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RESUMEN
EL objetivo de este trabajo fue evaluar la bioconversion del flavonoide citrico naringenina a

compuestos enriquecidos ya sean hidroxilados y/o metoxilados utilizando células microbianas
enteras empleando. A través de un “screening” con cuatro cepas, se selecciond a Yarrowia
lipolytica 2.2ab por expresar actividad para realizar la bioconversion de la molécula de
naringenina. El “screening” se llevoé a cabo a nivel micro escala en frascos serologicos con
medio solido para su crecimiento y posteriormente llevar a cabo el proceso de bioconversion.
La identificacion de los flavonoides enriquecidos, hidroxilados producidos durante un proceso
de bioconversion por células microbianas enteras en un cultivo superficial, se realizé por
cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a masas (HPLC-MS). Se observé la
produccion del compuesto hidroxilado (C1sH1206) a las 48 h de bioconversion; y a partir de las
192 h se identificaron otros compuestos. Ademas se evalud la regio-selectividad en la
hidroxilacion utilizando tres sistemas diferentes: fase acuosa, bifasico (acuoso-organico) y
fase organica. La regio-selectividad puede ser util para la modificacion biolégica de flavonoides
para desarrollar nuevos farmacos. Se observo que la cepa Y. lipolytica 2.2ab presenta el
sistema enzimatico adecuado para lograr la bioconversion de naringenina a productos
hidroxilados. Y. lipolytica es capaz de expresar la enzima monooxigenasa citocromo P450, la
cual ha sido estudiada por tener la capacidad de llevar a cabo la oxidacion de diferentes
compuestos xenobidticos. Ademas, las enzimas P450 son potenciales candidatos para llevar

a cabo la hidroxilacion regio-selectiva de una gran cantidad de compuestos.
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the bioconversion of citrus flavonoid naringenin to

be enriched compounds and hydroxylated and / or methoxylated using whole microbial cells
using. Through a "screening" four strains were selected for Yarrowia lipolytica 2.2ab expressing
for bioconversion activity of the molecule naringenin. The "screening” was performed at the
micro scale serological jars with solid medium for growth and subsequently carry out the
process of biconversion. Identifying enriched flavonoids, hydroxylated produced during a
process of bioconversion by whole microbial cells on a surface culture, was performed by high
performance liquid chromatography coupled to mass performance (HPLC-MS). Production of
the hydroxy compound (C1sH1206) at 48 h of bioconversion was observed; already from 192 h
other compounds were identified. Furthermore the regio-selectivity in the hydroxylation was
evaluated using three different systems: water phase, two-phase (aqueous-organic) and
organic phase. The regio-selectivity can be useful for modification of biological flavonoids to
develop and produce new drugs. It was observed that the strain Y. lipolytica 2.2ab presents
the appropriate enzyme system to achieve the bioconversion of naringenin to hydroxylated
products. Y. lipolytica is capable of expressing the enzyme cytochrome P450 monooxygenase,
which has been studied by having the ability to perform oxidation of different xenobiotic
compound. Moreover, P450 enzymes are potential candidates to perform the regio-selective

hydroxylation of a large number of compounds.
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INTRODUCCION

Los flavonoides estan presentes principalmente en frutas citricas, verduras, semillas y flores,
asi como en cerveza, vino, té verde, té negro y soya, los cuales son consumidos en la dieta
para humanos de forma habitual. Ademas, pueden incorporarse en forma de suplementos
nutricionales, junto con algunas vitaminas y minerales. Los flavonoides se encuentran en
frutas citricas en forma de agliconas asi como en forma de glicésidos: estos ultimos son los
gue aportan el color a los, frutos, flores y hojas. Los flavonoides que habitan en el interior de
las células de las plantas actian como antioxidantes, es decir presentan la propiedad de inhibir
0 secuestrar los radicales libres precursores de estrés oxidativo y muerte celular causantes de
su degradacién (Gattuso y col., 2007; Varas-Pacheco, 2004). Estos compuestos ademas han
demostrado poseer actividad farmacoldgica, como antialergénico, antinflamatorios, antivirales
y/o anticarcinogénicos, antidepresivos, antitromboéticos y vasodilatadores (Zhang, 2007).
Investigaciones recientes apuntan hacia el potencial de los compuestos fendlicos como
compuestos antioxidantes, los datos de Leatherhead Food International (LFI), muestran que
el mercado mundial de antioxidantes funcionales esta incrementando afio con afio en torno a
un 3 %, y se valoré en 400 millones de ddlares en 2004, y en 438 millones de ddlares en 2007.
Europa, los E.U.A., y Japdn representan el 90 % del mercado. Los flavonoides representan
cerca del 45 % de este mercado de compuestos antioxidantes funcionales, lo que equivale a
casi 200 millones de dodlares (Tomado de: http://www.nutrinat.com/actualidad-
salud/suplementosnaturales/antioxidantes/antioxidanteselaugedelospolifenoles#.VbKr0_| Ok
0, 2009). Su estructura se compone de tres anillos con actividad antioxidante. Dos de los
anillos son bencénicos que estan conectados a través de un anillo pirona que tiene un oxigeno,

la estructura de este ultimo los clasifica en seis subclases: flavones, flavonoles, flavononas,
13



catequinas, antocianinas e isoflavonoides (Zhang, 2007). La existencia de flavonoides en la
naturaleza y sus potenciales beneficios en la salud humana ha causado un gran interés en su
estudio, prueba de ello son las considerables publicaciones que hay sobre la actividad
biologica de estos compuestos. Se ha empleado el uso de células microbianas enteras para
llevar a cabo la bioconversion de flavonoides con el fin de aumentar el potencial antioxidante,
el grado de hidroxilacibn o metoxilacion de los flavonoides incrementan sus propiedades

antioxidantes (Kitamura y col. 2013).

Los procesos de bioconversion llevan a cabo modificaciones quimicas a un determinado
precursor utilizando sistemas bioldgicos. Los sistemas biolégicos son nombrados
biocatalizadores y se caracterizan por ser enzimas o células enteras, los cuales pueden ser
microorganismos naturales o recombinantes. Normalmente se utilizan enzimas libres, sin
embargo, es preferente el uso de células enteras ya que son de facil adquisicion y bajo costo.
Asimismo, las membranas de las células enteras protegen las enzimas de energias internas
gue puedan causar rompimiento, de la toxicidad de solventes y favorecen el suministro de
cofactores requeridos para la consecucion de reacciones intercelulares (Castellanos-Molina,

2007).

El capitulo 1 introduce al estado del arte del tema de estudio. El capitulo 2 presenta el
planteamiento del problema, hipotesis, justificacion; y objetivos general y particular Asi como
la estrategia experimental utilizada. Los materiales y métodos, los equipos (HPLC, camara de
Neubauer, espectrofotometro) y los reactivos utilizados para la realizacion de este trabajo se
describen en el capitulo 3. En el capitulo 4 se presentan los resultados experimentales y las

discusiones en base a referencias bibliograficas. Las conclusiones obtenidas se mencionan
14



en el capitulo 5, estas conclusiones fueron obtenidas con fundamento a la discusién de
resultados, concluyendo que el objetivo ha sido cumplido. También se sefialan algunas

sugerencias para la posible continuacion del trabajo en el capitulo 6.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. COMPUESTOS FENOLICOS
Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen varias funciones fenol, nombre popular

del hidroxibenceno, poseen uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromético, algunos
incluyen derivados funcionales como glicosidos (Creus, 2004; Gonzélez-Jiménez, 2010).
Algunos compuestos fendlicos de la familia de los acidos fenolicos no son polifenoles, sino
monofenoles. Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal, ya que
constituyen uno de los principales grupos de metabolitos secundarios de las plantas. Los
compuestos fendlicos son sintetizados de novo por las plantas y son regulados genéticamente,
tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel también existen factores
ambientales. También, actian como fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para
defenderse de posibles ataques fangicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacion de
muchas partes de la planta, por ejemplo las antocianinas son compuestos responsables del

color rojo, naranja, azul, purpura o violeta que encontramos en las flores y frutos (Creus, 2004).

