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Introduccion. Durante la respiracién se forman especies
reactivas de oxigeno (ERO), una de las cuales es € peréxido
de hidrogeno (H,0,). Estas moléculas oxidan acidos
nucleicos, proteinas y lipidos, dafiando letalmente a las
células que los producen. Paraevitar estos dafios, las células
tienen diferentes sistemas que mantienen los niveles de ERO
en condiciones basales. Dentro de estos sistemas seincluyen
a glutation (GSH), enzimas antioxidantes y en algunas
células, los carotenoides (1). Phaffia rhodozyma es una
levadura productora de carotenoides |os cuales la protegen
contra el estrés oxidativo (2, 3). Esta levadura es deficiente
en las enzimas involucradas en la desactivacion de ERO (2)
y aln cuando es bien conocida la importancia del GSH en la
respuesta general al estrés en levaduras, este compuesto no
ha sido reportado en P. rhodozyma. Por esta razon el
objetivo de este trabajo es evaluar |la respuesta fisioldgica
general de P. rhodozyma al estrés causado por el peroxido de
hidrégeno y evaluar laimportancia de |os carotenoides como
respuesta a dicho estrés.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones con 2 cepas de la
levadura P. rhodozyma (silvestre y albina) en medio minimo
a 22 °C. Se agregd H,O, en la fase logaritmica de
crecimiento (30 h de la fermentacién) y se cuantificaron
carotenoides, GSH, SOD y catalasa (4).

Resultados y discusion. Al agregar el HO, alas 30 h, se
puede observar que en la cepa silvestre, la viabilidad fue
mayor a 50%, indicando una respuesta fisiologica rapida y
eficiente a las concentraciones usadas de H,0O,; éstas
concentraciones son mucho mayores que las que soporta
Saccharomyces cerevisiae. Los carotenoides totales
disminuyeron, ya que a reaccionar con las ERO producidas,
se oxidaron. El GSH intracelular aumento, lo cua podria
deberse a la disminucion de su excrecion ya que € GSH
extracelular disminuyd, o por un incremento en su sintesis
(Cuadro 1).

La actividad de la SOD aumentd, posiblemente por una
activacion causada por la oxidacion. Sin embargo a
cantidades muy altas de H,O, se inactivd, tal vez por
oxidacién de la proteina (Cuadro 1).

La concentracién de carotenoides no aument6 a adicionar
peréxido de hidrégeno, sin embargo su produccién se
adelanté en presencia del oxidante (datos no mostrados),
sugiriendo unaregulacion por estrés oxidativo.

La actividad de catalasa no se observd en la fase logaritmica
de la fermentacion, ni se activé al agregar el H,O, (datos no
mostrados).

Cuadro. 1 Respuesta fisioldgica de P. rhodozyma (cepa silvestre)
a diferentes concentraciones de H,O,. Adicion alas 30 h

. GSH GSH L
H20, Sleldgll: mglLL intracelular |extracelular Act%:;jad
mM mg/mL mg/mL
(0] 100% | 1.4 0.9 0.544 0.788

40 |80.50% |1.076| 0.992 0.363 1.995
60 | 72.74%|0.923| 0.486 0.346 1.88

80 |72.74%(0.923| 0.418 0.338 0.391

Como puede observarse en el cuadro 2, en ausenciade H,0,
la respuesta de la cepa abina (truncada la sintesis de
carotenoides), fue similar a la silvestre. Sin embargo, en

presencia del oxidante, aumento la concentracion de GSH

extracelular (9%), lo cual pudo deberse alisis celular o auna
mayor sintesis del compuesto. También se observé un ligero
incremento en la actividad de SOD, tal vez para compensar
lafalta de los carotenoides como antioxidantes.

Cuadro 2. Respuesta de las cepas silvestre y albina, al H,0, .
Adicion alas 30 h.

Cepal mM Cdlulas | CT MSOS:U'H imgcse'l"ular Actividad
H,0, | Viables | mg/mL mgmL mg/mL SOD
WT/O | 100% | 155 | 0536 09 | 0.788
WT/40 | 89.50% | 1 035 | 0838 | 079
AlbO | 100% | 0 0451 | 0875 | 0819
A0 | 82.38%| O 0.49 08 0.83

Conclusiones. Conjuntando los resultados, con el hecho de
gue la mutante albina no brevive igual que la silvestre,
podemos pensar que los carotenoides tienen un papel
esencial en lasobrevivenciade P. rhodozyma frente al estrés
oxidativo causado por perdxido de hidrégeno.

Bibliografia.

(1) Moradas-Ferreira P, Costa V, Piper P & Mager W. (1996) The
molecular defenses against reactive oxygen species in yeast. Mol.
Microbiol. 14: 651-658.

(2) Schroeder WA & Johnson EA (1993) Antioxidant role of
carotenoids in Phaffia rhodozyma. J. Gen. Microbiol. 139: 907-912.
(3) Schroeder WA & Johnson EA (1995) Carotenoids protect
Phaffia rhodozyma against singlet oxygen damage. J Ind Microbiol.
14: 502-507.

(4) Flores-Cotera, LB, R Martin (2001)Citrate, a possible precursor
of astaxanthin in Phaffia rhodozyma: influence of varying levels of
ammonium, phosphate an citrate in a chemically defined medium.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 41:183-191.



