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RESUMEN 

En este trabajo se obtuvo con éxito la bioconversión de naringenina bioactiva para la 

producción de compuestos de mayor valor agregado en cultivo superficial y líquido. Este 

enfoque es una alternativa a la producción comercial de estos compuestos bioactivos a 

partir de fuentes vegetales y principalmente de frutas cítricas, que están limitados debido 

a sus bajas concentraciones y la complejidad de los procesos de purificación. Mediante 

esta metodología, la transformación microbiana aumentó hasta 57 veces la producción de 

flavonoides en experimentos con células completas de Yarrowia lipolytica 2.2ab como 

biocatalizador en medio líquido, en comparación a la producción de flavonoides mediante 

la extracción in situ de organismos vegetales. De la experimentación se obtuvo apigenina, 

eriodictiol, luteolina, quercetina, aromadedrina, ampelopsina y miricetina, todos 

compuestos de valor agregado en cultivos de bioconversión tanto superficial como 

líquido. Algunos de los compuestos producidos no se han reportado previamente como 

productos de los procesos de bioconversión en medio líquido, como es el caso de la 

ampelopsina, en el caso del proceso de bioconversión en medio superficial ningún 

compuesto producido en este trabajo ha sido reportado previamente. Se plantearon vías 

biosintéticas para la bioconversión de naringenina por células enteras de Y. lipolytica 

2.2ab. Finalmente, los extractos obtenidos mostraron mayor porcentaje de inhibición de 

los radicales DPPH● y ABTS●, en comparación con la actividad de la naringenina 

comercial. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Compuestos bioactivos 

Los alimentos de origen vegetales contienen gran variedad de nutrientes y fitoquímicos, 

también denominados compuestos bioactivos no esenciales en el metabolismo secundario 

de los vegetales. Por lo que su ausencia en la dieta no genera consecuencias como sucede 

con los micronutrientes como las vitaminas y algunos minerales. Sin embargo, se ha 

observado que los compuestos bioactivos pueden tener un impacto significativo en el 

curso o prevención de ciertas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como el 

cáncer, diabetes o enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares. Es por esto que 

los compuestos bioactivos han ganado gran importancia en los últimos años (Jiménez, 

2015; Manach, 2004). Para que un compuesto sea considerado bioactivo debe de ser capaz 

de aportar un beneficio para la salud más allá de las consideraciones propias de la 

nutrición elemental (Chalé y col., 2014). Mundialmente, se considera que las dietas bajas 

en verduras y frutas, principales proveedores de fitoquímicos, son responsables del 1.5 al 

4 % de las enfermedades crónico-degenerativas causantes de la mortalidad humana 

(Hollman, 2014). Entre los compuestos bioactivos se encuentran los compuestos 

fenólicos o polifenoles, vitaminas C y E, probióticos, prebióticos, carotenoides, 

terpenoides, éstos poseen importantes propiedades biológicas (Tabla 1.1) y de interés para 

diversos sectores incluyendo el alimentario y farmacéutico, ya que ambas industrias 

incorporan compuestos bioactivos en la formulación de sus productos. Estos compuestos 

poseen una mayor actividad antioxidante en hortalizas, granos y frutas, en el cual existe 

una correlación con la prevención de enfermedades crónico-degenerativas. (Espín y col., 

2007; Heo y col., 2007). Los polifenoles son los compuestos bioactivos naturales más 

abundantes ampliamente distribuidos en el reino vegetal y generalmente son clasificados 

en flavonoides, ácidos fenólicos, estilbenos, lignanos, cumarinas y taninos, estos 

compuestos se caracterizan por realizar importantes funciones contra patógenos, reparan 

daños producidos por la radiación ultravioleta y la transducción de señales (Fantini y col., 

2015; Liu, 2013; Manach y col.,2004).  
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Tabla 1.1. Propiedades biológicas de algunos compuestos bioactivos.  

 

 

Compuestos 

bioactivos 

 

Actividad 

Biológica 

 

Referencias  

 

 

 

Probióticos, 

prebióticos y 

simbióticos 

 

Regula la circulación intestinal y balancea 

el microbiota intestinal, reduce problemas 

asociados a cáncer de colon. 

 

(Arias y col., 2018) 

 

 

 

 

Carotenoides, 

vitaminas C y E 

 

Promueven la respuesta inmunológica 

contra el cáncer, tienen propiedades 

antioxidantes, proporcionan beneficios en 

la función cognitiva, ocular y 

cardiovascular. 

 

(Eggersdorfer y Wyss, 

2018; Fuentes-Lara y 

Benavides-Mendoza, 

2004) 

 

 

Terpenoides 

 

Son potencialmente útiles contra el cáncer 

y las enfermedades inflamatorias. 

 

(González-Vallinas y 

col., 2013) 

 

 

Compuestos 

Fenólicos 

(Flavonoides) 

 

Actúan como antioxidantes, 

antibacterianos, antiinflamatorios, 

hepatoprotectores y propiedades 

anticancerígenas. 

 

(Chu y col., 2016; Das y 

Rosazza, 2006; Karabin y 

col., 2014; Madej y col., 

2014) 

 

 

 

1.2. Flavonoides 

Los flavonoides son los compuestos polifenólicos más abundantes que representan el 60 

% de los polifenoles de la dieta y se encuentran distribuidos en vegetales y frutas, así 

como en el té negro, té verde, el café, la soya, la cocoa, la cerveza, el vino tinto y 

principalmente en frutas cítricas. Pueden ser desde moléculas fenólicas simples hasta 

compuestos muy polimerizados con pesos moleculares mayores a los 30,000 Da (Trueba, 

2003; González-Vallinas y col., 2013). Los flavonoides tienen una amplia variedad de 

actividades farmacológicas como antiinflamatoria, antiviral, antialérgico, vasodilatadora, 

pero se caracterizan principalmente por su alta capacidad antioxidante, además de 

proporcionar protección contra enfermedades cardiovasculares y pueden utilizarse como 

tratamiento complementario en varios tipos de cáncer (Das y Rosazza, 2006; Karabin y 
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col., 2014; Madej y col., 2014; Markovic, 2007; Olsen y col., 2010; Ribeiro y col., 2008). 