Los compuestos polifendlicos se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural. Por su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos: los no flavonoides que
comprenden los compuestos fendlicos no carboxilicos con estructuras C6, C6-C1, C6-C3y los
acidos fenolicos derivados del &acido benzoico (C6-Cl) y &cido cinamico (C6-C3)
respectivamente. El segundo grupo son los flavonoides con estructura C6-C3-C6, formados
por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado como las antocianinas, flavonas,
flavononas, flavanoles, isoflavonas y flavanonoles, taninos condensados y lignanos (Garcia-

Ramirez, 2001; Creus, 2004).
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1.2. BIOSINTESIS DE COMPUESTOS FENOLICOS
Los compuestos fendlicos se sintetizan esencialmente de la ruta metabdlica del Shikimato la

cual origina fenilpropanoides como los acidos hidroxicinamicos (Figura 1.1), también son
sintetizados a partir de la ruta del acetato la cual produce algunas quinonas y fenoles simples

(Gonzélez-Jiménez, 2010).

HO
HO/A\ R =
' . , . ta del 7/ N\
Ciclo de Calvin — K Y—CO,H "Qr::k?méié" 4 }—CH,CHCO,H
NL_f N/ |
HO i
Acido shikimico Fenilalanina
>
/
Fepoles « —~ J NH/
s 4 .~ -co, -~ Hidroxiacetofenonas
%) s . l . ! . ’C-. 7 A\ ol
acido hidroxibenzoico<«— HO— »=-CH=CHCO,H —————— Hidroxicumarinas
! L N | o0 - Oxidacion
| Acido p-hidroxicinamico
algunas quinonas P ¥ N
A 3 malonato ~ ledueeon
¥ 4 . 002 \/7' ;":\.
Flavonoides HO—( »—CH=CHCH,OH
& ¥ Xantonas N/ ’
Isoflavonoides . dr0xi:§ilbenos alcohol p-hidroxicinamilico
Raduccum/';o', rizacion "
¥ s /,.»-"_/ 0 Dimerizacion iPohmenzacnOn
Flavolanos Y s b
Fenilpropanos Lignanos Ligninas

Figura 1.1. Biosintesis de compuestos fendlicos por la “Via del Shikimato y fenilalanina”. (Tomado de:
Gonzalez-Jiménez, 2010).

Los flavonoides son el grupo mas importante de los compuestos fendlicos, incluyendo
flavonas, flavononas, isoflavonas y antocianidinas, las que se sintetizan via condensacion del
fenilpropano (C6—C3), la cual se ciclan en condiciones acidas con la participacion de 3

moléculas de malonil coenzima A, debido a esto los flavonoides tienen la estructura basica
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de los difenilpropanoides (C6—C3—-C6) que consta de dos anillos aromaticos unidos a 3
carbonos que forman un anillo heterociclico oxigenado. La forma oxidativa de esta cadena de

3 carbonos determina las distintas clases de flavonoides (Gonzéalez-Jiménez, 2010).

1.3. FLAVONOIDES
Los flavonoides son un grupo de compuestos fendlicos de bajo peso molecular que ejercen

una amplia gama de actividades funcionales como, antimutagénicos, antibacterianos,
antiinflamatorios, acciones antialérgicas, antivirales, antitrombdéticos, vasodilatadores y
fundamentalmente como antioxidante (Markovic, 2007). Su estructura se compone de tres
anillos con actividad antioxidante (Figura 1.2). Dos de los anillos son bencénicos que estan
conectados a través de un anillo pirona que tiene un oxigeno, la estructura de este ultimo los
clasifica en seis subclases: flavonas, flavonoles, flavononas, catequinas, antocianinas e

isoflavonoides (Zhang, 2007).

Figura 1.2. Estructura genérica de los flavonoides.

Las diferentes subclases de flavonoides se diferencian en la saturacion de concentraciony en
los sustituyentes del anillo C (Figura 1.3), mientras que los compuestos individuales, dentro

de cada uno de estos subgrupos, se distinguen por la diferente sustitucion de los anillos Ay
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B. De esta forma, se han identificado hasta 4.000 compuestos diferentes (Alvarez-Castro y

Orallo-Cambeiro, 2003).

Estructura basica e G Isoflavonas
2' 4
1 B
b 1
O 5
T S et
A c =
[:] 3 o
5 F]
o
Flavonas = Flavonoles
o o
oH
(o] o
Flavanonas Flavanonoles
(o] lo]
"OH
o o
Flavanoles Antocianidinas
+ CI—
oH oH

Figura 1.3. Estructura genérica de los flavonoides y de las distintas subclases (Tomado de: Alvarez-
Castro y Orallo-Cambeiro, 2003).

Los flavonoides estan presentes principalmente en frutas citricas como derivados glicosilos.
Los glicésidos son por lo general O-glicésidos, con un azucar unido generalmente al grupo
hidroxilo aglicona en C-7, o en algunos casos en el C-3. Las agliconas son las formas que
carece de los restos de azucar son menos frecuentes en los jugos, debido a su naturaleza

hidrofébica y por lo tanto su baja solubilidad en agua. Los carbohidratos mas comunes de
19



azucar incluyen D-glucosa y L-ramnosa. (Gattuso y col., 2007). En la tabla 1.1 se presentan

algunos tipos de flavonoides que han sido identificados en jugos de citricos (Gattuso y col.,

2007).
Tabla 1.1. Estructura de algunos Flavonoides.
Flavanonas R1 R> Rs _ Estructura
1| Hesperetin H OH OMe
2 | Naringenin H H OH
3| Taxifolin OH OH OH
4 | Isosakuranetin H H OMe
5| Eriodictyol H OH OH
Flavonas R1 R> Rs R4
1 Acacetin H H H OMe
2 | Isoscutellarein H OH H OH
3 Luteolin H H OH OH
4 Kaempferol OH H H OH
5 Quereetin OH H OH OH
6 Apigenin H H H OH
7 Diosmetin H H OH OMe
8 Chrysoeriol H H OMe OH
Flavonas polimetoxiladas Ri1 R2 Rs
1 Quereetogetin OMe H OMe
2 3,3,4,5,6,7,8- OMe OMe OMe
Heptamethoxyflavone
3 Natsudaidain OH OMe OMe
4 Nobiletin H OMe OMe
5 Sinensetin H H OMe
6 Tangeretin H OMe H
7 | Tetramethylscutellarein H H H

Las dietas para humanos suplementadas con flavononas reducen el colesterol del plasma,
recientes estudios han demostrado que las flavonas polimetoxilados en combinacion con
tocotrienoles de palma reducen los triglicéridos del plasma, el colesterol total y lipoproteinas
de baja densidad (Morin y col., 2008). En jugos de naranja dulce comercial, la concentracion

de naringina es de 21.3 mg L? y naringenina 8 mg L, en comparacién con los jugos de
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toronja comercial donde la concentracion promedio de naringina es de 435 mg Lty

naringenina (figura 1.4) 42 mg L1, respectivamente (Gattuso y col., 2007).

Figura 1.4. Estructura de la naringenina.

