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ABSTRACT. In this work was presented the effect of 5 different sus-
pending media in the reduction of nucleic acid content in S . cerevi-
siae (baker's yeast) using a heat treatment with only one step at 65•C
during 30 and 60 minutes. Using ammonium hydroxide 0,5 N reduction
of 86,5% and 91,1% for 30 and 60 minutes respectively were obtained,
it means a final nucleic acid content less than 1% . Also the losses of
proteins in supernatant were aproximately 15% this is a value lower
than the reported . No signifficant differences between the two heating
times were found .

RESUMEN. En este trabajo se presentan los resultados del efecto
de 5 medios de suspension diferentes en la reduction del contenido de
acidos nucleicos en S . cerevisiae (levadura panadera) sometida a un
tratamiento termico de un solo paso a 65•C durante 30 y 60 minutos .
Empleando hidroxido de amonio 0,5 N se obtuvieron reducciones de
86,5% y 91,1% para 30 y 60 minutos respectivamente, lo que equivale
a un contenido final de acidos nucleicos menor del 1% . Ademas, las
perdidas de proteinas al medio fueron de alrededor del 15% el cual
es un valor menor que el reportado . No se encontraron diferencias
significativas entre los dos tiempos de tratamiento .

INTRODUCCION

La levadura al igual que otros microorganismos, se ve limitada en su
empleo para el consumo humano, debido al alto contenido de acidos
nucleicos y la baja digestibilidad de su pared celular .

Segun estudios realizadosl' 2 , el tiempo limite permisible diario de acidos
nucleicos para los humanos es de .metros de 2 g, o sea, de 20 a 30 g de
levadura .
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Para la extraccion quimica de los acidos nucleicos en levaduras se han
utilizado diferentes reactivos, tales como acidos, bases, sales y deter-
gentes3-s

En este trabajo se analiza la influencia de diferentes medios de suspen-
sion en la reduccion de los acidos nucleicos, en levaduras sometidas a
un tratamiento termico de un solo paso a 65•C durante diferentes tiempos .
Ademas, se presenta el porciento de perdidas de proteinas con el mismo .

MATERIALES Y METODOS

Se emple6 levadura (S . cerevisiae) suministrada por la planta "Heroes
de Bolivia", manteniendose a 4•C no mas de 7 dias para ser usada en los
experimentos. A la misma se le determino masa seca, proteina por el
metodo descrito6 y acidos nucleicos 7 .

Se prepararon las suspensiones aproximadamente en un 7% en masa
seca de levadura.

Se utilizaron los siguientes medios de suspension :

A) Hidroxido de amonio 0,025 N pH = 10
B) Hidroxido de amonio 0,1 N pH = 10,8
C) Hidroxido de amonio 0,5 N pH = 11,3
D) Fosfato basico de sodio 0,1 N pH = 9,0
E) Cloruro de sodio 0,1 N

	

pH = 5,0

El tratamiento termico se llevo a cabo en un termostato a 65•C durante
30 y 60 minutos, despues de alcanzada la temperatura en la suspension .
En cada tiempo se sacaron muestras para determinar masa seca gravi-
metrica y % de acidos por el metodo descrito 7 . A los sobrenadantes se
les determ;no proteina por el metodo de Lowry' .

Los resultados fueron analizados estadisticamente para un 95% de con-
fianza, aplicando el test "t de student" y test de Fischer 8 .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores promedios en base seca de las propiedades de la levadura
empleada en los experimentos se presentan en la Tabla I .



REDUCCION ACIDOS NUCLEICOS EN S . CEREVISIAE

	

227

TABLA I

Valores promedios de % masa seca, % de proteina y % de dcidos
nucleicos en base seca en la levadura utilizada

La Tabla II muestra las perdidas de biomasa con el tratamiento termico
para los diferentes medios de suspension empleados, como puede obser-
varse en la misma, el mayor porciento de perdidas de biomasa corres-
ponde al medio de suspension C (hidroxido de amonio 0,5 N), o sea, en
las condiciones alcalinas mas fuertes. Segi n los analisis estadisticos no
existen diferencias significativas entre 30 y 60 minutos de tratamiento

TABLA II

% de perdidas de biomasa en base seca a los diferentes tiempos de
tratamiento termico

Perdidas de Biomasa

Es de destacar, que los resultados de masa seca gravimetrica en muchos
casos tienen una desviacion standard un poco elevada ; por esa razon
se realizo un balance de materiales en el medio de suspension A, para los
dos tiempos de tratamiento, obteniendose los resultados expresados en
la Tabla III .

Medio de Suspension
30' tratamiento

X ° S
60' tratamiento

X ° S

A 14,6 ° 3,7 19,7 ° 4.1
B 18,0 ° 1,2 17,7 ° 1,4
C 22,9 - 3,0 24,9 ° 1,0
D 19,1 ° 2,9 20,6 ° 0,9
E 18,5 ° 1,0 19,0 ° 1,3

X ° S

o/b Masa Seca 27,6 ° 0,4

Proteina 36,5 ° 2,4
Acidos nucleicos 7,3 ° 0,9
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TABLA III

Balance de materiales con respecto a masa seta gravimetrica para 30
y 60 minutos de tratamiento

Biomasa tratada

	

Biomasa tra-

	

Peso seco del
sin lavar

	

tada lavada

	

agua de lavado

Como podemos apreciar en la Tabla, la suma de los valores de biomasa
tratada lavada y el peso seco del agua de los lavados coincide aproxima-,
damente con los de la biomasa tratada sin lavar, por lo que podemos
asegurar que no se pierde biomasa en los lavados y que los mayores erro-
res en la determination de masa seca son producto de la manipulation
al sacar la muestra .