La estructura genérica (Figura 1.1) de los flavonoides consta de tres anillos, dos anillos 

fenólicos denominados anillo A y anillo B unidos a través por un anillo pirona 

denominado anillo C, la estructura de este último los clasifica en seis subclases diferentes: 

flavonas, flavonoles, flavanonas, catequinas, antocianidinas e isoflavonoides (Zhang, 

2007). Los flavonoides se diferencian de las subclases en el grado de insaturación y en 

los sustituyentes del anillo C, mientras que los compuestos individuales, dentro de cada 

una de estas subclases, se distinguen por la diferente sustitución de los anillos A y B. De 

esta forma, se han identificado hasta 5,000 compuestos diferentes (Álvarez y Cambeiro, 

2003; Hernández-Guzmán, 2015; Trueba, 2003). 

 
Figura 1.1.  Estructura genérica de los flavonoides y de las distintas subclases. 
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Los flavonoides se encuentran presentes en los organismos vegetales en forma de 

agliconas así como conjugados en formas glicosiladas: estos últimos son los que aportan 

el color a los frutos, flores y hojas (Hernández-Guzmán, 2015). Los glicósidos son por lo 

general O-glicósidos, con un azúcar unido generalmente al grupo hidroxilo aglicona en 

C-7, o en algunos casos en el C-3. Las agliconas son las formas que carecen de los restos 

de azúcar, éstos son menos frecuentes en los jugos, debido a su naturaleza hidrofóbica y 

por lo tanto su baja solubilidad en agua. Los carbohidratos más comunes de azúcar 

incluyen D-glucosa y  L-ramnosa (Gattuso y col., 2007). Las actividades biológicas de 

estos compuestos bioactivos dependen de las diferencias estructurales entre flavonoides 

como del patrón de glicosilación. Por consiguiente, todas sus actividades incluida la 

capacidad antioxidante son dependientes de las estructuras (Tsao, 2010). Los flavonoides 

poseen la capacidad de absorber radiación electromagnética en la zona UV - VIS y de 

esta forma proteger naturalmente a las plantas contra la radiación UV del sol. Por otra 

parte, actúan como barrera química defendiéndose contra hongos, bacterias y virus 

(Hernández-Guzmán, 2015).  

Algunos de los subgrupos más comunes son (Figura 1.2): las flavonas, apigenina y 

luteolina presentes en cebollas, tomillo, pimienta, tomate, apio, perejil y plantas 

medicinales, presentan actividades quimiopreventiva, quimioterapéutica, 

antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante y antitumoral (López-Lázaro, 2009; 

Manach y col., 2004; Tong y col., 2012): Los flavanoles quercetina (presente en cebollas, 

col rizada, poros, brócoli y arándanos) y miricetina (presente en arándanos, grosellas 

negras y uvas) cuentan con actividad antiinflamatoria y antioxidante (Manach y 

col.,2004; Marín y col., 2018). Los dihidroflavonoles, aromadedrina o dihidrokaempferol, 

es una 3-hidroxiflavanona (presente en frijoles, brócoli y repollo) con actividad 

antitumoral y antiinflamatoria y la ampelopsina o dihidromiricetina con actividad 

antitumoral, antibacteriano, antiinflamatorio, neuroprotector, anticancerígeno 

hepatoprotector antihipertensión y antioxidante presente en plantas del género 

Ampelopsis y Hovenia dulcis (Cheng y col., 2017; Kou y col., 2017; Kou y Chen, 2012; 

Marín y col., 2017; Pinto y col., 2017). Otros fitoquímicos importantes son las flavanonas 

como la naringenina y el eriodictiol los cuales están presentes en una gran variedad de 

frutas cítricas y verduras, siendo la toronja y el limón la fuente más abundante de estas 

flavanonas, las cuales han demostrado tener una gran variedad de actividades 
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farmacológicas y biológicas (Jiménez-Atiénzar y col., 2005; Kasai y col., 2009; Minato 

y col., 2003). 

 
Figura 1.2. Estructura de los grupos de flavonoides más comunes. 

 

La naringenina (Figura 1.3),  además de encontrarse en la piel de los cítricos, también se 

ha encontrado en uvas, toronjas y tomates (López-Lázaro, 2009; Nagy y col., 2008; Xu y 

col., 2012), aislado principalmente de desechos agroindustriales por lo que es 

relativamente económico (Madej y col., 2014). Este fitoquímico es de particular interés 

en los campos de la salud, alimentación y la agricultura debido a sus actividades 

farmacológicas, entre las que se cuentan la actividad antioxidante, anticancerígena, 

antiinflamatoria, vasodilatadora y a menudo su utilización se centra en tratamientos para 

bajar de peso ya que se ha reportado que absorbe grasas, lo cual podría prevenir el 

aumento en el nivel de colesterol, también es útil como agente farmacológico en el 

tratamiento o la prevención de la aterosclerosis, aumenta la elasticidad de la piel y es un 

gran limpiador de toxinas (Jiménez-Atiénzar y col., 2005; Manach y col., 2004; Ribeiro 

y Ribeiro, 2008; Ribeiro y col., 2008; Zhang, 2007).  
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Figura 1.3. Estructura de la naringenina. 

 

La naringenina es producto de la hidrólisis ácida de la naringina (Figura 1.4), componente 

en el jugo de toronja, el cual es hidrolizado por la actividad de la α-L-ramnosidasa del 

complejo enzimático denominado naringinasa originando ramnosa y prunina. 

Posteriormente, la prunina es hidrolizado por la actividad β-D-glucosidasa de la 

naringinasa liberando el acoplamiento de la glucosa del flavonoide formando naringenina 

como producto final (Ribeiro y col., 2008).  

 
Figura 1.4. Hidrólisis de la naringina en prunin, ramnosa, naringenina y glucosa por la 

naringinasa con actividad α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa. 