Los flavonoides naringina y naringenina, de origen citrico, son productos quimicos funcionales
con propiedades importantes en los campos de la salud, alimentacion y la agricultura. La
naringina es el componente amargo primario en el jugo de toronja, puede ser hidrolizado
(Figura 1.5) por la actividad de la a-L-ramnosidasa de la naringinasa en ramnosa y prunin, el
prunin puede seguir siendo hidrolizado por el componente B-D-glucosidasa de la naringinasa,

en glucosa y naringenina sin sabor (Ribeiro y col., 2008).

Los flavonoides absorben radiacién electromagnética en la zona UV - VIS y de esta forma
representan una proteccion natural para las plantas contra la radiacion UV del sol. Por otra
parte presentan una barrera quimica de defensa contra microorganismos: hongos, bacterias
y virus (Lépez y col. 2003). Esta bien documentado que la actividad secuestrante de radicales
libres de los flavonoides principalmente depende de la disposicion de los sustituyentes dentro
de su estructura. Sin embargo, la correlacion entre la actividad antioxidante y la estructura de
flavonoides todavia no es clara (Mandalari y col., 2007). Estudios previos demostraron que los
flavonas polimetoxiladas (Figura 1.6) reducen los niveles de colesterol del plasma en dosis

mas bajas que las requeridas por flavononas no metoxiladas. La flavona polimetoxilada,
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nobiletin, se encontré a mas altas concentraciones en naranjas y mandarinas (Morin y col.,

2008).

OH
MO, OH
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> p-D-glucosidase
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Figura 1.5. Reaccion de hidrélisis de la naringina en prunina, ramnosa, naringenina y glucosa por la
naringinasa que contiene actividad a-L-ramnosidasa y 3-D-glucosidasa. (Tomado de Ribeiro y col.,
2008).

Nobiletin Tangeretin

Figura 1.6. Flavonas citricas polimetoxiladas.
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1.4. REACCIONES DE REGIO-SELECTIVIDAD
Los flavonoides tienen varios grupos hidroxilo que pueden ser blanco de reacciones de

modificacion como la metilacion, acetilacion, y la glicosilacion. Entre estas reacciones, la
metilacion puede ser mediada por O-metiltransferasas (OMTSs), que transfieren un grupo
metilo a un grupo hidroxilo. Las O-Metilacion de flavonoides puede alterar propiedades tales
como la solubilidad y la localizacion intracelular. Las OMTs de plantas han sido ampliamente
estudiadas, algunas tienen pesos moleculares que van desde 38 hasta 43 kDa. La metilacion
de flavonoides usando varias combinaciones de OMTs con diferente regio-selectividad puede
ser Util para la sintesis de flavonoides mas complejos, y las modificaciones bioldgicas de los
flavonoides podrian ser utilizados en la creacion de flavonoides O-metilados para el desarrollo
y la produccion en masa de nuevos farmacos (Kimy col., 2006). Kim y col. (2005) analizaron
la cinética de biotransformacion de naringenina con E. coli que expresa SOMT-2, convirtiendo
naringenina a ponciretina (Figura 1.7), un proceso de biotransformacién que se puede aplicar
para la produccion comercial de ponciretina, el cual al tener un sustituyente metoxilo en el

carbono 4 hace que aumente su actividad antioxidante.

OCH;

HQ - o - !'_'J__‘ . - HO e P - D-,_ =N

Figura 1.7. Biotransformacién de naringenina a ponciretina utilizando celulas enteras de E. coli.

Los O-hidroxi-isoflavones han demostrado tener potentes propiedades antioxidantes que
contribuyen a su efecto reductor de colesterol, el efecto antitumoral, la proteccion
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cardiovascular, propiedades anti-cancerigenas, anti-inflamatorios, anti-alergénicos, y como un
potente inhibidor de la enzima tirosinasa, asociada con la inhibicion de la formacién de
melanina. La hidroxilacién enzimatica en posicion Orto es atractiva y notable en biosintesis.
El grado de hidroxilacion o metoxilacion de los flavonoides incrementan sus propiedades
antioxidantes. (Kitamura y col., 2013). Las enzimas oxigenasas abarcan diversas familias de
proteinas que catalizan la introduccién de uno o dos atomos de oxigeno en diversos
precursores (Figura 1.8). El aire se emplea como fuente de oxigeno molecular y el poder
reductor son obtenidos del NADH o NADHP gracias a proteinas transportadoras de electrones

(Castellanos-Molina, 2007).

Las enzimas oxigenasas catalizan reacciones con alta regio-selectividad y predominan
principalmente las reacciones de hidroxilacién. Las monooxigenasas mas exploradas hasta
ahora corresponden al grupo Citocromo P450, un grupo variable de enzimas que contienen
enzimas hemo y catalizan reacciones oxidativas en precursores partiendo desde pequefios
alcanos hasta moléculas complejas como esteroides y acidos grasos (Castellanos-Molina,

2007; Cirino y Arnold, 2002).

Moncoxigenasa

PRECURSOR + Oz + H* + NAD(P)H ——— PRECURSOR-O + NAD(P) + Hz0

Dioxigenasa

PRECURSOR + 02 —  PRECURSOR-0O2

Figura 1.8. Reacciones generales de oxidacion catalizadas por las monooxigenasas y dioxigenasas.
(Tomado de Castellanos-Molina, 2007).

La enzima monooxigenasa Citocromo P450 es un candidato potencial en la reaccion de

hidroxilacion altamente regio-selectiva preferentemente de compuestos hidréfobos como
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oxidante en una gran variedad de reacciones, incluyendo la transferencia de oxigeno
molecular a los enlaces C-H no activados de un precursor (Roh, 2013). Se ha informado que
la capacidad antioxidante de compuestos hidroxilados es mas alta que en compuestos
originales (Rohy col., 2009). Las enzimas monooxigenasas de origen microbiano participantes
en el metabolismo de compuestos xenobidticos tienen aplicaciones latentes en areas como la
fabricacion de productos farmacéuticos, en la sintesis organica, y en la biorremediacion de
suelos contaminados. Estas enzimas provenientes de microorganismos pertenecen en su gran
mayoria a especies bacterianas, levaduras y hongos. Los biocatalizadores, por lo general,
actuan favorablemente en condiciones suaves de reaccion, tienen alta actividad catalitica y
proporcionan una mejor regio-selectividad. En determinados casos se puede observar menor
regio-selectividad cuando se emplean células microbianas enteras debido que las células
contienen una variedad de grupos de enzimas capaces de bioconvertir al precursor. De gran
manera, la regio-selectividad puede ser alterada para nuestro beneficio modificando el medio,
afiadiendo solventes organicos o agregando inhibidores de enzimas no requeridas en el

proceso. (Castellanos-Molina, 2007).

1.5 BIOCONVERSION DE COMPUESTOS UTILIZANDO CELULAS MICROBIANAS
ENTERAS
Los procesos de bioconversion llevan a cabo modificaciones quimicas a un determinado

precursor utilizando sistemas biologicos. Los sistemas bioldégicos son nombrados
biocatalizadores y se caracterizan por ser enzimas o células enteras, los cuales pueden ser
microorganismos naturales o recombinantes. Normalmente se utilizan enzimas libres, sin
embargo, es preferente el uso de células enteras ya que son de facil adquisicion y bajo costo.
Asimismo, las membranas de las células enteras protegen las enzimas de energias internas

gue puedan causar rompimiento, de la toxicidad de solventes y favorecen el suministro de
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cofactores requeridos para la consecucion de reacciones intercelulares (Castellanos-Molina,
2007).

