 5 y a la 

temperatura de 50°c, aquí observamos que las muestras A y B de enzi 

mas aumentan su actividad, pr incipalmente la muestra A, mientras -­

que la muestra B aumenta notablemente su actividad a la concentra-­

ción mayor de 10 mg/ml. Entre tanto la muestra C presenta un leve 

incremento en la actividad, pero en genera l sigue siendo escasa. 
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Al medir la actividad a pH de 5 .0 y a temperatura de 37°c , 

en la figura 11 vemos que en l as mue s tras A y B su activ idad se ase 

meja a la medida en la figura 10 , aunque es menor a concentraciones 

mayores de enzima . Es no table el cambio d e l a muestra C , la cual au 

menta en gran proporción su actividad c on forme aumenta la conce ntra­

ción de enzima. 

La actividad d e estas enzimas medida a pH de 5.0 y a tempe­

ratura de 50 º c, es mostrada en la f igura 1 2 , s iendo en e stas condi ­

ciones donde se obtiene la actividad máxima de toda s las e nzimas, -­

puesto que las muestras A y B obtienen su máx ima actividad a la con ­

centración más baja de e nzima y la mues tra C obtiene una ac tiv i dad -

mayor que las 2 anterior es, pero a concentraciones más altas de enz i 

ma, a unque e s de notar q ue a una concentración de 5 mg de enz ima, ca 

si s e obtiene la actividad máxima para todas las mu e stras. 

5) - APLICACION DEL METODO DEL CARBAZOL A LOS HI DROLIZADOS 

ENZIMATICOS . 

Este método se aplicó a los productos de la reacción entre 

el ARN y la s muestras A, B y C, comparando c on p r oductos de enzima s -

de actividad conocida, a si como con nucleótidos conocidos. Este mé­

t odo, como se sabe, ti ene la capacidad de diferenciar distintos azúc~ 

r es , po r l o t an to tiene la propiedad d e r eaccionar con la ribosa de 

l os nuc leótido s con dife rente s colo res, dependiendo de la posic ión -

del g rupo fosfato en la pentosa. De e sta manera reacc i ona con los -

nucleótidos 3' t omando un co l or v i ole ta y con los nucleótidos 5 ' t o ­

ma un color azul-morado, siendo los dos perfectamente diferenciables 

a simple vista cuando r e accionan puros y es de nota r que en mezclas 

el color que predomina e s el colo r v i o leta de los nucleótidos 3'. Pe 

ro, como s e ve en la fi gura 13, do nde se nos muestra el e s pectro de 

absorción de estos compues t o s, éste es diferente tanto en los nucleó 

tidos 3', como en los n uc leó tidos 5', s iendo tambien diferenc iable -

la mezcla de los 2 isómeros por la relación de a bsorbancias a 540 nm 

y a 680 nm, ya que como se observa , la absorción de los nuc leótidos 

3' a 540 nm e s mucho mayor que la de los nucleótidos 5', pero a 680 

nm es al contrario , pues t o que la abs orbancia de los nucleótidos 5' 

es mayor que la de los nucleótidos 3 '. También e s importante notar 

que el espectro de absorción del ARN sin hidro lizar es seme jante al 
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de los nucleótidos 3', teniendo un máximo de absorbancia a 540 nm -­

aproximadamente, aunque es menor a la de los nucleótidos 3' ,siendo -

escasa su absorción a 680 nm. 

Al aplicarse esta reacción a los hidrolizados enzimáticos,­

se obtenian resultados variables, inclusive con los hidrolizados pr~ 

venientes de enzimas de actividad conocida utilizadas como patrones, 

como fueron la fosfodiesterasa de veneno, la nucleasa Sl y la RNasa 

pancreática, dado lo cual se buscó una manera de separar los mononu­

cleótidos de pequeños oligonucleótidos no hidrolizados para lograr -

una mejor diferenciación entre ellos unicamente por medio de la reac 

ción calorimétrica. 

6) - SEPARACION DE LOS PRODUCTOS PROVENIENTES DE LA HIDROLISIS 

ENZIMATICA. 