 

1.3. Estrés oxidativo 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) cumplen numerosas funciones útiles en el 

organismo; por ejemplo, el organismo humano produce cantidades moderadas para 

combatir infecciones, pero cuando la producción de especies reactivas sobrepasa la 

capacidad para neutralizarlas y/o eliminarlas puede encaminar a la oxidación de 

componentes celulares, oxidar directamente el ADN, activar mutágenos y activar rutas de 

transducción de señales, a esta condición se le denomina estrés oxidativo. Las ROS son 
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moléculas que contienen oxígeno e incluyen radicales libres, como el superóxido (O2•-) 

y el radical hidroxilo (OH•), y no radicales, como el peróxido de hidrógeno (H2O2). Este 

conjunto de moléculas se forma como resultado del metabolismo celular y en procesos 

fisiológicos normales, así como en procesos patológicos (Álvarez y Cambeiro, 2003; 

Corrales y Muñoz, 2012; Gutiérrez-Salinas y col., 2014; Fernández-Rebaza, 2018).  

Los radicales libres son aquellas moléculas que presentan un electrón desapareado o 

impar en el orbital externo de su estructura atómica. Esta configuración espacial los hace 

muy inestable y totalmente reactivos, con una gran capacidad para reaccionar 

inespecíficamente con la mayoría de las biomoléculas celulares (carbohidratos, lípidos, 

proteínas, ácidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) provocando un enorme daño 

a estas biomoléculas y en las membranas celulares. La alta inestabilidad de los radicales 

libres los hace reaccionar con biomoléculas secuestrando un electrón, oxidándola, 

provocando que su función específica en la célula se pierda (Dabrowska y Moya, 2009). 

Estas especies reactivas son formadas por influencias endógenas como la respiración 

mitocondrial y la producción de energía, así como por causas exógenas como lesión 

celular, lesión química, toxicidad por oxígeno y otros gases tales como los que provienen 

de los escapes de los automóviles, la contaminación ambiental y el humo del cigarrillo, 

pesticidas, algunos medicamentos y por radiación (ultravioleta, gamma, hertziana) 

(Coronado y col., 2015; Dabrowska y Moya, 2009; Fernández-Rebaza, 2018). 

1.4. Antioxidantes 

Los antioxidantes son moléculas naturales y sintéticas que inhiben las reacciones de las 

especies reactivas de oxígeno o impiden su formación descontrolada. Estas moléculas se 

hallan a bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), 

retarda o previene la oxidación de dicho sustrato. Su función primordial en nuestro 

organismo es protegernos del daño oxidativo que causan los radicales libres, entre otras. 

Dicho daño oxidativo es el responsable de importantes enfermedades de carácter 

degenerativo del sistema circulatorio, enfermedades cardiovasculares, cataratas, 

envejecimiento precoz y cáncer, todas las cuales hoy son la principal causa de muerte en 

nuestra sociedad (Dabrowska y Moya, 2009; Fernández-Rebaza, 2018; Gómez-Gálvez, 

2018). 
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Cuando el antioxidante reacciona con el radical libre le cede un electrón oxidándose a su 

vez y convirtiéndose en un radical libre débil, con escasos o muy pocos efectos tóxicos y 

que, en algunos casos, pueden regresar a su forma original por la acción de otros 

antioxidantes. Estos compuestos poseen diferentes mecanismos de acción; existen los que 

evitan la formación de las especies reactivas (sistema de prevención), otros inhiben la 

acción de los radicales libres (sistema barredor) y otros benefician la reparación y la 

reconstitución de las estructuras biológicas afectadas por los radicales libres (sistema de 

reparación) (Dabrowska y Moya, 2009).  

La estructura de protección antioxidante está constituido por componentes enzimáticos 

como no enzimáticos (Tabla 1.2), que actúan colectivamente para preservar a la célula 

(López y col., 2012). El componente de tipo enzimático es considerado la defensa, 

encargándose de que los ROS no se acumulen, estos componentes aceleran la 

transferencia de electrones de un sustrato hacia los radicales libres (Corrales y Muñoz, 

2012). La afinidad hacia un determinado radical libre o hacia varios depende del 

antioxidante, actuando en diferentes etapas del proceso oxidativo, además de poseer más 

de un mecanismo de acción. El núcleo activo de las enzimas antioxidantes requiere de 

algunos oligoelementos como el cobre, hierro, cinc, selenio y manganeso, para poder 

llevar a cabo sus mecanismos de acción. (Dabrowska y Moya, 2009). Los antioxidantes 

no enzimáticos son una agrupación de moléculas hidrófobas como hidrofílicas que 

secuestran radicales libres, generando moléculas menos dañinas para la célula, 

estabilizando al radical libre mediante la adición de un electrón (Corrales y Muñoz, 2012). 

Tabla 1.2. Clasificación de antioxidantes (Modificado de Dabrowska y Moya, 2009; López y 

col., 2012). 

Enzimáticos Cofactores No enzimáticos 

Superóxido dismutasa  

Catalasa 

Glutatión peroxidasa 

 

Hierro 

 

Flavonoides 

Endógenos Glutatión Cobre Betacaroteno 

Coenzima Q Zinc Vitamina C 

Ácido tióctico Manganeso Vitamina E 

 

Los flavonoides además de brindar color a las flores y de atraer visualmente a los 

polinizadores, también actúan como quelantes de metales, capturan de forma in vitro 

especies reactivas de oxígeno e in planta equilibran los niveles de ROS en los tejidos  
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(Corrales y Muñoz, 2012; Falcone Ferreyra y col., 2012). La actividad secuestrante de 

radicales libres por flavonoides depende principalmente de la disposición de los 

sustituyentes dentro de su estructura. Sin embargo, la correlación entre la actividad 

antioxidante y la estructura de flavonoides todavía no es clara (Mandalari y col., 2007).  

La actividad antioxidante puede ser medida por diferentes ensayos basados en reacciones 

por transferencia de electrones y en reacciones por transferencia de átomos de hidrógeno. 