Pycnoporus sanguineus y C. pubecens son hongos de pudricién blanca los cuales han sido
estudiado principalmente por su capacidad para degradar la lignina. Estos hongos son de
especial interés ya que presenta una actividad no especifica formando radicales libres,
propiedades que determinan la capacidad de oxidaciéon y degradacion de diferentes
compuestos de estructura molecular compleja. Los hongos de pudricion blanca presentan
interés en aplicaciones biotecnoldgicas y son capaces de producir enzimas extracelulares
como peroxidasas, lacasas, celulasas y la celobiosa deshidrogenasa (Chaparro y col. 2009).
Streptomyces cyaneus, es una bacteria productora de enzimas extracelulares como la lacasa
gue le permite utilizar sustratos mas complejos como fuente carbono, tales como, el almidén
y la celulosa, hidrocarburos, lignina, taninos e incluso caucho (Moya-Lobo, 2011). Prasetyo y
col., (2011) llevaron a cabo el enriquecimiento de la naringenina con compuestos fendlicos
simples ricos en grupos hidroxilos y/o metoxilos utilizando lacasas producidas por Trametes
hirsuta para mejorar su actividad antioxidante. Kitamura y col., (2013) reportaron la
bioconversion de flavonoides a sus correspondientes productos hidroxilados usando células
recombinantes de Escherichia coli, las cuales expresaron la enzima monooxigenasa citocromo

P450BM3.

Castellanos-Molina, (2007) llevé a cabo un proceso de bioconversion en micro escala que
permitié la oxidacion del L-limoneno y a-pipeno, predominantes en las cascaras de frutos
citricos. Como biocatalizador empledé una cepa certificada de Aspergillus niger y los
bioensayos los llevo a cabo empleando viales tipo headspace, en donde la cepa de Aspergillus

niger crecié superficialmente para llevar a cabo la bioconversion. Demyttenaere y Kimpe,
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(2001) realizaron la biotransformacién de terpenos en medio superficial utilizando células
enteras de Penicillium digitatum. Las células enteras de Yarrowia lipolytica han demostrado
previamente potencial para llevar a cabo procesos de oxidacion de sesquiterpenos en medio
superficial utilizando diferentes sistemas (monobasico y bifasico); fases acuosas y organicas
(Palmerin-Carrefio y col., 2015). Yarrowia lipolytica es una de las levaduras " no convencional
" mas estudiadas, es un microorganismo estrictamente aerobio capaz de producir metabolitos
de gran importancia y posee una potente actividad secretora, lo que justifica el uso en la
industria (como un biocatalizador), en biologia molecular y en los estudios de genética.
También, Y. lipolytica se ha tomado en cuenta como un modelo conveniente para estudios de
dimorfismo en levaduras. Y. lipolytica tiene la actividad para degradar compuestos organicos,
incluyendo hidrocarburos alifaticos y aromaticos, en algunos casos junto con la produccion de
biosurfactantes. Y. lipolytica es capaz de producir acido citrico y aromas de una gran variedad
de fuentes de carbono, incluyendo azucares, alcanos, aceites vegetales, hidrolizados de
almidon, etanol, y glicerol (Coelho y col., 2010). Madej y col., (2013) llevaron a cabo la
bioconversion de la naringenina a productos hidroxilados de mayor valor agregado
(Cartamidina e Isocartamidina) utilizando células enteras de Rhodotorula marina para mejorar

sus actividades funcionales y fundamentalmente su actividad antioxidante.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 JUSTIFICACION
El consumo de flavonoides provenientes de alimentos de origen vegetal en la dieta humana

ha tenido gran incremento en nuestros dias, debido a que dichos compuestos se han
relacionado con una serie de efectos benéficos a la salud, como antimutagénicos,
antibacterianos, antiinflamatorios, acciones antialérgicas, antivirales, antitrombaticos,
vasodilatadores y fundamentalmente como antioxidante. Por ello, se justifica el estudio de la
naringenina, flavonoide abundante en la toronja, al que se le han demostrado efectos
antioxidantes. Las dietas para humanos suplementadas con flavonoides polimetoxilados
reducen triglicéridos del plasma, colesterol total y lipoproteinas de baja densidad. Al llevar el
enriquecimiento de la naringenina, ya sea hidroxilandola o metoxilandola, se pretende mejorar
su actividad antioxidante e identificar los cambios que sufre la naringenina utilizando células
microbianas enteras. Este estudio también sera de apoyo como revision bibliografica para

estudios posteriores.

2.2 HIPOTESIS
La bioconversién de flavonoides citricos a sus correspondientes compuestos enriquecidos

utilizando células microbianas enteras permite mejorar el rendimiento y la identificacion de la

regio-selectividad de la bioconversion.
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2.3 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la bioconversion del flavonoide citrico Naringenina a compuestos enriquecidos

utilizando células microbianas enteras.

2.4 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Seleccionar una cepa con capacidad de bioconversion de un flavonoide citrico modelo

a productos enriquecidos.
2. ldentificar la regio-selectividad de la bioconversion de un flavonoide citrico modelo a

compuestos enriquecidos utilizando células microbianas enteras.

2.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL: Se utiliz6 un conjunto de materiales y métodos para
cumplir con los objetivos propuestos. Para la realizacion experimental del presente trabajo, se
establecieron dos etapas generales; en la primera se llevo a cabo la seleccion de una cepa
que presentase la capacidad de bioconversion de un flavonoide modelo naringenina. En la
segunda etapa se plante6 identificar la regio-selectividad en la bioconversion del flavonoide
modelo y si esta se ve modificada en diferentes sistemas mono y bifasico. La figura 2.1 se

esquematiza la estrategia general utilizada.
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Figura 2.1. Diagrama general de la estrategia propuesta empleada en el presente trabajo para el
cumplimiento de los objetivos planteados.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS
El flavonoide Naringenina (295 %) y el polipropilenglicol fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Los solventes metanol (299 %) y acido acético glacial (299 %) fueron obtenido de J.T. Baker.

El acetonitrilo grado HPLC fue obtenido de Karal S.A. de C.V.

3.2. CEPAS UTILIZADAS PARA LA SELECCION DEL MICROORGANISMO
Las cepas utilizadas en este estudio pertenecen al cepario de la Planta Piloto 4 (PP4) del

Departamento de Biotecnologia de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.
Se pre-seleccionaron cuatro cepas: Streptomyces cyaneus, Picnoporus sanguineus, Yarrowia
lipolytica y C. pubecens (figura 3.1). El screening se llevé a cabo utilizando frascos serolégicos

de acuerdo a la técnica desarrollada por Palmerin-Carrefio y col. (2015).

Figura 3.1. Cepas utilizadas en el proceso de bioconversion: (a) P. sanguineus, (b) Y. lipolytica, (c) S.
cyaneus y (d) C. pubecens.

Los cultivos preservados en tubos inclinados, fueron propagados en matraces Erlenmeyer

con medio Agar Papa Dextrosa (PDA) e incubados durante 7 dias a 30 °C. Pasados los 7 dias
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se re-suspendieron las células con 10 mL de NaCl 0.15 My se conservaron a 4 °C. Para la
preparacion del inéculo de 1x10° células/mL, se tomaron células re-suspendidas y se
inocularon en frascos serologicos de 25 mL con 5 mL de medio PDA e incubados durante 7

dias a 30 °C.

