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ABSTRACT. The course of RNA degradation in yeast cells (S. cerevisiae)
was checked using two methods: By measuring of ribose containing
substances in the supernatant, and by checking the release of 14C sub-
stances from cells pulse labeled by 14C uracil. Various temperatures and.
pH values of suspending medium with and without heat shock at
higher temperatures were used. The leakage of protein during the
treatment was also checked using Lowry’s method and ninhydrin meth-
od. The releasing of RNA and proteins in the supernatant using heat
shock (80°C, 1 minute, at 4.5 pH) following incubation at different
temperatures (50, 60 y 70°C} show that there are not significant differ-
ences between 60 and 70°C for protein and nucleic acids, and the releas-
ing is lower than for 50°C in both cases. The effectivity of RNA hydroly-
sis without heat shock was strongly dependent on pH of suspending
media, showing a higher leakage at higher pH values, It was shown that
the reduction of nucleic acids was higher without thermal shock. Differ-
ences between heat shock for 30 or 60 seconds were negligible. The per-
centage of protein leakage at several pH was between 17 to 24%, with
the lowest value at the lowest pH. It was shown that there is a lineal
relation between the % of dry matter of yeast and the nucleic acids re-
leased to the supernatant after heat shock treatment.

RESUMEN. El cursc de la degradacion del ARN en células de levadura
(5. cerevisiae) se chequed empleando dos métodos: Por medicién de
las sustancias que contienen ribosa en ¢l sobrenadante, v por el chequeo
de la liberacién de las sustancias con #C de las células marcadas con
uracilo MC. Se emplearon varias temperaturas y valores de pH del
medio de suspension con y sin choque térmice a ternperaturas mayo-
res. La liberacién de proteina durante el tratamiento se chequed usan-
do el método de Lowry v el método de la ninhidrina. La liberacidn
de ARN y proteinas al sobrenadante usando choque térmico (80°C, 1
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minuto a pH 4.5) seguido de una incubacidn a diferentes temperaturas
(30, 60 v 70°C) muestra que no hay diferencias entre 60 y 70°C tanto para
proteinas como para los acidos nucleicos, v que la liberacién es menor
que para 50°C en ambos casos. La efectividad de la hidrolisis del ARN
sin cheque térmico fue fuertemente dependiente del pH del medio de
suspension, mostrande una liberacidn mayor a valores del pH mayores.
Se mostré que la reduccién de dcidos nucleicos fue mayor sin ¢l choque
térmico. No existen diferencias entire el choque térmico durante 30 y
60 segundos. El porcentaje de proteina liberada a varios valores de pH
fue enire 17 y 24%, con ¢l menor valor al pH menor. Se observa que
existe una relacién lineal entre el % dc masa seca de levadura y los

acidos nucleicos liberados al sobrenadarte después del tratamiento
térmico.

INTRODUCCION

Uno de los problemas principales del uso de la proteina unicelular para
el consumo humano, radica en cl alto conienido de acidos nucleicos,
lo cual limita su empleo a menos de 20-30 g de levaduras diarias .

Con vista a poder incrementar las cantidades de levadura en la dieta,
se han desarrollado diversos métodos tendientes a reducir su contenido
en acidos nucleicos, tales como: la preparaciéon de concentrados de pro-
teina empleando ruptura celular y luego extraccién de la proteina por
medios quimicos®?®; extraccién quimica utilizando diferentes reactivos
tales como acidos, bases, fenoles v detergentes’™®, v el uso de procedi-
mientos enzimaticos con células completas®™!.

En el presente trabajo se emples un choque térmico en células de Saccha-
romyces cerevisiae (levadura panadera), empleando varios medios de
sucpensién y diferentes temperaiuras de tratamiento, siguiéndose e!
curso de la degradacién del ARN mediante determinaciones del conte-
nido de ribosa en el sobrenadante y mediante mediciones de la liberacién
de sustancias radioactivas en el mismo. Ademds se determinaron las
pérdidas de proteina.

MATERIALES Y METODOS

Levadura

En todos los experimentos se empled levadura panadera comercial.
El material se guardd a 4°C no mas de 7 dias,
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Para llevar a cabo los experimentos, las muestras de levaduras se dilu-
yeron en agua y se lavaron dos veces, diluyéndose luego a varias con-
centraciones desde 1.4 hasta 4% sobre base seca con tampdn fosfato
{(pH 4.5).