Los ensayos de transferencia de electrones implican una reacción redox con el oxidante 

como indicador del punto final de reacción y los ensayos de transferencia de átomos de 

hidrógeno monitorean una cinética competitiva, por lo general interfiere un generador de 

radical libre sintético, un ensayo molecular oxidable y un antioxidante. En la actualidad 

se utilizan una gran variedad de técnicas, llevadas a cabo in vitro utilizando un captador 

de radicales libres, en donde el objetivo es determinar la actividad antioxidante de una 

gran variedad de sustancias. Los métodos más utilizados son el ensayo de decoloración 

ABTS•+ y puede ser aplicada a antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos. El método de 

DPPH● es el más rápido, es simple y de menor costo en comparación con otros métodos 

(Tovar-Del Rio, 2013). 

 

1.5.  Biosíntesis de flavonoides en plantas 

Los flavonoides, son generados por el metabolismo secundario de las plantas a partir de 

la ruta denominada vía fenilpropanoide, iniciando con la ruta del ácido shikímico el cual 

es precursor de la L-fenilalanina (L-Phe), la L-Phe se convierte en 4-coumaroil-CoA, que 

junto con tres moléculas de malonil-CoA son la base para la formación de flavonoides 

(Figura 1.5), formando en primera instancia a la chalcona naringenina, esta reacción es 

catalizada por la chalcona sintasa (CHS) que condensa las tres moléculas de malonil-CoA 

y la 4-coumaroil-CoA, produciendo la estructura de la cual se derivan todos los 

flavonoides (Álvarez y Cambeiro, 2003; Crozier y col., 2009; Falcone Ferreyra y col., 

2012; Tsao, 2010).  La chalcona isomerasa (CHI) genera a la naringenina catalizando el 

cierre heterociclo. Esta flavanona es precursor de la flavona apigenina, así como del 

dihidroflavononol aromaderina y de la flavanona eriodictiol. Se requiere de la actividad 

de la flavona sintasa (FNS), la cual es una enzima dioxigenasa dependiente de 2-

oxoglutarato (2-ODG) para la formación de la apigenina el cual es sustrato del flavonoide 

3’-hidroxilasa (F3’H) para la formación de luteolina. La naringenina también es sustrato 
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de la F3’H y de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) para generar como producto eriodictiol 

y aromadedrina, respectivamente. La F3H al igual que la FNS es una enzima 2-ODG. Por 

otra parte, la aromadedrina es sustrato del flavonol sintasa 1 (FLS1) enzima 2-ODG y del 

flavonoide 3´5´-dihidroxilasa (F3´5´H), generando quercetina y ampelopsina, 

respectivamente. Así mismo la quercetina es sustrato de la F3´5´H y la ampelopsina es 

sustrato de la FLS1 para la generación de la miricetina  (Amor y col., 2010; Crozier y 

col., 2009; Gutiérrez del Río Menéndez, 2015; Marín y col., 2017; Park y col., 2011). 

 

Figura 1.5. Resumen de la vía biosintética de fenilpropanoide. Abreviaciones de enzimas: CHS, 

chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa. 
 

1.6. Biosíntesis de flavonoides en microorganismos 

Los flavonoides son altamente productivos por sus diversas actividades biológicas para 

diferentes industrias como la farmacéutica, alimentaria y química, pero las cantidades 

obtenidas directamente de las plantas son muy bajas, por lo que una de las soluciones 

alternativas son los procesos de bioconversión microbiana (Cao y col., 2015; Lee y col., 

2014). Los procesos de bioconversión que usan sistemas biológicos permiten 

modificaciones químicas a un determinado precursor, comúnmente por hidroxilación y/o 

metilación, para obtener nuevos compuestos con propiedades farmacológicas y biológicas 

atractivas, por lo que la bioconversión constituye una estrategia prometedora hacia 

compuestos biológicamente activos de interés para los sectores industriales (Cheng y col., 
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2017; Kou y Chen, 2012; Velasco y col., 2009). Entre los precursores naturales, la 

naringenina se ha utilizado como una molécula modelo para la bioconversión hacia otros 

flavonoides con actividades biológicas mejoradas (Madej y col., 2014). A este respecto, 

una gran variedad de bacterias, levaduras y hongos presentan la capacidad de hidroxilar 

compuestos altamente hidrofóbicos por la enzima monooxigenasa citocromo P450 

(CYP450) (Hirakawa y col., 2009). 

Los principales tipos de microorganismos asociados con la bioconversión de flavonoides 

son las levaduras del género Saccharomyces, bacterias como E. coli y hongos del género 

Aspergillus. Estos microorganismos biotransforman flavonoides enzimáticamente a 

través de enzimas CYP450 que son responsables de hidroxilar, reducir u oxidar a un 

sustrato específico (Chang y col., 2010; Chu y col., 2016). Cabe destacar que la actividad 

antioxidante de los flavonoides está asociada a los restos hidroxilo en el anillo B (Kasai 

y col., 2009), por lo que el aumento de la actividad antioxidante en los flavonoides es 

directamente proporcional al grado de hidroxilación (López-Lázaro, 2009; Nugroho 

Prasetyo y col., 2011; Roh y col., 2009; Tong y col., 2012). Kasai y col. (2009) han 

informado el uso de CYP450 como biocatalizador en células recombinantes de 

Saccharomyces cerevisiae para la bioconversión de naringenina en eriodictiol, el cual se 

encuentra presente en una gran variedad de frutas cítricas y plantas como la hierba santa 

(Jiménez-Atiénzar y col., 2005), siendo el limón la fuente más abundante de esta 

flavanona, demostrando tener una gran variedad de actividades farmacológicas y 

biológicas (Minato y col., 2003), además como inhibidor de la peroxidación lipídica, 

efecto vasodilatador y actividad antioxidante (Jiménez-Atiénzar y col., 2005; Kasai y col., 

2009). También se ha reportado el uso de células completas de Aspergillus niger, 

Aspergillus oryzae y Rhodotorula marina en la bioconversión de naringenina a 6-

hidroxinaringenina (cartamidina) y 8-hidroxinaringenina (isocartamidina), estos 

compuestos han demostrado poseer mayor potencial antioxidante que la naringenina 

(Chang y col., 2010; Madej y col., 2014; Xu y col., 2012). Notablemente, Y. lipolytica 

tiene la capacidad de expresar los sistemas enzimáticos CYP450 y 2-ODG, una 

maquinaria biosintética para lograr la hidroxilación de compuestos hidrófobos como la 

naringenina (Coelho y col., 2010). Palmerin-Carreño y col., (2015) utilizaron células 

completas de Yarrowia lipolytica 2.2ab como biocatalizador para la bioconversión de 
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sesquiterpenos, en específico demostró tener la capacidad de oxidar la molécula de (+)-

valenceno obteniendo como resultado (+)-nootkatona en cultivo superficial.  