3.3. CONTEO CELULAR
Se realizaron tres diluciones en base 10, la primera dilucion de 1:10 se obtuvo adicionando

100 uL de células con 900 uL de solucién salina NaCl 0.15 M (Meyer, 2363-500), se agito la
dilucion para que fuese homogénea, la segunda dilucidn 1:100 se realizé tomando 100 pL de
la dilucion 1:10 y 900 uL de NaCl 0.15 M, la tercera dilucion 1:1000 se realizé de la misma
manera, tomando 100 pL de la dilucion 1:100 y completando con 900 yL de NaCl 0.15 M.
Previo a efectuar el conteo de células, se agité cada dilucion en un vortex (Thermolyne, 16700
Mixer), la muestra se tomo con una micropipeta y por capilaridad se adicion6 en la camara de
Neubauer (Marienfeld, Bright-Line 0.100 mm); se efectuaron las lecturas en un microscopio
(ZE155, modelo-184200), se enfocd con el objetivo 10x y se contaron las células presentes
con el objetivo 40x dentro de los cuatro cuadrantes de los extremos en la cadmara. Se realiz6
el célculo del numero de células, tomando el numero total de las células dividiéndolo por los
cuatro cuadrantes contados, se multiplicé por 10* (volumen de la caAmara de Neubauer) y
después por el factor de dilucion, el resultado se registr6 como el nimero de células

contenidas en un mililitro.
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3.4. CINETICA DE CRECIMIENTO
En matraces Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 100 mL de medio mineral con 30 g/L de

glucosa como fuente de carbono, se adiciond un volumen adecuado de 150 pL el cual contiene
un inoculo de 1x10° células/mL. Los matraces se mantuvieron en agitacién a 200 rpm a una
temperatura de 30 °C. Durante la cinética se tomaron muestras de 4 mL cada 15 minutos
durante la primera hora, cada 30 minutos durante las siguientes dos horas (con la finalidad de

obtener datos de la fase exponencial de crecimiento), y posteriormente cada hora.

3.5. PESO SECO
Para la determinacion de peso seco se utilizaron alicuotas de 10 mL de cultivo celular. Las

muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 15 min (Centrifuge-5418) y se desecho el
sobrenadante. Los sedimentos celulares se re-suspendieron y centrifugaron nuevamente con
NaCl 0.15 M, se desechd el sobrenadante. Las células se re-suspendieron en 2 mL de agua
destilada en micro tubos previamente pesados y secados durante 48 horas a 60 °C. Los
microtubos fueron secados en una estufa (Felisa) a 60 °C durante 24 horas hasta tener peso
constante, se enfriaron en un desecador y se pesaron. La biomasa se calcul6 por la diferencia

de peso entre los micro tubos con células y los micro tubos sin células.

3.6. CURVA DE CALIBRACION PARA LA CONCENTRACION CELULAR
Con la densidad Optica y el peso seco se obtuvo una curva de calibracion de biomasa (g/L)

vs densidad dptica (DO) a 664 nm, con un coeficiente de correlacion de R? = 0.9956 (ANEXO
I, Figura Al.1). La curva se empled para determinar la concentracién celular que se usaron en

los experimentos de bioconversion.
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3.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION CELULAR POR DENSIDAD
OPTICA
Para la determinaciéon de la concentracion celular las muestras se analizaron midiendo la DO

en un espectrofotometro (SHIMADZU, UV-1800) a una longitud de onda de 664 nm. Las
absorbancias obtenidas se interpolaron utilizando una curva estandar de DO vs concentracion
celular (g/L) (Seccion 3.6). Se empleé como blanco el medio de cultivo sin células (Jian-Shin,

1977).

3.8. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR
Los ensayos de viabilidad se llevaron a cabo mediante la técnica propuesta por Bonora y

Mares (1982). Se tomaron alicuotas de un cultivo de Y. lipolytica al tiempo correspondiente a
al final de la fase exponencial de crecimiento (48 h). La densidad 6ptica se determiné a 664
nm con un espectrofotometro (SHIMADZU, UV-1800). La curva de calibracion (ANEXO I,
Figura Al.3) para Y lipolytica se obtuvo mediante la relacion de la DO contra el porcentaje de
las células muertas, usando células vivas en suspension pre-tratadas con azul de metileno

como blanco.

3.9. SELECCION DEL MICROORGANISMO EN LA BIOCONVERSION
Los experimentos de bioconversion para la seleccién del microorganismo se llevaron a cabo

en frascos seroldgicos (Figura 3.2) con medio de cultivo PDA e inéculo de 1 x 10° células/mL.
Después de 7 dias de crecimiento a 30 °C, se agreg6 el precursor naringenina de la siguiente
forma: Se adicionaron 5 mL de una solucién de naringenina (42 mg/L previamente disueltos
en 1.5 % de metanol) cubriendo el crecimiento superficial de cada cepa. Los frascos
seroldgicos fueron colocados en un desecador llenando su base con agua, con el fin de evitar

pérdidas por volatilizacion, manteniendo una temperatura de 30 °C.
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30 °C
1x10° cel./mL

Figura 3.2. Seleccién del microorganismo utilizando frascos seroldgicos.

El disefio experimental que se propuso para la seleccion del microorganismo es el siguiente:
. Planteamiento del experimento: Observar el efecto del tipo de cepa sobre bioconversion

de flavonoides

. Se evalué un factor: Tipo de cepa

. Niveles de tipo de cepas: 4 cepas

. Variable respuesta: Produccion de Flavonoides enriquecidos.
. Repeticiones: 3

. Se eligio un disefio experimental completamente aleatorizado

3.10. IDENTIFICACION DE LA REGIO-SELECTIVIDAD
El Protocolo es similar a la seleccién del microorganismo. Los pasos fueron idénticos hasta

donde se agrega el precursor naringenina (42 mg/L) en tres diferentes sistemas y se desarrollo
de la siguiente manera:

- En frascos seroldégicos con medio de cultivo PDA previamente inoculados (1 x 10°
células/mL) e incubados por 7 dias a 30 °C, se agrego6 una solucion de naringenina cubriendo

el crecimiento superficial de cada cepa.
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- En otros frascos seroldgicos previamente inoculados (1 x 108 células/mL) e incubados
por 7 dias a 30 °C, pasado el tiempo de incubacion se adiciond naringenina (42 mg/L) disuelta
en polipropilenglicol cubriendo el crecimiento superficial de la cepa.

- Finalmente en otros frascos serolégicos previamente inoculados (1 x 108 células/mL) e
incubados por 7 dias a 30 °C, se adicion6 una mezcla heterogénea en volumenes iguales de
una solucion de naringenina (42 mg/L) y polipropilenglicol cubriendo el crecimiento superficial

de la cepa.

El disefio experimental que se propuso para la identificacion regio-selectiva es el siguiente:

. Planteamiento del problema: Identificar la regio—selectividad en donde acttan los
microrganismos en la bioconversién de naringenina

. Se evalué un factor: Tipo de sistema

. Niveles de Tipo de sistema: 3 (Sistema: H20 + naringenina, Sistema: Polipropilenglicol

+ naringenina, Sistema: H20 + naringenina + polipropilenglicol)

. Variable respuesta: Identificar la regio-selectividad en donde actda el microorganismo.
. Repeticiones: 3
. Se eligié un disefio experimental completamente aleatorizado

3.11. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
Utilizando la técnica propuesta por Madej y col. (2014) se llevo a cabo el analisis por

cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) utilizando un equipo Agilent 1100
equipado con un detector de arreglo de diodos (UV-VIS) y una bomba binaria (ANEXO 1V,
Figura IV.1), se utiliz6 una columna de fase inversa C-18 (ZORBAX Eclipse 5 pum, 250 mm x

4.6 mm).
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Se utilizé un gradiente lineal de acetonitrilo (solvente A) y 0.1% de acido acético (solvente B)
(Tabla 3.1) a una velocidad de flujo de 0.8 mL/min, el volumen de inyeccion fue de 20 uL y la
temperatura del horno de 30 °C. Las muestras antes de ser inyectados al HPLC fueron

centrifugadas vy filtradas (filtros de 0.2 um).