El método d e separación escogido fué por medio de cromato ­

grafia en columna utilizando DEAE-Sephadex como soporte, esta resina 

tiene la caracteristic a de combinar las propiedade s de una resina de 

intercambio iónico y l as propiedades de separación en base a Pr1 de -

Sephadex. Esta columna fué previamente calibrada con ARN de levadu­

ra sin hidrolizar y c o n GMP, asi como con una mezcla de ambos. Los -

resultados los podemo s apreciar en la figura 14, en la cua l vemo s -

que la mayor parte de l ARN necesita una concentración de 5% de NaCl 

para ser eluida , mien t r as un nucleótido como es GMP, es elu ido prim~ 

ramente con una concentrac ión de 1.25% de NaCl, esto hace posible la 

separación de mononuc l eótidos y oligonucleótidos de mayor PM , como -

lo observamos en la parte inferior de la gráfica, donde se separa u­

na mezcla de GMP y ARN no hidrolizado. 

Calibrada l a columna se procedió a pasar las muestras pro­

venientes de los hidro lizados; los espectros de elución de estos hi­

drolizados son mostrados en las figuras 15,16,17 y 18. A las frac­

ciones eluidas se les hiz o la reacción de carbazol, además al ser -­

graficadas en un monitor de absorbancia, se pudieron integrar expre­

sándose los resultados en la tabla I, donde se nos muestran los dife 

rentes porcentajes re s ultantes de la hidrólisis enzimática eluidos a 

diferentes concentraciones de NaCl. Esto es de gran ayuda para cal­

cular el porcentaje c orrecto producido de nucleótidos 5', en base a 

la proporción de nucleótidos provenientes de la hidrólisis. 



- 36 -

7) - PORCENTAJE DE PRODUCCION DE NUCLEOTIDOS 5'. 

Para hacer el cálculo del porcentaje de producción de nu-­

cleótidos 5' producidos se preparó una curva estándar con diferentes 

proporciones de nucleótidos 3' y 5' AMP y GMP, esta curva, como se-­

muestra en la figura 19, sigue aproximadamente una recta, asi de es 

ta forma se extrapoló ésta a la reacción de la RNasa T2 y de la fos­

fodiesterasa de veneno. La RNasa T2 como sabemos, produce nucleóti­

dos 3', mientras que la fosfodiesterasa de veneno, produce nucleóti­

dos 5' unicamente, al hacer las reacciones de carbazol a los produc­

tos de los hidrolizados de estas 2 enzimas, eluidos en la columna de 

DEAE-Sephadex con 1.25% de NaCl, podemos extrapolar diciendo que la 

lectura aportada por los productos de la RNasa T2, corresponden a --

100 % de nucleótidos 3' , mientras que los a portados por la fosfodies­

terasa de veneno, corresponden a 100% de nucleótidos 5'. 

Estos 2 puntos se nos muestran unidos en la figura · 19, -­

dándonos una recta, la cual utilizaremos como estándar para calcular 

el porcentaje de nucleótidos producidos por las muestras A, B y C. -

En esta figura se grafica el logaritmo natural de los productos del 

f · . t A54 0 1 l 11 " l d. f coe icien e A680 , a cua se amara R,contra as i erentes propo~ 

ciones de nucleótidos 3 ' y 5' de AMP y GMP. Al realizar la reacción 

de carbazol a los productos de las reacciones, se calcula el valor R 

extrapolándose a la curva estándar, dándonos l o s v alores mostrados -

en la tabla II. Como se observa en esta tabla los resultados son -­

subestimados aparentemente en la recta de las enzimas, siendo mayo-­

res al ser extrapolados en la recta de los nucle6tidos, pero seran -

tomados los valores de la recta de las enzimas por ser considerados 

los más correctos. En estos datos observamos que la mayor produccion 

de nucle6tidos 5' es a una temperatura de 50°c y pH de 8.5 y a la -­

temperatura de 37°c y pH de 5.0, en ellas se observa que las muestras 

A y C de enzimas son las que aportan la mayor actividad ribonucleási 

ca productora de nucle6tidos 5 '. 

8) - PORCENTAJE DE HIDROLISIS Y PRODUCCION DE NUCLEOTIDOS 5' A 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ENZIMA. 

Una vez determinado el porcentaje de producción de nucleót~ 

dos 5' por las diferentes muestras de enzimas,se reunieron todos es­

tos datos elaborándose l as tablas III y IV, donde se nos muestra el 

porcentaje de hidrólisi s a diferentes concentraciones de enzima, asi 



- 37 -

como la producción de nucleótidos y e l porcentaje de nucleótidos 5' 

a diferentes temperaturas y pHs. 