 

1.7. Yarrowia lipolytica  

Yarrowia lipolytica es una de las levaduras ''no convencionales'' más estudiadas, 

estrictamente aerobia, capaz de producir metabolitos de gran importancia y posee una 

potente actividad secretora, lo que justifica el uso en la industria (como biocatalizador), 

en biología molecular y en los estudios de genética (Coelho y col., 2010). Esta es una 

levadura Ascomycota y es la única especie reconocida hasta ahora en el género Yarrowia, 

anteriormente era conocida como Candida, Endomycopsis o Saccharomycopsis lipolytica 

(Aloulou y col., 2007).  

Y. lipolytica no es patógena para los humanos y ha sido aprobada para varios procesos 

industriales como GRAS (Generally Recognized As Safe) por la Food and Drug 

Administration (FDA, USA), posee la capacidad para crecer de dos formas diferentes, 

como levadura o en forma de micelio, esta capacidad se denomina dimorfismo. Las 

condiciones de crecimiento (aireación, pH, fuentes de nitrógeno y carbono, entre otros.) 

y el historial genético de la cepa determinan la morfología. Algunos autores mencionan 

que las levaduras sufren dimorfismo debido a su mecanismo de defensa a condiciones 

adversas, como son los cambios de nutrientes y de temperatura (Aloulou y col., 2007; 

Carrillo-Sancén, 2011). 

La versatilidad para expresar proteínas heterólogas con fines académicos y para posibles 

aplicaciones comerciales ha convertido a Y. lipolytica en un sistema confiable y popular. 

Además, posee otras características adicionales como la baja glicosilación, la alta 

eficiencia de secreción, el buen rendimiento del producto y la reproducibilidad de 

rendimiento. Tiene la actividad para degradar compuestos orgánicos, incluyendo 

hidrocarburos alifáticos y aromáticos, en algunos casos junto con la producción de 

biosurfactantes. También es capaz de producir ácido cítrico y aromas de una gran 

variedad de fuentes de carbono, incluyendo azúcares, alcanos, aceites vegetales, 

hidrolizados de almidón, etanol y glicerol (Coelho y col., 2010).  

Durante el crecimiento de Y. lipolytica en n-alcanos y ácidos grasos se inducen hidrolasas 

de ácidos grasos y sistemas monooxigenasa P450, para poder llevar acabo la oxidación 
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de n-alcanos y ácidos grasos, mediante reacciones que involucran una hidroxilación por 

el sistema monooxigenasa P450 o hidroxilasas (Burgardt, 2016). En estudios previos Y. 

lipolytica 2.2.ab llevo a cabo la bioconversión de la naringenina demostrando poseer el 

potencial de hidroxilación (Hernández-Guzmán, 2015).   
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II. JUSTIFICACIÓN 

Los compuestos bioactivos influyen en la actividad celular y en los mecanismos 

fisiológicos con efectos benéficos para la salud. Entre los compuestos bioactivos se 

encuentran los flavonoides, componentes que se relacionan con diferentes beneficios para 

la salud humana, principalmente por presentar actividad antioxidante. Muchas 

investigaciones indican que el daño oxidativo causado por la formación de oxidantes, 

como los radicales libres, son causantes de muchas patologías degenerativas y de algunos 

tipos de cáncer. La forma más efectiva de evitar el daño oxidativo producido por los 

radicales libres, es que los antioxidantes reaccionen con el radical libre oxidándose a su 

vez y convirtiéndose en un radical libre débil, con escasos o muy pocos efectos tóxicos.  

Existen diferentes procesos para la producción de flavonoides, incluyendo la extracción 

con diferentes solventes de cultivos in situ y cultivos in vitro de diferentes plantas y frutos, 

pero depende del costo y de la cosecha anual de estos organismos vegetales. Otro proceso 

de obtención es mediante la síntesis química; sin embargo, su producción cuenta con 

muchas etapas y condiciones extremas. Además, por lo regular siempre hay formación de 

mezclas racémicas, en donde el compuesto de interés biotecnológico suele pertenecer a 

un isómero, mientras que el otro u otros, en el mejor de los casos, es inerte o puede 

provocar efectos tóxicos. Esto es un problema para las diferentes industrias que utilizan 

compuestos bioactivos en sus formulaciones, como la farmacéutica. Por lo que, la 

bioconversión es una estrategia alternativa para la producción de flavonoides bioactivos 

que no existen en la naturaleza mediante el uso de sistemas biológicos. La bioconversión 

microbiana de flavonoides bioactivos no ha sido totalmente revisada, por lo que es 

significativo evaluar el uso de células completas para la síntesis de flavonoides y así 

mejorar sus diferentes actividades biológicas y farmacológicas. 

En este estudio se pretende llevar a cabo la bioconversión de la flavanona, naringenina 

(molécula modelo), aumentando las propiedades bioactivas, como la actividad 

antioxidante, además de identificar los productos formados en la bioconversión utilizando 

células completas de Y. lipolytica 2.2ab, el cual no ha sido reportado como biocatalizador 

en la producción de flavonoides. 
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III. HIPÓTESIS 

La maquinaria enzimática de Y. lipolytica 2.2ab permitirá la formación de compuestos 

con mayor valor agregado en la bioconversión de naringenina en medio superficial y en 

medio líquido. 

 

IV. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Evaluar la bioconversión de naringenina en medio superficial y en medio líquido 

utilizando células completas de Y. lipolytica 2.2ab e identificar los productos resultantes. 