Tratamiento térmico

De las suspensiones de arriba se tomaron 10 ml v el tratamiento térmico
se llevo a cabo en dos etapas:

Primera etapa (choque térmico). A la suspension de levaduras se le
afiadié una solucién del tampén fosfato hirviendo en la cantidad necesa-
ria para aumentar la termmperatura hasta el valor deseado (80 ¢ 70°C) tan
rapido como sea posible. Luego la suspensién se mantuvo a esta tem-
peratura durante diferentes tiempos, desde 30 hasta 60 segundos.

Segunda etapa. A la suspensién anterior se le afadié tampdn frio para
bajar la temperatura hasta el valor deseado. Luego la suspensién se
incubé a diferentes temperaturas durante 2 horas en un bafio de agua
con agitacion intermitente.

Se sacaron muestras a intervalos durante la incubacién y después de la
primera etapa, se centrifugaron y los sobrenadantes fueron analizados
para determinar dcidos nucleicos y aminoacidos.

Determinacion del contenido de aminodcidos en el medio

A 1 m] de muestra se le afiadié 0.5 ml de reactivo de ninhidrina y se
puso en bafio de agua hirviendo durante 15 minutos, Las muesiras
se enfriaron y se adiciono agua destilada hasta 10 ml. Las mediciones se
realizaron en un colorimetro a 500 nanometros. Las curvas de calibra-
cion se efectuaron en la misma forma usando como patrén acido glu-
tdmico, con concentraciones desde 25 hasta 100 microgramos/ml.

Para determinar el contenide de acidos nucleicos en el medio v en las
células completas se empled el método de orcinol®. En lugar de ARN.
se empled ribosa para preparar las curvas de calibracion, en concen-
traciones desde 20 hasta 50 microgramos/mi.

Para llevar a cabo los experimenios con sustancias radioactivas, las
células de levadura se cultivaron aerébicamente en un medio de glucosa
enriquecido con peptona y extracto de levadura, a pH 5.0, en una zaran-
da reciprocante a 28°C. En la fase exponencial de crecimiento se toma-
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ron muestras, las cuales se diluyeron con medio fresco en una propor-
cion 1:9 y se cultivaron de nuevo en las condiciones anteriores. Las
c€lulas se marcaron mediante adiciones de uracilo 2-'*C/30 microcuries/
70 microgramos. En el estado estacionario las células se lavaron con
fosfato 4cido de potasio 0.05 M y se resuspendieron en él, guardindose
a 4°C durante 24 horas. Al cabo de ese tiempo se volvieron a lavar
de nuevo y se resuspendieron en el tampén para ser utilizada en los
experimentos.

Medicidn del contenido de ARN en el sobrenadante

De la solucién patrén se pipetearon muestras de 50 microlitros en 0.5 m]
del tampén contenido en tubos de ensayo de 2ml, precalentados en
un bafio de agua a la temperatura deseada, y la suspension se incubdé
con agitacién ocasional. Las muestras se sacaron a intervalos de tiempo
e inmediatamente se enfriaron en un bafio de hiclo. Después de una
hora, las células se separaron por centrifugacién y alicuotas del sobre-
nadante se pipetearon en planchetas y se secaron a 105°C. Después del
secado la radioactividad se midié empleando un contador GM- ventana
delgada.

Medicicn de las pérdidas de proteinas

Para la determinacion de la proteina en el sobrenadante después del tra-
tamicnto térmico, se emples el méiodo de Lowry v cols.’®, empleando
como curva de calibracién un hidrolizado de células de levadura,
tomando alicuotas de 0.5-2 ml, por tanto los valores resultantes de las
pérdidas son sélo desde el punto de vista comparativo, ya que el hidro-
lizado representa el 100% de proteina. (Fig. 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las levaduras no tienen la misma susceptibilidad al choque tér-
mico descrito por Maul y <ols”. E1 ARN en una variedad de especics
de Candida y en Hansenula polymorha es facilmente liberado por el
proceso de choque térmico, mientras que otras levaduras como la Saccha-
romyces cerevisiae presentan poca reduccién en el contenido de acidos
nucleicos'. Por esta razén, en nuestro caso aplicamos un choque tér-
mico modificado a temperaturas mayores,
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Fig. 1. Curva de calibracién de proteina por el método de Lowry empleando hi-
drolizado de levaduras.