El porcentaje de hidrólisis fué calculado comparando en ba 

se a la absorbanc ia proporcionada por la misma cantidad de ARN no hi 

drolizado, ésta fué tomada como 100 % y a si, una v ez ob tenida ~a lec­

tura de los hidrolizados de las enzimas a investigar se ca l c uló el -

porcentaje. Después se estimó el porcentaje de producción de nucleó 

tidos, en base a la elución de los hidrolizados aplicandose a las -­

diferentes proporciones de hidrolizado s enzimáticos. Una vez separ~ 

dos los nucleótidos se les aplicó la reacción de carbazol para cal­

cular, según su absorbancia a 540 y 680 nm, el porcentaj e de nucleó­

tidos 3' y 5' producidos. 

Estos datos s on mostrados conjuntamente en l a s tablas III 

y IV; en la tabla III observamos que la actividad ribonucleásica a -

pH de 8.5 y a la temperatura de 37°c e s baja en las muestras A y B y 

casi nula en la muestra C, siend o baja t ambién l a producción de nu ­

cleótidos 5'; mientras tanto a pH de 5.0 y a la temperatura d e 37°C, 

la s muestras A y B aume ntan un poco má s el porcenta je de hidrólisis 

y la muestra C l o aumenta considerablemente; al mismo tiempo el por­

centaje de producción d e nucleótidos 5' a umenta e n las muestras A y 

C, siendo menor en la muestra B. 

La tabla IV no s muestra que .a pH de 8.5 y temperatura d e -

50°c la muestra A alcanza un buen porcentaje de hidró lisis y de pro­

ducc ión de nucleó tidos 5 '; la muestra B tiene un porcentaj e de hidr~ 

lisis bueno, pero no va acompañado de una buena producción de nucleó 

tidos 5'; a l mismo tiempo la muestra C, en estas condicione s, tiene 

una actividad muy baja, s i e ndo po r lo tanto escasa la producción de 

nucleótidos 5'. En esta t abla vemos también que a pH de 5.0 y a la -

temperatura de 5oºc se obtie nen los mayores porcentajes de hidróli-­

sis y producción de nuc l eótidos a bajas concentraciones de enzimas, 

como vemos en las muest r as A y B, pero la producc ión de nucle6tidos 

5' es un poco baja en l a muestra A, acentuando se más en la muestra D 

la muestra C es la que presenta mayo r actividad ribonucleásica , pero 

e sta actividad no va acompañada de una buena p r oducción de nucleóti­

dos 5', siendo ésta un poco baja. 
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DISCUSION 

Observando los resultados vernos que al intentar separar -

el ARU de un nucleótido, corno es AMP, la adsorción del ARN siempre 

va acompañada de un cierto porcentaje del nucleótido, no siendo po­

sible la total separac ión de los 2 compuestos por medio de la resi­

na. Esto nos lleva a utilizar la concentración de resina a la cual 

los 2 compuestos son adsorbidos completamente, para eluirlos varian 

do la fuerza iónica, v iendo que los resultados nos dicen que una rna 

nipulación adecuada d e la fuerza iónica hace que el ARN y el AMP 

puedan ser eluidos y adsorbidos de la resina con relativa facilidad 

para ser separados completamente. Esto nos hace pensar que este mé­

todo puede ser un med i o de recuperación del ARN extraído de levadu­

ra por el método de Górnez y Viniegra (XXI) , ad icionando la cantidad 

adecuada de resina y a justando la fuerza i6nica del medio , agregan­

do NaCl para recuperar el ARN, sin adsorber compuestos de PM menor. 

Es importante hacer notar que la resina fué utilizada en suspensión 

p uede ser adicionada en polvo al medio que se e ncuentre en un tan-­

que de sedimentación, l o cual ahorraría tiempo de operación, que a 

un nivel de producción mayor sería de gran ayuda; o también este he 

cho nos lleva a proponer la utilización de filtros,l os cuales con -

una concentración adec uada de resina y variando la fuerza iónica, -

adsorberían y eluirían a voluntad el ARN, separándolo de compuestos 

de menor PM pasados através del filtro, siendo éste un método atra~ 

tivo de recuperación y separación del ARN extraído de levaduras, 

aunque existe la posibilidad de investigar métodos más sencillos o 

económicamente más atractivos que ya estan siendo evaluados en nues 

tro laboratorio. 