 

4.2. Objetivos particulares 

 Identificar y cuantificar los productos obtenidos en la bioconversión de la 

naringenina  

 Seleccionar el mejor sistema de producción de compuestos formados por la 

bioconversión de la naringenina 

 Evaluar el efecto de la concentración de naringenina en ambos sistemas de 

producción  

 Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos formados 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1.Reactivos 

Los flavonoides naringenina, eriodictiol, apigenina, quercetina, luteolina, miricetina, 

aromadedrina y ampelopsina, los radicales libres DPPH y ABTS fueron comprados a 

Sigma-Aldrich®. El acetato de etilo, metanol y acetonitrilo (grado HPLC) J.T. Baker®. El 

medio Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) y el Caldo Dextrosa 

Sabouraud (CDS) Bioxon®. Se utilizó agua destilada para todos los experimentos.  

 

5.2.Microorganismo 

La cepa de Y. lipolytica 2.2ab utilizada en este estudio pertenece al cepario de la Planta 

Piloto de Fermentación en Medio Sólido del Departamento de Biotecnología de la 

Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. La cepa fue sembrada por 

estría simple, en tubos inclinados con PDA e incubados durante 7 días a 30 °C. Al 

finalizar este período se recolectaron las células con 10 mL de solución salina (0.15 M) a 

4°C para su conservación. 

 
Figura 5.1. Cepa de Y. lipolytica 2.2ab utilizada en el proceso de bioconversión. 

 

5.3.Conteo celular 

De las células conservadas en solución salina se tomaron alícuotas para realizar tres 

diluciones en base 10, la primera dilución de 1:10 se obtuvo adicionando 100 μL de 

células con 900 μL de solución salina NaCl 0.15 M, se agitó la dilución para que sea 

homogénea, la segunda dilución 1:100 se realizó tomando 100 μL de la dilución 1:10 y 

900 μL de NaCl 0.15 M, la tercera dilución 1:1000 se realizó de la misma manera, 

tomando 100 μL de la dilución 1:100 y completando con 900 μL de NaCl 0.15 M. Previo 
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a efectuar el conteo de células, se agitó cada dilución en un Vórtex (Thermolyne, 16700 

Mixer), se tomó 10 μL de muestra con una micropipeta y por capilaridad se adicionó en 

la cámara de Neubauer (Marienfeld, Bright-Line 0.100 mm). Se efectuaron las lecturas 

en un microscopio (ZE155, modelo-184200), se enfocó con el objetivo 10x y se contaron 

las células presentes con el objetivo 40x dentro de los cuatro cuadrantes de los extremos 

en la cámara. Se realizó el cálculo del número de células, tomando el número total de las 

células dividiéndolo por los cuatro cuadrantes contados. Se multiplicó por 104 (volumen 

de la cámara de Neubauer) y después por el factor de dilución, el resultado se registró 

como el número de células contenidas en un mililitro (Palmerin-Carreño y col.,2015). 

5.4.Cinética de crecimiento  

En matraces Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 100 mL de Caldo Papa Dextrosa (CPD) 

y Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS) adicionados con 20 g L-1 de glucosa como fuente de 

carbono (Tablas 5.1-5.2), se adicionó un volumen adecuado de un inóculo de 1x106 

células mL-1. Los matraces se mantuvieron en agitación a 150 rpm a una temperatura de 

30 °C por 60 h. El proceso se llevó a cabo por duplicado.  

5.5.Peso seco 

Para la determinación de peso seco se utilizaron alícuotas de 4 mL de cultivo celular. Las 

muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 15 min (Centrifuge-5418) y se desechó el 

sobrenadante. Los precipitados celulares se re-suspendieron y centrifugaron nuevamente 

con NaCl 0.15 M, se desechó el sobrenadante. Las células se re-suspendieron en 2 mL de 

agua destilada y se filtraron en papel filtro previamente pesado y secado durante 24 h a 

60 °C. El papel filtro fue secado en una estufa (Felisa) a 60 °C durante 24 h hasta tener 

peso constante, se enfriaron en un desecador y se pesaron. Los gramos de células 

obtenidos por mL de alícuota se reportaron como gramos de células/litro de medio, 

mediante la diferencia de peso de los filtros con y sin células. 

 

5.6.Ensayos de viabilidad celular  

Los ensayos de viabilidad celular durante el proceso de bioconversión se determinó 

midiendo la concentración de células vivas mediante la técnica del azul de metileno, como 

describe la técnica propuesta por Bonora y Mares (1982). Se tomaron de un cultivo las 

células de Y. lipolytica 2.2ab al tiempo correspondiente al inicio de la fase exponencial 

de una cinética de crecimiento para determinar el 100% de células vivas, de otro cultivo 
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de Y. lipolytica 2.2ab se tomaron las células de igual manera al inicio de la fase 

exponencial, las cuales fueron esterilizadas para determinar el 100 % de células muertas. 

Posteriormente, se realizaron diluciones de las células vivas con las células muertas para 

obtener la curva de calibración y determinar la viabilidad celular de Y. lipolytica 2.2ab 

por espectrofotometría. La densidad óptica (DO) se determinó a 664 nm con un 

espectrofotómetro SHIMADZU, UV-1800. La curva de calibración para Y lipolytica 

2.2ab se obtuvo mediante la relación de la DO contra el porcentaje de las células muertas, 

usando células vivas en suspensión tratadas con azul de metileno como blanco. El proceso 

se llevó a cabo por duplicado. 

 

5.7.Producción de compuestos bioactivos en medio superficial 

Los experimentos de bioconversión se llevaron a cabo en frascos serológicos con medio 

de cultivo PDA y ADS, y un inóculo de 1 x 106 células mL-1. Después de 7 días de 

crecimiento a 30 °C, se agregó el precursor naringenina de la siguiente forma: Se 

adicionaron 10 mL de una solución de naringenina (42 mg L-1 previamente disueltos en 

1 % de etanol) cubriendo el crecimiento superficial de Y. lipolytica 2.2ab. Se tomaron 

muestras de 5 mL de la solución del medio de reacción después de 192 h de 

bioconversión. Las muestras se filtraron, separando así el sobrenadante de las células y 

se acidificaron a pH 4 con HCl 2 M y se extrajeron tres veces con acetato de etilo en una 

relación 1: 1, se agitaron en vórtex y se asentaron para separar las fases. La fase orgánica 

(acetato de etilo), fue utilizada para la identificación de compuestos (Hernández-Guzmán, 

2015). 