Se realizaron experimentos con suspensiones de levadura (14% en base
seca) en tampon fosfato (NaH:PO,), pH 4.5; se sometieron a la primera
etapa del tratamiento térmico (80°C, 1 minuto) y se incubaron a diferen-
tes temperaturas (50, 60 y 70°C) observandose la liberacion de acidos
nucleicos y proteinas al medio. En la Fig. 2 se muestran los valores
obtenidos para el contenido de ribosa y el de aminoicidos inmedia-
tamente después de la primera etapa del tratamiento y durante la in-
cubacién a diferentes tiempos. Como puede observarse en la Fig.
inmediatamente después de la primera fase del tratamiento, tanto para
el contenido de ribosa como para ¢l contenido de aminodacidos, se obser-
va un aumento brusco, continuando mdas lentamente en los siguientes
30 minutos de incubacién, hasta hacerse casi constante durante el resto
del tiempo. Para las incubaciones a 60 y 70°C apenas se observa dife-
rencia en los contenidos de ribosa y aminodcidos. Resulta significativo
que a 50°C los valores de los nucleotidos liberados al medio son aproxi-
madamente un 10% mayores, mientras que para las proteinas el aumento
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es de aproximadamente un 30%. El porciento de acidos nucleicos libe-
rados al medio corresponde a un 20, 19 y 17% aproximadamente, para
temperaturas de incubacién d= 50, 60 y 70°C respectivamente. En cuanto
a la proteina liberada, a las mismas condiciones se obtuvo un 13, 11
y 9%, respectivamente.
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rig. 2. Influencia de la temperatura de incubacién sobre la liberacién de ribosa

y los aminoacidos al sobrenadante, en suspensiones de levadura (aproximadamente

14% en base seca de biomasa), sometidas a un chogue térmico a 30°C, I minuto
a diferentes tiempos de incubacion.
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En vista de que las pérdidas de proteinas se hicieron mas apreciables
que el ligero aumento de dcidos nucleicos al medio a 30°C, se escogio
como temperatura de incubacion 65°C para el resto de las experiencias.
Segun Castro y cols.'?, la temperatura 6ptima y el pH ¢ptimo de la ribo-
nucleasa pancreatica para la hidrélisis del ARN es de 55 a 65°C a un pH
de 6.7-8.0.

Empleando células marcadas de Saccharomyces cerevisiae con uracilo
2 C se realizaron experiencias empleando el mismo tampdn (NaH2PO.
0.1 N), sometidas a la primera fase del tratamiento (80°C, 1 minuto),
seguida de una incubacién a 65°C en un caso, y en el otro se realizaron
experiencias sélo incubando, sin ningin tratamiento previo. Como se
observa en la Fig. 3, la extraccién de los nucleétidos de las células
Fue mayor cuando la suspensidn se incubé solamente, en comparacién
con aquellas que fueron inicialmente sometidas a la primera etapa del
tratamiento.
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TFig. 3. % de ARN MC liberado a diferentes tiempos de incubacién a 65°C en células
de S. cerevisiae en NaH,PQ, 0.1 N, empleando choque térmico (30°C, 1 minuto)
v sin €L
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La Tabla I nos muestra la influencia del tiempo de choque térmico
sobre el % de ARN *C liberado, para un choque inicial de 70 6 80°C,
seguido de una incubacién a 65°C durante 30 minutos. Se observa que
no existen diferencias significativas entre 30 y 60 segundos de tiempo
de choque. Por otro lado, el valor obtenide sin choque, sélo incubando
las muestras, es mayor tanto para 80°C como para 70°C de temperatura
de choque; lo cual hace pensar que a temperaturas por encima de 65°C
ocurre una inactivacion parcial de las ribonucleasas.