Una vez encontrado un posible método de recuperación del ARN 

se investigó si el ARN extraído de levaduras podría ser útil en la 

obtención de nucleótidos saborizantes, viendo si tienen un PM ade-­

cuado. Corno se ve en los resultados el ARN esta formado por dos -­

fracciones, la primera son oligonucleótidos más o menos grandes y 

la segunda son pequeños o ligonucleótidos de 4, 3, 2 nucleótidos o -

rnononucleótidos , ésto nos indica que las 2 fracciones pueden ser -

utilizadas para su hidrólisis enzimática y además aquí se le puede 

aplicar el método de recuperación con la resina Cellex-D, el que -­

nos ayudaría a separarlo de otros compuestos y poderlo utilizar pa-
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ra la producción de nucleótidos 5'. 

La hidrólisis enzimática nos muestra que a determinadas cond~ 

ciones de temperatura y de pH se puede obtener una actividad ribonu­

cleásica muy grande, siendo ésta mayor a la temperatura de 50°c y -­

pH de 5.0 en las 3 muestra s de enzima, llegandose a alcanzar un por­

centaje alto de hidróli s is en las diferentes concentraciones usadas, 

como se muestra en las gráficas de los hidrolizados y en las tablas 

I, III y IV; asimismo observamos en los otros ensayos que la tempera 

tura de 50°c y pH 5.0 son los más favorables para la actividad ribo­

nucleásica, mientras que cuando estas condiciones faltan, o sea a la 

temperatura de 37°c y a pH de 8.5 juntos, la actividad es baja en 

las 3 muestras de enzimas siendo casi nula en la muestra C tal como 

se observa en las tablas. 

La reacción de Carbazol no funcionó con los productos prove-­

nientes directamente de los hidrolizados enzimáticos de las muestras 

A, B, y C, este hecho se produjo seguramente porque los hidroli zado s 

estaban compuestos, además de mononucleótidos, por dinucleótidos, -

trinucleótidos, etc. los cuales al reaccionar con e l carbazol, impe ­

dían hacer una diferenciación adecuada de los mononucleótidos por el 

color, que era aportado también por o tros oligonucleótidos. Por lo 

tanto se consideró necesaria la separación de mononucleótidos de los 

otros compuestos, calculando asi el porcentaje correcto de nucleóti­

dos 5' en base a la proporción de mononucleótidos ( 3' y 5' ) produ­

cida,calculada gracias a la integración de los espectros de elución 

que nos proporcionaban l o s compuestos al ser eluidos a través de 

DEAE-Sephadex. 

Para calcular el porcentaje de nucleótidos 5', se utilizó la 

curva estandar preparada con nucleótidos y otra con hidrolizados pr~ 

venientes de enzimas de actividad conocida, como son la fosfodieste­

rasa de veneno que produce unicamente nucleótidos 5' y la RNasa T2 -

que produce nucleótidos 3'; esta ultima fué tomada como la gráfica a 

escoger para hacer el cálculo de la producción 5', extrapolando los 

resultados de los hidrolizados de las 3 muestras y se escogió esta -

curva por ser el resultado de la hidrólisis enzimática del ARN, en -

las mismas condiciones en las que se realizó la hidrólisis de las 3 

muestras; en tanto que la otra curva hecha con nucleótidos, a pesar 

de que nos producia valor es más altos, se utilizó unicamente para --
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ver la tendencia aproximada que deberia seguir la curva hecha con -

las enzimas. Estos resultados nos muestran un hecho importante, -­

que la máxima producción de nucleótidos 5', no va acompañada de la 

máxima actividad ribonucleásica, ya que la temperatura de 50ºC y -­

pH de 8.5, la muestra A tiene una buena producción de nucleótidos 5' 

en tanto que las otras 2 muestras presentan baja producción; a la -

temperatura de 37°c y pH 5.0, se obtiene un porcentaje alto de nu-­

cleótidos 5', aportado por las muestras A y C, mientras que la mues 

tra B presenta escasa productividad . 