Tabla 3.1. Gradiente utilizado para el analisis de HPLC

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 75 25
10 62 38
28 62 38
30 75 25
36 75 25

Con el método cromatografico perfeccionado por Madej y col. (2014) para la cuantificacion de
compuestos fendlico, se obtuvo la cuantificacion de un flavonoide modelo, la naringenina,
determinando el tiempo de retencién, 14.903 min y posteriormente se realizé una curva patron
del estdndar (ANEXO II, Figura All.1). El precursor fue disuelto en metanol (grado HPLC) para
llevar a cabo la curva patron. La identificacion de las formas enriquecidas se obtuvo por datos
espectrales de masa utilizando cromatografia de liqguidos acoplada a masas marca Dionex
Ultimete 3000 equipado con una bomba analitica cuaternaria LPG-3400SD, se utilizé una
columna fase inversa (Poroshell 120 EC-C18 4.6 x 50 mm, 2.7 um). Se utiliz6 un gradiente
isocratico de 65 % de acetonitrilo y 0.1 % de acido férmico a una velocidad de flujo de 0.8

mL/min, el volumen de inyeccion fue de 30 pL y la temperatura del horno de 30 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. SELECCION DEL MICROORGANISMO PARA LA BIOCONVERSION DE
NARINGENINA
En la Figura 4.1, se presentan los resultados obtenidos de la bioconversion de naringenina,

para cada una de las cepas con un tiempo maximo de 192 h. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado. De las cuatro cepas probadas Yarrowia lipolytica, Sreptomyces
cyaneus, Pycnoporus sanguineus y C. pubecens, se puede observar que Y. lipolytica fue la
Gnica cepa que llevo a cabo la bioconversion utilizando 42 mg/L de naringenina como
precursor, mostrando el mejor potencial de bioconversion de naringenina a sus

correspondientes compuestos enriquecidos, posiblemente hidroxilados.
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Figura 4.1 Cinética de bioconversion de naringenina.
Los resultados comparativos del andlisis de varianza para la seleccion del microorganismo se

presentan en la Tabla 4.1. El valor de probabilidad fue menor de 0.05, lo que indica que existe
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diferencia significativa entre Y. lipolytica y las otras tres cepas probadas en el proceso de
bioconversion a un nivel del 95 % de confianza. Palmerin-Carrefio y col. (2015) reportaron el
uso de células enteras de Yarrowia lipolytica para llevar a cabo la oxidacién de (+)-valenceno

en medio superficial.

Tabla 4.1. Resumen del ANOVA para el analisis en el consumo de naringenina, Sistema 1.
Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Y. lipolytica 3 89.3236436 29.7745479 55.1380621
S. cyaneus 3 0 0 0
P. sanguineus 3 0 0 0
C. pubecens 3 0 0 0
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 1994.67833 3 664.892776 48.2347584 1.8145E-05 4.06618055
Dentro de los
grupos 110.276124 8 13.7845155
Total 2104.95445 11

A partir de este resultado se puede concluir que el tipo de cepa influye en la bioconversion de
naringenina y se considero el descartar las cepas que no presentaron la capacidad de
bioconversion de naringenina. Por lo tanto se seleccioné la cepa de Y. lipolytica, la cual
presenta potencial de convertir la naringenina a sus correspondientes compuestos

enriquecidos, posiblemente hidroxilados, para continuar con los estudios de bioconversion,

39



4.2. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Y. lipolytica
Una vez seleccionada la cepa que lleva a cabo la bioconversion del naringenin, se realizaron

cinéticas de crecimiento y viabilidad de Y. lipolytica en matraces Erlenmeyer de 250 mL con
100 mL de medio mineral. Se puede observar en la Figura 4.2 que la fase exponencial se
presenta entre las 15 y 36 h. De las 36 a 48 h se observa claramente la fase estacionaria.
Después de conocer la cinética de crecimiento, se llevé a cabo el proceso de bioconversion

agregando el precursor naringenina.

9
8
7 z
J 6 >
o)
=~ 5
&
: ’
o 3
o0
2 o
1 -
° = ~
0
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 4.2. Cinética de crecimiento de Y. lipolytica (0-48 horas).

La figura 4.3 presenta la comparacién de las cinéticas de produccién de biomasa y viabilidad
celular a partir de que se inocul6 la levadura Y. lipolytica y durante el proceso de bioconversion.
Se emplearon 100 mL de medio mineral liquido con 30 g/L de glucosa como fuente de carbono
en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se puede observar claramente la fase estacionaria
después de 48 h de crecimiento de Y. lipolytica con produccion de biomasa de 6.1 g/L. Para

llevar a cabo la bioconversion se realizé la adicion del precursor a las 48 h de crecimiento.
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Después de un dia de haber sido agregado el precursor se comienza a observar la muerte
celular, hasta llegar al 43 % de células vivas a los 192 h del proceso. Los flavonoides actian
como fitoalexinas donde las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles
ataques, presentando una barrera quimica de defensa contra microorganismos: hongos,

bacterias y virus (L6pez y col. 2003, Gimeno 2004).
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Figura 4.3. Produccién de biomasa y viabilidad celular de Y. lipolytica, 30 °C, pH 5.5, medio mineral,
200 rpm, 1x10° células/mL, 30 g/L glucosa.

Sin embargo, al analizar las muestras del proceso de bioconversion por HPLC los resultados
obtenidos nos indicaron que no se realizé la oxidacion de naringenina para obtener productos
enriquecidos en este caso productos hidroxilados. Posiblemente, esto se debi6 al cambio de
medio de cultivo con respecto al cultivo superficial. Por o que se decidié continuar con los

experimentos de bioconversion en cultivo superficial.
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4.3. SISTEMA 1 (ACUOSO) BIOCONVERSION DE NARINGENINA POR Y. lipolytica
El sistema 1 se llevo a cabo utilizando frascos seroldgicos llevando la bioconversion de

naringenina sobre un cultivo superficial. Los cromatogramas de las muestras obtenidas
durante la bioconversion de naringenina utilizando Y. lipolytica a las 24 y 192 h, se presentan
en la Figura 4.4a y 4.4b, respectivamente. En la Figura 4.4a se observan 3 picos mayores a
tiempos de retencion diferente (trs de 2.531, 3.489 y 4.456 min, respectivamente), mientras
gue el tiempo de retencidon de 13.989 min corresponde al estandar de naringenina; por lo que
otros picos podrian ser posibles productos de la bioconversién por Y. lipolytica.