TABLA T

Liberacion de ARNV'C en (%) a diferentes temperaturas y tiempos de
chogue térmico en células de S. cerevisiae usando NaH.PO, 0.1 N como
medio de suspension

Choque Tiempo Temperatura % de ARNMC
Térmico seg. °C liberado
No — — 65.29
5i 30 70 40.58
Si 60 70 39.26
Si 30 80 18.94
Si 60 80 17.38

La Fig. 4 nos muestra el curso de la degradaciéon del ARN empleando
hidréxido de amonio 0.5 N como medio de suspensién. Como se puede
observar en este caso no existen grandes diferencias en cuanto al por-
ciento de sustancias radioactivas liberadas al medio, cuando se empleé
el choque o sin él. Es probable que en este caso sélo ocurra una de-
gradacion quimica del ARN, en condiciones alcalinas fuertes, sin ningtn
proceso enzimiético, como ha sido indicado en la literatura™®,

La Fig. 5 muestra el efecto del pH sobre la liberacién de sustancias
radicactivas. Como vemos, en la grafica se pueden distinguir 3 fases
diferentes. En el rango de pH (2.2 a 4) el porciento de sustancias radio-
activas liberadas al medio decrece con la disminucién del pH. Es pro-
bable que en medios mas acidos ocurra lo contrario, como parece in-
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dicar la curva. En el estrecho rango de 4 a 4.5 se observa un aumento
brusco del porciento de sustancias radioactivas con ligeros incrementos
de pH, presentando un punto de inflexién a pH 4.2, Para valores por

encima de 5 se observa una dependencia casi lineal entre ambas varia-
bles.
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Fig. 4. %. de ARN ¥C liberado a diferentes tiempos de incubacidn a 65°C en
células de S. cerevisiae suspendidas en hidréxido de amonio 0.5 N, empleando
choque térmico (80°C, 1 minuto) y sin él,

La Fig. 6 muestra la relacién entre las sustancias que contienen ribosa
en ¢l medio y la concentracién de masa seca inicial de la suspension.
Se observa una relacién lineal, aproximadamente a 45°C, o sea, que para
un incremento de 10 veces en el % de masa seca sz obtiene un aumento
de 10 en el contenido de ribosa. Los datos se relacionan bastante bien,
con un coeficiente de correlacién de 0.989.
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Fig. 5. Influencia del pH del medio de suspension scbre €l % de ARN ™C liberado

en células de S. cerevisiae suspendidas en &cido citrico 0.1 N, ajustando al pH

deseado con NaOH 2 N, e incubadas a 65°C durante 30 minutos sin previc choque
térmico.
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Fig. 6. Relacién entre la liberacidn de dcidos nucleicos después del tratamiento
térmico y el % en masa seca de levadura en la suspensién.

Con vista a determinar las pérdidas de proteinas durante el tratamiento
a diferentes valores de pH, s¢ determiné protefna en los sobrenadantes
por el método Lowry. En la Fig. 7 se muestra el % de proteina libe-
rada al medio para valores de pH entre 2.3 y 7.0, los cuales correspon-
den a 17 y 24%, respectivamente.

CONCLUSIONES

En los experimentos desarrollados con el choque térmico, se determiné
que la temperatura de incubacién influye tanto en la disminucién del
contenido de acidos nucleicos como en las pérdidas de proteinas; pre-
sentandose los valores mayores en ambos casos a 50°C.

Comparando los resultados de los experimentos con y sin choque tér-
mico puede apreciarse que se obtuvieron mejores resultados sin choque
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Fig. 7. Influencia del valor de pH del medio de suspension sobre el porcentaje de

proteina liberada al medio por las células de S. cerevisiae, después de 30 minutos

de incubacion a 65°C en acido citrico 0.1 N ajustado al pH deseado con NaOH 2 N,
usando el método de Lowry.

térmico, lo cual pudiera estar explicado por la inactivacién parcial de
las endonucleasas a temperaturas superiores de 65°C.

En los experimentos realizados a distintos valores de pH se observé
un incremento en la liberacién de los dcides nucleicos a medida que
se aumenta ¢l valor de pH, presentando tres fases diferentes. Entre
pH (2.24.0) se incrementa la liberacion a medida que se aumenta el pH.
Probablemente, a valores de pH menores puede ocurrir una rapida de-
gradacién quimica, como ocurre por encima de 12.0.

Entre pH (4-4.5) se observa que para pequeitas variaciones del pH se
obtienen bruscos incrementos en la liberacién de ARN, con un punto
de infleccidén a pH 4.2. Para valores de pH por encima de 5 se obtiene
una dependencia casi lineal entre la liberacidon de los nucleédtidos al
medio y el aumento de pH.
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