Al reunir todos estos resultado s se pudieron elaborar las ta 

blas III y IV las q ue nos muestran , en base a la cantidad de en zima 

el porcentaje de hidrólisis, de mono nucleótidos y el de nucleótidos 

5' . Al ana lizar la producción de las 3 muestras de enzimas observa 

~os que las muestras a escoger son las muestras A y C, puesto que -

la muestra B si tie ne actividad ribonuc leás ica , pero esta orientada 

h acia la producción de nucleótidos 3'. Esta producción posiblemen­

te pudiera ser aumenta da si dieramos más tiempo a la reacción enzi­

mática, ya que si vemos la tabl a I, a la concentración de 2 .5% de 

NaCl que es donde se eluyen s eguramente pequeños o ligonucleó tidos, 

estos pudieran ser incubados por un tiempo mayor , para ver si e s p~ 

sible producir un poco más de nucleótidos 5' estimulando l a hidró­

lisis. 

Estas muestras e stan en f orma cruda, por lo c ual se puede -

partir de aqui para l ograr su purificación, pues los resultados -­

nos indican q ue son una mezcla de diversas RNasas,pues vemos que -

la temperatura y e l pH son factores decisivos en algunas de ellas , 

pues ya vimo s que la má xima actividad ribonucleásica la encontra-­

mos a pH de 5.0 y a la temperatura de 50ºC, pero la máxima produc­

ción de nucleótidos 5' , la encontramos a pH de 5.0 y temperatura de 

37°c y a pH de 8.5 y t emperatura de 50°c; esto nos dice que tene-­

mo s una mezcla de RNas a s,pero las productoras de nucleótidos 5' ne 

cesitan, como se ve , u n pH ba jo acompañado de una temperatura baja 

o un pH alto y tempera tura alta, en tanto que las otras condicio­

nes estimulan a las RNasas productoras de nucleótidos 3' o no esti 

mul an ningun tipo de RNasa. 

El hec ho de sabe r si es necesaria o no una puri ficación, se 

va a decidir después d e evaluar la capac idad potenciadora de los -
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hidrólizados o después de probar el saborizante producido con la h~ 

drólisis ribonucleásica y proteolítica de las levaduras, que busca 

la combinación de aminoácidos tales como ácido glutámico ,cisteína,­

lisina y glicina, con nucleótidos como S'AMP y S'GMP,para producir 

un saborizante más efectivo. Este ensayo busca combinar las propi~ 

dades potenciadoras de sabor de los nucl e ótidos y aminoácidos que,­

como ya sabemos, es sinergética. En estudios realizados anterior-­

mente (XXIII) , se supo que las levaduras a las cuales era extraido 

su ARN con el método de calentamiento en medio alcalino aumentaban 

su digestibilidad, por eso, hidrolizando el ARN e hidrolizando la 

proteína de la levadura que es más digerible, se busca combinar los 

2 productos que pudieran ser utilizados conjuntamente como sabori-­

zantes o potenciadores de sabor, pero la evaluación de la capacidad 

saborizante se vera en proximas investigaciones. 

El experimento anterior nos hace pe~sar en 2 alternativas ,-­

la producción de proteína unicelular conjuntamente con nucle6tidos 

saborizantes o como nos propone el expe rimento,producir unicamente 

saborizantes mezclados ¿ Cual es la d e cisión más acertada ? una --­

respuesta a esta cuestión la podemos encontrar en un análisis de 

costos para la producción de proteína unicelular y nucle6tidos a 

partir de de melaza de caña, realizado en este laboratorio (XX) ,do~ 

de se observa que el d e sarrollo de fabricas productoras de levadura 

a pequeña escala resultaría difícil por el alto costo del equipo -­

utilizado, pero sí a esta producci6n se le integra la obtenci6n de 

saborizantes a partir del ARN extraído de levaduras, haría que la -

tecnología de producci6n fuera más costeable. Esto nos dice que la 

al t ernativa a escoger sería la combinaci6n de los 2 procesos, en 

donde a una producción alta de proteína se le daría preferencia so­

bre la producci6n de saborizantes, mientras que a una baja produc-­

ción de proteína unice l ular, una producci6n alta de saborizantes se 

ría lo que haría más costeable la producción de prote ína. 
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CONCLUSIONES 

La revisi6n de estos datos nos lleva a proponer las siguien­

tes conclusiones: 

1.- Se encontró un método sencillo de adsorci6n del ARN extraido de 

levadura por calent~iento en medio alcalino,en el cual se puede 

adsorber y eluir el ARN de una resina de intercambio i6nico, se­

parándolo de compuestos de menor PM,corno son los rnononucleótidos, 

variando la fuerza iónica. 