En la Figura 4.4b se presentan 5 picos que en funcion a los tiempos de retencion podrian
corresponder a posibles productos hidroxilados (trs de 2.522, 3.530, 4.227, 4.910 y 5.955 min,
respectivamente) formados a las 192 h. Se observa que la naringenina aln sigue presente
con una concentracién de 10.16 mg/L después de 192 h de bioconversion. Estas muestras
fueron analizadas por cromatografia de liquidos acoplada a masas para su posible

identificacion (seccién 4.5).
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Figura 4.4. Cromatograma (HPLC) de bioconversion por Y. lipolytica de la naringenina, a) 24 h y b)
192 h después de agregarse el precursor.
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4.4. SISTEMA 2 (ORGANICO) BIOCONVERSION DE NARINGENINA PORYY.
lipolytica
El sistema organico se llevd a cabo en frascos seroldgicos, se agregé una solucion de

naringenina disuelta en polipropilenglicol cubriendo el crecimiento superficial de cada cepa,
con el fin de identificar y comparar la regio-selectividad con los sistemas 1 y 3. En la Figura
4.5ay 4.5b se presentan los cromatogramas del proceso de bioconversion de naringenina por
Y. lipolytica a las 24 y 192 h, respectivamente. Los primeros 2 picos (trs de 3.837 y 14.438
min, respectivamente) que se observan en la Figura 4.5a pertenecen al metanol y al solvente
organico en este caso del polipropilenglicol, el tercer pico que se observa pertenece al
precursor naringenina. En este sistema no se presenta bioconversion de naringenina por Y.
lipolytica. La enzima citocromo monoxigenasa P450 que expresa las células enteras de
Yarrowia lipolytica ha demostrado previamente potencial para llevar procesos de oxidacion de
sesquiterpenos utilizando una fase organica en medio superficial (Palmerin-Carrefio y col.,
2013). Por lo que se llegd a suponer, que el polipropilenglicol tiene una alta afinidad por el
precursor (ademas de poseer una alta viscosidad) el cual no permitio llevar a cabo la oxidacion

de la naringenina a compuestos enriquecidos de interés para este estudio.

a) J b)

L Metass 1 Polpropilengion
2. Palipropilenglicol 3 Nanrgenre
3. Naringenin |

Figura 4.5. Cromatograma (HPLC) donde se presenta el proceso de bioconversion de naringenina por
Y. lipolytica con; a) 24 h y b) 192 h de incubacion.
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4.5. SISTEMA 3 (BIFASICO) BIOCONVERSION DE NARINGENINA POR'Y.
lipolytica
En frascos seroldgicos, se agregd una mezcla heterogénea en volumenes iguales de una

solucion de naringenina y polipropilenglicol cubriendo el crecimiento superficial de la cepa,
formando un sistema bifasico, este sistema se llevo a cabo con el fin de identificar y comparar
la regio-selectividad con los sistemas 1y 2. En la Figura 4.6 se presentan los cromatogramas
del sistema 3 de las muestras tomadas de la fase acuosa, en donde se observan posibles
productos hidroxilados. En la figura 4.6a se presentan tres posibles productos hidroxilados de
interés para este estudio (trs de 2.702, 3.418 y 3.861 min, respectivamente) después de 24 h
de bioconversion por Y. lipolytica.

En la figura 4.6b se presenta el cromatograma del proceso de bioconversion de naringenina
llevado a cabo por Y. lipolytica 192 h. Se observan los mismos tres posibles productos que a
las 24 h (trs de 2.811, 3.408 y 3.865 min, respectivamente), pero también se llega a percibir
otros posibles productos de menor abundancia. Lo que podria indicar que el sistema 3 también

se lleva a cabo la bioconversién de naringenina.

1 2 3 &l mi
a) b) . 1 ;u.....'r
L 3408 min
| 3, 3865 min
L 3418 min I 4. 6108 min
3 1851 min I 5 7530 min
1 6. 10,480 min
| 7. 12514 min

Figura 4.6. Cromatograma (HPLC) donde se presenta el proceso de bioconversion de la naringenina
por Y. lipolytica con a) 24 horas y b) 192 h de incubacidn. (Sistema 3, Fase Acuosa).
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También se observé que la fase organica del sistema bifasico no mostré productos oxidados
de interés para este estudio, ya que al igual que el sistema 2 (Sistema Organico) no se

observan picos relevantes aparte de la naringenina y los solventes.

La regio-selectividad se llevé a cabo comparando la bioconversion en los sistemas utilizando
los cromatogramas [figuras 4.4b (Sistema 1) y 4.6b (Sistema 3)] en donde se observan picos
de interés (Sistema 1; tiempos de retencion de 2.522 min y 3.530 min, Sistema 3; tiempos de

retencion de 2.811miny 3.865 min) después de 192 h de bioconversion.

En la tabla 4.2 se presenta el analisis de varianza para la determinacion de la regio-
selectividad en los tres sistemas diferentes. El valor de probabilidad fue menor de 0.05, lo que
indica que existe diferencia significativa en los sistemas utilizados para la bioconversion de la

naringenina, a un nivel del 95 %.de confianza.

Tabla 4.2. Resumen del ANOVA para el andlisis de regio-selectividad, Sistemas 1, 2y 3.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Sistema 1 3 89.3236436 29.7745479 55.1380621
Sistema 2 3 0 0 0
Sistema 3 3 110.007299 36.6690997 1.68643266

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2278.68142 2 1139.34071 60.1505063 0.00010721 5.14325285

Dentro de los
grupos 113.648989 6 18.9414982
Total 2392.33041 8
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En la Tabla 4.3 se presentan los resultados del analisis de varianza para la determinacion de
la regio-selectividad en el sistema 1 y sistema 3, este analisis se llevé a cabo para comparar
si existe diferencia significativa entre estos 2 sistemas. El valor de la probabilidad fue mayor
de 0.05, lo que indica que no existe diferencia significativa en los sistemas 1y 3 a un nivel del
95 % de confianza. Los sistemas 1y 3 influyen en el proceso de oxidacion de la naringenina

llevado a cabo por Y. lipolytica.

Tabla 4.3. Resumen del ANOVA para el andlisis de regio-selectividad, Sistema 1y Sistema 3.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
89.323643 29.774547 55.138062
Sistema 1 3 6 9 1
110.00729 36.669099 1.6864326
Sistema 3 3 9 7 6
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio Valor
Sumade  Grados de de los Probabilida  critico para
Origen de las variaciones  cuadrados  libertad  cuadrados F d F
71.302267 71.302267 2.5095609 7.7086474
Entre grupos 5 1 5 8 0.18833189 2
113.64898 28.412247
Dentro de los grupos 9 4 4
184.95125
Total 7 5
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4.6. FRAGMENTACION DE MASAS
En la Figura 4.7 se presentan los posibles productos de bioconversion de la naringenina por

Y. lipolytica 192 h después de la adicién del precursor detectados por HPLC-MS. En el
cromatograma se observa el resultado obtenido, en este caso el pico con mayor importancia
para este estudio fue el pico 5 con un tiempo de retencion de 11.3 min. Este fue el pico de
mayor interés para este trabajo debido a que su peso molecular es de 288 g/mol, indicandonos
qué Y. lipolytica es un biocatalizador que lleva a cabo la bioconversion de naringenina,

obteniendo un producto hidroxilado con formula condensada de C15H120s.

Intens.3 # ir (min) Arsa Max. miz
109 1 45 134632 112.9898
] 2 49 1876120 193.0440
] 3 5.1 440562 149.0153
2] 4 105 46090 334 1680
J 9 5 113 1147397 287 0718
1 . 6 127 408338 315.0677
2;
] 5
1 3 [
E | — ) .-[T T T 1 1 r_|_r_ ._r_'| T T 1 T 1 |. r.|
23 5.0 15 100 125 150 175 20.0 Time [min]

Figura 4.7. Espectro HPLC-MS de la bioconversion de naringenina por Y. lipolytica después de 192
h.