5.8.Producción de compuestos bioactivos en diferentes medios líquidos 

La bioconversión en medio líquido de la naringenina se llevó a cabo en matraces 

Erlenmeyer de 250 mL en dos diferentes medios, Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS) y en 

Caldo Papa Dextrosa (CPD) en un volumen final de medio de 100 mL, manteniéndolos a 

150 rpm, 30 °C con un pH de 5.5 y un inóculo de 1 x 106 células mL-1 de Y. lipolytica 

2.2ab. Después de 24 y 48 h de crecimiento de Y. lipolytica 2.2ab en medio CDS y CPD, 

respectivamente, se agregó el 42 mg del precursor naringenina (previamente disuelto en 

1 mL de etanol). También se llevó a cabo la bioconversión de la naringenina en buffer de 

fosfatos a pH 7. Las células de Y. lipolytica 2.2ab utilizadas para la bioconversión en 

buffer de fosfatos se obtuvieron del crecimiento en CDS y en CPD a la mitad de la fase 
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exponencial, correspondiente a las 24 y 48 h de crecimiento, respectivamente, 

previamente lavadas y re-suspendidas en el mismo buffer de fosfatos, posteriormente se 

agregaron 42 mg del precursor naringenina (previamente disuelto en 1 mL de etanol), 

para el proceso de bioconversión y observar si se obtenían los mismos niveles de 

bioconversión y producción de compuestos de mayor valor agregado. La bioconversión 

de la naringenina se llevó a cabo en 100 mL de buffer de fosfatos en matraces Erlenmeyer 

de 250 mL, manteniéndolos a 150 rpm, 30 °C y un inóculo de 3.5 y 1.5 g mL-1 de Y. 

lipolytica 2.2ab aproximadamente, provenientes de los medios CDS y CPD, 

respectivamente, con el fin de identificar la mejor producción de flavonoides bioactivos 

haciendo comparación con el medio APD y el ADS. Posteriormente se tomaron muestras 

de 5 mL de los medios de reacción después de 192 h de bioconversión. Las muestras se 

filtraron, separando así el sobrenadante de las células, se acidifico el sobrenadante a pH 

4 con HCl 2 M, posteriormente se realizó una extracción al sobrenadante con acetato de 

etilo en una relación 1: 1, esta extracción se realizó tres veces, se agitaron en vórtex y se 

asentaron para separar las fases. La fase orgánica (acetato de etilo), fue utilizada para la 

identificación de compuestos (Hernández-Guzmán, 2015).  

Tabla 5.1. Caldo de cultivo Dextrosa Sabouraud (CDS). 

 
Compuesto g L-1 

Peptona de carne 5 

Peptona de caseína 5 

Dextrosa 20 

 

Tabla 5.2. Caldo de cultivo Papa Dextrosa (CPD). 
Compuesto g L-1 

Almidón de papa 4 

Dextrosa 20 

 

5.9.Efecto de la concentración de naringenina en los sistemas de producción  

5.9.1. Procedimiento de bioconversión en medio superficial 

Los experimentos de bioconversión se realizaron en frascos serológicos de 25 mL con 10 

mL de medio de cultivo PDA con un inóculo de 1x106 células mL-1 de Y. lipolytica 2.2ab. 

Los frascos se incubaron por 7 días, los cuales permanecieron a 30 °C. Una vez 

transcurridos los días de incubación la naringenina en solución fue agregada cubriendo el 

crecimiento superficial de la cepa. Se probaron trece concentraciones de naringenina, 0.1, 

0.15, 0.2, 0.3, 0.45, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 2, 3, 4.5 y 6 g L-1, los cultivos se incubaron a 30 °C 
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durante 8 días para el proceso de bioconversión. Se tomaron muestras de 5 mL de la 

solución del medio de reacción después de 192 h de bioconversión. Las muestras se 

filtraron, separando así el sobrenadante de las células, el sobrenadante se acidificó a pH 

4 con HCl 2 M y posteriormente se extrajeron los compuestos del sobrenadante a lo que 

le denominamos extracto, esta extracción se llevó tres veces con acetato de etilo en una 

relación 1:1, se agitaron en vórtex y se dejó en reposo para permitir la separación de fases. 

La fase orgánica (acetato de etilo), fue utilizada para la identificación de compuestos. El 

control fue naringenina disuelta en medio de cultivo estéril, cada experimento se realizó 

por triplicado.   

 

5.9.2. Procedimiento de bioconversión en medio líquido 

Para los experimentos de bioconversión en medio líquido se utilizó CDS en matraces 

Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo (pH 5.5), inoculando 1x106 células mL-1 de 

Y. lipolytica 2.2ab, se incubó por 24 h a 150 rpm y 30 °C para el crecimiento de la 

levadura. A la mitad de la fase exponencial de Y. lipolytica 2.2ab fue agregada la 

naringenina previamente disuelta en etanol para iniciar la bioconversión, probando doce 

concentraciones iniciales de naringenina, 0.1, 0.2, 0.3, 0.45, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 2, 3, 4.5 y 6 

g L-1. Al igual que en el proceso de bioconversión en medio superficial, los cultivos se 

incubaron por 8 días a 30 °C. Se tomaron muestras de 5 ml de los medios de reacción 

después de 192 h de bioconversión. Las muestras se filtraron, separando así el 

sobrenadante de las células, el sobrenadante se acidificó a pH 4 con HCl 2 M y 

posteriormente se extrajeron los compuestos del sobrenadante a lo que le denominamos 

extracto, esta extracción se llevó tres veces con acetato de etilo en una relación 1:1, se 

agitaron en vórtex y se dejó en reposo para permitir la separación de fases. Posteriormente 

se inyectaron 20 μL de la fase superior (acetato de etilo) al cromatógrafo para la 

identificación de compuestos. El control fue naringenina en medio estéril y cada 

experimento se realizó por triplicado.  