2.- El ARN extraido puede ser utilizado para la obtenci6n de nucle6-

tidos saborizantes,puesto que esta compuesto de oligonucleótidos 

de PM relativamente alto. 

3.- En las muestras A, B y C de enzimas estudiadas se encontró un -­

buen porcentaje de actividad ribonucleásica,principalrnente a tern 

peraturas altas y pH bajos. 

4.- Se desarrollo un método de separaci6n de los productos provenie~ 

tes de la hidrólisis enzirnática,con la resina DEAE-Sephadex,con 

el objeto de separar pequeños oligonucleótidos de rnononucleóti-­

dos, para el análisisde estos últimos por medio de la reacci6n de 

carbazol. 

5.- El porcentaje de producci6n de nucleótidos 5', se calcul6 con la 

reacción de carbazol,encontrandose que las muestras A y C,son 

las muestras enzimáticas con mayor producci6n de nucleótidos sa­

borizantes, a las t e mperaturas de 50°C y pH de 8.5 y a la tempe­

ratura de 37ºC y pH de 5.0,viéndose que la mayor producci6n de 

nucleótidos 5' no s e produce cuando existe mayor actividad ribo­

nucleásica. Las mues tras A y c pueden ser el brigen de la purif! 

cación de RNasas que produzcan nucleótidos 5' ya que son una me~ 

cla de RNasas. 

6.- Las levaduras nos pueden servir corno fuente de abastecimiento de 

proteína unicelular y corno fuente de saborizantes. La preferen­

cia de mayor producción de alguno de los productos será en base 

a la demanda y a los recursos de producci6n. 
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Absorbancia en la regi6n ultravioleta de los ácidos nucleicos 
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Esquema de los sitios de ataque enzimático del ARN 
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Espectro de absorci6n de nucle6tidos y ARN 
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Espectro de eluci6n de ARN y 5' GMP a tra~~s de una columna de 
DEAE- Sephadex. 
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TABLA I 
Porcentaje de f racciones hidrolizadas de ARN con las di fe-
rentes muestras de enzimas a través de DEAE-Sephadex a di-
ferentes concen traciones de NaCl. 

% NaCl l. 25 2.5 e; n 

Mues t ra A 77.02 % 21. 20 % l. 78 % 
pH=8.5 

Mues t ra B 79 . 63 % 18.30 % 2.06 % 
T=37 º C 

Mues t ra e 58.66 % 39.72 % l. 62 % 

Mues t ra A 67.05 % 26. 71 % 6.23 % 
pH=8.5 

Mues t ra B 56.78 % 33.69 % 9.52 % 

T=50 º C 
Mues t ra e 38.31 % 59.61 % 2.08 ~ 

Mues t ra A 71. 92 % 1 2 .48 % 15.60 % 
pH=5.0 

Mues t r a B 67.84 % 24.40 % 7.76 % 

T=37°C 
Mues t ra e 63.17 % 27.99 % 8.84 % 

Mues t ra A 79.09 % 3.34 % 17.57 % 

pH=5.0 
Mues t ra B 84.24 % 3.28 % 12.46 % 

T=50ºC 
Mues t r a e 84.99 % 2 . 29 % 12.71 % 



Tabla II 

Porcentaje de producci6n de nucle6tidos 5' ( 5'NMP ) a diferentes 

temperaturas y pHs calculados con la curva estandar de AMP y GMP 

y con la curva de fosfodiesterasa de veneno ( FW ) y con RNasa T2. 