La Tabla IV muestra el % de reduccion de los acidos nucleicos con el
tratamiento, para los 5 medios de suspension utilizados, teniendo en'
cuenta los valores obtenidos en la biomasa . Se observa que el mayor
porciento de reduccion corresponde al medio de suspension C (hidroxido
de amonio 0,5 N), obteniendose una reduccion de 86,5% y 91,1%, para
30 y 60 minutos de tratamiento termico respectivamente, lo que equivale
a una concentracion final de acidos nucleicos de 1,0% y 0,7% . De acuerdo
a los calculos estadisticos no hay diferencias significativas entre 30 y
60 minutos de tratamiento .

Con el medio de suspension B (hidroxido de amonio 0,1 N), se obtiene
un % de reduccion de 61,2% y 71,4% para 30 y 60 minutos respectiva
mente, lo cual equivale a una concentracion final de acidos nucleicos
de 2,8% y 2,1% . Se observaron diferencias significativas entre los dos
tiempos de tratamiento .

mg/ml
X° S

mg/ml
X° S

30 minutos de tratamiento

mg/ml
X° S

66,5 ° 0,1 63,7 ° 2,8
60 minutos de tratamiento

2,8 ° 0,0

62,2 ° 1,1 59,9 ° 2,0 2,6 ° 0,0
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Comparando los medios B y C, encontramos que estadisticamente las
muestras difieren significativamente, y que para el C la reduccion de los
acidos nucleicos es mayor que para el B .

TABLA IV

de reduccion de los dcidos nucleicos a los dif erentes tiempos de
tratamiento termico

Empleando el medio de suspension A, se realizo la determinacion del
contenido de acidos nucleicos en el sobrenadante, a fin de poder realizar
un balance de materiales. (Tabla V .)

TABLA V

Concentracion de acidos nucleicos en biomasa inicial, tratada y en los
sobrenadantes para 30 y 60 minutos de tratamiento en el medio

de suspension A

229

mg/ml A.N .
inicial

mg/ml A.N .
Biomasa tratada

mg/ml A.N .
sobrenadantes

X ° S X ° S
30 minutos de tratamiento

X ° S

6,0 ° 0,1 4,1 ° 0,1 1,8 ° 0,1

6,0 ° 0,1
60 minutos de tratamiento

1,9 ° 0,03,8 ° 0,1

Reduccion de acidos nucleicos

Medio de suspension
30' tratamiento

X ° S
60' tratamiento

X ° S

A 21,2 ° 1,3 21,9 ° 2,5
B 61,2 ° 1,9 71,4 ° 0,5
C 86,5 ° 1,6 91,1 ° 0,1
D 10,0 -° 2,3 24,3 ° 3,7
E 50,1 ° 3,0 57,8 ° 1,0
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En la Tabla observamos que la suma de los mg/ml de acidos nucleicos
en la biomasa tratada y en los sobrenadantes es aproximadamente igual
a los mg/ml de acidos nucleicos iniciales . Asi, realizandose el calculo del
porciento de reduccion de acidos nucleicos en base a los sobrenadantes,
obtenemos 23,6% -!- 0,7 y 24,7% ° 0,1 para 30 y 60 minutos respectiva-
mente, los cuales son cemparables a los obtenidos en la Tabla IV .

El porciento de perdidas, atendiendo a los valores obtenidos en el sobre-
nadante para los cinco medios de suspension empleados se muestran en
la Tabla VI .

TABLA VI

% de perdidas de proteina en 81 sobrenadante a dif erentes tiempos de
tratamiento termico

Comparando los medios de suspension B y C, que son los que mayores
porcientos de reduccion de los acidos nucleicos presentan, encontramos
que las perdidas de proteinas no difieren significativamente para 30 y
60 minutos de tratamiento, obteniendose perdidas de proteinas en el
sobrenadante entre 15 y 16% para ambos casos .

Coincidimos con lo planteado por Gomez y Viniegra5 y Zee y Simard9 ,
en afirmar que para la extraccion del ARN microbiano, no es absoluta-
mente necesario seguir los pasos secuenciales del choque termico, como
lo describen Ohta y cols."' y Maul y cols ."' . En nuestro caso obtenemos
buenos resultados empleando un solo paso de incubacion a 65•C en el
medio alcalino durante 30 minutos .

Perdidas de Proteinas al medio

Medio de suspension
30' tratamiento

X ° S
60' tratamiento

X ° S

A 10,8 ° 0,6 11,2 ° 0,3
B 14,6 ° 2,0 16,1 ° 2,5
C 15,4 ° 5,8 16,5 ° 5,0
D 7,1 -?- 0,5 8,3 ° 1,3
E 13,6 ° 0,4 15,5 ° 0,5
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos el medio de suspension que parece
mds adecuado es el C (hidroxido de amonio 0,5 N), lograndose con el
tratamiento termico un producto con un contenido final de acidos nuclei-
cos menor del 1%, y para el cual el porciento de perdidas de proteinas
es de al.rededor del 15% .

Para un 95% de confianza no existen diferencias significativas en cuan-
to al tiempo de tratamiento, tanto por el porciento de reduccion como
para las perdidas de proteinas, por lo que es factible emplear el menor
tiempo. (30 minutos) .
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