La fragmentacion de masas se presenta en la Figura 4.8, el cual nos indica que hay
bioconversion llevada a cabo por Y. lipolytica biocatalizando al precursor naringenina, los
resultados obtenidos en la fragmentacion nos indica que el producto hidroxilado por Y.
lipolytica tiene un peso molecular de 288 g/mol con formula CisH120s. El uso del HPLC-MS fue

de gran ayuda para este trabajo al poder indicarnos que Y. lipolytica es un biocatalizador del

47



naringenin; sin embargo, el equipo no identificd el apelativo del producto debido a que no se
contaba con una biblioteca adecuada, sin embargo, fue de gran apoyo para evidenciar la
bioconversion. Los demas productos no son descartados, tal vez pueden ser productos con
mayor valor agregado, en un estudio futuro pueden ser analizados para determinar con mayor
precision el tipo de compuestos que se estan produciendo, ya que para fines de este estudio
el objetivo es obtener un producto hidroxilado por la oxidacion de la naringenina en un proceso
de bioconversion llevado a cabo por Y. lipolytica. De acuerdo al peso molecular (288 g/mol)
gue presenta el producto no identificado este podria ser eriodictiol, cartamidina,
isocaetamidina y aromadedrina. La identificacion del producto se llevara a cabo mediante
Resonancia Magnética Nuclear en un estudio posterior. La naringenina ha sido oxidada por
células enteras de Rhodotorula marina a productos hidroxilados, obteniendo cartamidina e
isocartamidina los productos fueron identificados por Resonancia Magnética Nuclear (Madej

y col., 2014).
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Figura 4.8. Fragmentacién en el proceso de bioconversion del naringenin por Y. lipolytica con 192
horas de incubacion.
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La Figura 4.9 presenta el posible mecanismo de bioconversion para este estudio. Se propone
gue la bioconversion se lleva a cabo por la accion de la enzima monooxigenasa P450, la cual
es producida por Y. lipolyca. La enzima P450 presenta las caracteristicas necesarias para
llevar a cabo la reaccion de hidroxilacion regio-selectiva como oxidante en una gama de todas
las reacciones, incluyendo la transferencia de oxigeno molecular a los enlaces C-H de un
sustrato (Roh, 2013). El aire sirve como fuente de oxigeno molecular y los equivalentes de
reduccion son obtenidos del NADH o NADHP gracias a proteinas de transferencia de

electrones.
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Figura 4.9. Posible mecanismo de bioconversién. (Tomado de: Seitz y col. 2007).

En la Figura 4.10 se presenta de manera general el ciclo catalitico de la enzima P450, que
interviene en la bioconversion de naringenina a productos hidroxilados. Las enzimas

oxigenasas catalizan reacciones con alta regio-selectividad y predominan principalmente las
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reacciones de hidroxilacion (Cirino y Arnold, 2002). El producto esperado en la bioconversion
por la levadura Y. lipolytica podria ser un flavonoide con mayor capacidad antioxidante y con
diversas aplicaciones en la industria. Las enzimas monooxigenasas de origen microbiano
participantes en el metabolismo de compuestos xenobidticos tienen aplicaciones latentes en
areas como la fabricacion de productos farmacéuticos, en la sintesis organica, y en la
biorremediacion de suelos contaminados. Estas enzimas provenientes de microorganismos
pertenecen en su gran mayoria a especies bacterianas, levaduras y hongos (Castellanos-

Molina, 2007).
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Figura 4.10. Ciclo catalitico de la enzima P450 generalizado. (Tomado de: Emre y Peter, 2007).
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5.CONCLUSIONES

Se obtuvo la reaccion de oxidacion de naringenina por Y. lipolytica 2.2ab como biocatalizador
a través de un proceso factible bajo condiciones comunes de presion y temperatura. El
producto de oxidacion puede poseer importantes aplicaciones en la industria farmacéutica
principalmente debido a su poder antioxidante, ya que el grado de hidroxilacion en los

flavonoides aumenta la capacidad antioxidante.

La composicion de los medios de cultivo tanto superficial como liquido no afecté el crecimiento
de la levadura, pero si se observa efecto significativo en el proceso de bioconversion.
Mediante un cultivo superficial empleando medio PDA se llevo a cabo la oxidacion de la

naringenina para obtener un producto hidroxilado.

Empleando el medio liquido con 30 g/L de glucosa como fuente de carbono, no fue posible la
oxidacion para obtener el producto hidroxilado, en este medio la nharingenina como precursor

no conduce a la formacién de compuestos hidroxilados

Fue posible lograr la bioconversién de naringenina empleando los sistemas 1 y 3 (Fase
acuosa) en un proceso a micro escala utlizando a Y. lipolytica 2.2ab como biocatalizador. La
naringenina como precursor no conduce a la formacibn de compuestos hidroxilados
empleando el sistema 2 y 3 (fase organica) en el proceso de bioconversion utilizando a Y.
lipolytica 2.2ab como biocatalizador, al parecer no se llevo a cabo la bioconversion por la alta

viscosidad y afinidad del polipropilenglicol hacia el precursor.
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Las técnicas analiticas utilizadas fueron validadas obteniendo estimaciones adecuadas con
relacion a los limites de precision y deteccion, aunque, la técnica de HPLC-MS no presento
como tal el resultado esperado, ya que se esperaba el apelativo del producto; sin embargo,
fue de gran utilidad en la identificacion de la formula condensada del producto, por lo que es
recomendable el uso en este tipo de procesos, de igual manera el producto sera identificado

empleando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear.
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6.RECOMENDACIONES

La concentracion de los productos hidroxilados durante el proceso de bioconversion de la
naringenina llevado a cabo por células enteras de Y. lipolytica, se obtendr4 una vez de que se
tenga los resultados por Resonancia Magnética Nuclear. Se identificaran los productos y se

realizara una curva estandar para obtener la concentracion real de productos.

En este estudio se llevo a cabo el analisis de ciertas variantes que contribuyen en el proceso
de bioconversion. Sin embargo, existen variantes que no fueron estudiadas y que pueden
influir evidentemente en el proceso, por ejemplo, la concentracién de oxigeno, el pH y la
luminosidad. Para llevar a cabo el progreso de un sistema escalado y optimizado seria

necesario incluir estas variantes.

Para este estudio los procesos de biocatalisis y bioconversion se llevaron a cabo utilizando
células microbianas enteras, por lo que seria interesante el uso de cultivos de células
vegetales que demuestren el potencial de bioconversion, o llevar a cabo las manipulaciones
genéticas a cepas gue anteriormente hayan demostrado tener capacidad de bioconversion y

asi poder aumentar la actividad biocatalitica.
También es posible emplear otros precursores de interés, por ejemplo flavonoides con menor

actividad antioxidante que permitan la formacion de compuestos importantes en la industria,

principalmente en la farmacéutica.
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En diversos estudios se ha llevado a cabo la aplicacion de las enzimas P450 para procesos
de bioconversion, el cual seria deseable estudiar diferentes microorganismos que expresen
este tipo de enzimas usando diferentes precursores 0 aceites esenciales, fundamentalmente

en aquellos en los cuales destaca un componente especifico.
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8.ANEXOS

ANEXO I. Curva de calibracién para la cuantificacion de biomasa y viabilidad celular

y =0.1508x - 0.0334
14 R?=0.9951
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Figura Al.1. Curva patrén de crecimiento de Y. lipolytica (células/mL) durante el proceso de
bioconversion.
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Figura Al.2. Curva patrén para la estimacion de la concentracién de biomasa en peso seco.
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Figura Al.3. Curva estandar para estimar la viabilidad celular de Y. lipolytica.
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ANEXO Il. Curva para determinar la concentracion del estandar naringenina.
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Figura All.1: Curva patron de la naringenina.
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ANEXO Ill. Crecimiento de Y. lipolytica en medio mineral

Figura Alll.1 Y. lipolytica, 30°C, pH 5.5, medio mineral, 200 rpm, 1x10° células/mL, 30 g/L
glucosa.

ANEXO IV. Equipos utilizados en el analisis de resultados.

Figura AIV.1. HPLC utilizados en los andlisis de resultados
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