T= 37ºC pH=8.5 T= 50°C pH=8. 5 

Ln R % 5' NMP % 5' NMP !.n R % 5' NMP % 5' NMP 
(AMP y GMP) (FW-RNasaT

2
) (AMP y GMP) (FW-RNasaT? ) 

Muestra A l. 72 40.8 17.2 0.37 98.2 92. o 

Muestra B l. 33 57.2 38.5 l. 40 54.5 35.5 

Muestra C l. 25 70.0 43.5 l. 30 58.7 41. o 

T= 37°C pH=S.O T= 50ºC pH=5.0 

Ln R % 5' NMP % 5' NMP Ln R % 5' NMP % 5' NMP 
(AMP y GMP) (FW-RNasa T? ) (AMP y GMP) (FW-RNasaT? ) 

Muestra A 0.58 89.2 80.0 l. 36 56.2 37.0 

Muestra B l. 59 46.5 24.5 l. 74 40.0 16.5 

Muestra C 0.73 82.7 71. o l. 59 46.2 24.7 

-



Tabla II I 

Porcentaje de hidról isi s de ARN para la producción de n u c l eó t idos 

5' ( 5'NMP ) ca l culado a diferen t es con centraciones de enzima . 

T= 37 ºC pH= 8.5 T= 37ºC pH= 5.0 

~g Enz i ma ~Hidról i sis % NMP % 5' NMP mq EnziI)la %!firlr6li«is !ioNMP ... _ .% 5 ' NMP 
M 2.5 30.85 21. 82 3.75 2 . 5 39.23 25. 7 5 20 . 60 
u 
e 5 . 0 39.85 28 . 19 4. 85 5 . 0 51. 86 34.0 4 27 . 23 
s A 
t 7.5 42 . 96 30 .3 9 5.23 7 .5 51. 86 34. 04 27.23 
r 
a 1 0 . 0 45 .44 32.14 5 . 53 10.0 5 2 .24 34 . 28 27 . 42 

M 2.5 28 . 72 21. 06 8 . 11 2. 5 48.69 29.97 7 . 34 
u 
e 5.0 29 . 04 21. 30 8.20 5 . 0 50 . 16 30.87 7 . 56 
s B 
t 7.5 43.6 1 31. 98 1 2.31 7.5 59.62 36.70 8.99 
r 
a 10.0 47. 2 34 . 62 13.33 10 . 0 53.73 33.07 8. 10 

M 2 . 5 o o o 2.5 26.61 1 5 .14 10. 7 5 
u 
e 5 . 0 1 0 . 52 0 . 22 5. 0 48 .0 0 27 .30 19 . 38 

s e 7.5 4.47 2 . 34 1.02 7.5 64.19 36.5 1 25.92 t 
r 
a 1 0 . 0 l. 23 0.64 0.28 1 0 . 0 7 3.39 41. 74 26 . 93 



Tabla IV 

Porcent a j e de hidr6lisis de ARN para la producci 6n de nucle6 t idos 

5 ' ( 5 ' NMP ) calculado a diferentes concen traciones de enzima. 

T= 50ºC pH= 8 . 5 T= 50 º C pH= 5 . 0 

mg En zima %Hidr6lisiE % NMP % 5' NMP mn Enzim; %H'-"~"" 1 ;.,· !< '1MD '" " ' .,,,m 
M 

2.5 40.81 24 . 80 u 22.82 2 . 5 89.69 65.28 24 . 15 
e 

5 . 0 59.53 36 .1 7 33 . 28 5.0 79 . 49 57 . 85 21. 40 s 
A 

t 
7.5 68.50 41. 62 38.29 7.5 65 . 08 47.36 1 7 . 52 r 

a 
10 . 0 85 . 87 52 . 17 48.00 10.0 65 . 63 47 . 76 1 7 Í:: 7 

M 
u 2.5 19 . 17 9 . 68 3 . 44 2 e; QA ?f:. 65 . 70 10.84 
e 
s 5.0 35 . 20 17.77 6.31 5.0 65 . 85 51. 34 8 . 47 
t 

B 

r 7.5 51.12 25.81 9.16 7.5 65.08 50 . 74 8 <7 
a 

10 . 0 62.33 31. 4 7 11.17 10 . 0 67.29 52 . 47 8.66 

M 
u 2 . 5 5.72 l. 83 0 . 75 2.5 82.82 65.18 16.10 
e 

5 . 0 6.61 2.12 0.87 5 . 0 92.68 72 . 94 18.02 s e 
t 7 . 5 6.17 1. 98 0.81 7.5 94. 1 2 74.07 1 8.29 r 
a 

10.0 7.40 2.37 0.97 10.0 94.68 74.5 1 18.4 0 
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