 

5.10. Análisis de productos por Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

Los extractos procedentes de las bioconversiones en medio superficial como en medio 

líquido fueron acidificados a pH 4 con HCl 2 M, estos extractos fueron extraídos tres 

veces con acetato de etilo en una relación 1:1, posteriormente se observó la separación de 
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fases y se inyectaron 20 µL de muestra de la fase superior correspondiente al acetato de 

etilo en el HPLC. La fase orgánica (acetato de etilo) de las bioconversiones realizada en 

medio superficial y medio líquido, fueron utilizadas para la cuantificación de la 

naringenina y la presencia de productos formados, mediante cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) y mediante la técnica de estándar externo. Se utilizaron estándares 

comerciales de naringenina, eriodictiol, apigenina, quercetina, luteolina, miricetina, 

aromadedrina y ampelopsina (Sigma-Aldrich) para la identificación de los compuestos 

presentes en la bioconversión, de acuerdo con sus tiempos de retención característicos. El 

HPLC (Agilent 1100®) está equipado con un detector de arreglo de diodos (UV-VIS) y 

una bomba cuaternaria, la detección de longitud de onda se llevó a cabo a 258 y 290 nm. 

Se utilizó una columna de fase inversa C-18 (ZORBAX® Eclipse 5 µm, 250 mm x 4.6 

mm). Se utilizaron como fase móvil acetonitrilo (solvente A) y 0.1 % de ácido acético 

(solvente B) a una velocidad de flujo de 0.8 mL min-1, el volumen de inyección fue de 20 

µL a una temperatura de 30 °C, el gradiente de elución fue: gradiente lineal de Solvente 

A de 25 a 38 % por 10 minutos, elución isocrática de solvente A de 38 % por 18 min, 

gradiente lineal de solvente A de 38 a 25 % por 2 min y una elución isocrática de solvente 

A de 25 % por 6 min (Madej y col., 2014).  

 

5.11. Análisis del producto por cromatografía líquida de ultra alta resolución 

acoplada a masas (UPLC-MS/MS) 

Se requirió el uso de un cromatógrafo de líquidos de ultra alta resolución Acquity UPLC® 

(Waters, EE. UU.) acoplado a espectroscopia de masas-masas (UPLC / MS-MS) 

utilizando un módulo de ionización negativa (ESI-). La columna utilizada fue una fase 

inversa, Acquity UPLC® BEH C18 (2.1x150x1.7 μm) (Waters) la cual se mantuvo a 30 

°C, a voltaje de entre 30-99.93 V con un volumen de inyección de 10 µL. La fase móvil 

utilizada fue agua acidificada al 1 % v/v (agua / ácido fórmico 7.5 mM) (Fase A) y 

acetonitrilo (grado masas) (Fase B) a una velocidad de flujo de 0.210 mL min-1, una 

temperatura de la fuente de 150 °C, una temperatura de solvatación de 450 °C, con un 

flujo de gas del cono de 151 L h-1 y un flujo de nitrógeno de 796 L h-1. Como cosolvente, 

se usó metanol con ácido fórmico al 0.1 %. EL tiempo total de la corrida fue de 20 min y 

una elución de la fase A en gradiente lineal del 97 al 91 % por 1.88 min, de 91 al 84 % 

por 3.78 min, de 84 al 50 % por 11.24 min, de 50 al 97 % durante 2.72 min y una elución 

isocrática del solvente A de 97 % durante 0.4 min. La cuantificación de flavonoides se 



25 
 

realizó en modo de monitoreo de reacción múltiple (MRM) en MS / MS. Esto se llevó a 

cabo a través del conjunto de iones para detectar las transiciones de los iones padres a los 

iones de compuestos producidos: naringenina 272> 119 Da, apigenina 270> 117 Da, 

luteolina 286> 131 Da, eriodictyol 287> 135Da, aromadedrina 288> 125 Da, quercetina 

302> 151 Da, ampelopsina 320> 153 Da y miricetina 318> 151 Da. 

5.12. Actividad Antioxidante 

Se midió la actividad antioxidante mediante los métodos de eliminación de radicales 

libres DPPH● y ABTS●. El ensayo por DPPH* (1,1-Difenil-2- picrilhidrazilo) se midió 

por el método propuesto por Brand-Williams y col. (1995) con modificaciones. Se 

preparó una solución de DPPH● en metanol (25 mg L-1). Se tomaron 3.9 mL de la solución 

de metanol y se le añadieron 0.1 mL de la mezcla de extracto obtenido a las diferentes 

concentraciones iniciales de naringenina. Se mezclaron vigorosamente y se dejaron 

reposar a temperatura ambiente por 30 min en oscuridad. La absorbancia se midió a 517 

nm con un espectrofotómetro UV-VIS (SHIMADZU®). El porcentaje de inhibición del 

radical DPPH● para las mezclas de extracto fue evaluada de la siguiente manera: 

% Inhibición= (A0-A30)/A0) X 100  (1) 

donde A0 es la absorbancia del radical DPPH● a tiempo cero y A30 es la absorbancia del 

radical DPPH● después de treinta minutos de incubación.  

Mediante la técnica propuesta por Kim y col. (2003) con algunas modificaciones se 

realizó el ensayo de eliminación del radical ABTS● (Ácido 2,2'–azino–bis–3– 

etillbenzotiazolin– 6–sulfónico). Se preparó una solución de ABTS● 7 mM y una solución 

de persulfato de potasio 2.45 mM. Se mezclaron en partes iguales estas soluciones y se 

mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente de 12 a 16 h para la formación del 

radical ABTS●. Una vez pasado de 12 a 16 h, la solución de ABTS● se diluye en etanol 

para obtener una absorbancia de 0.8 (± 0.02) a 734 nm. Para el análisis de las muestras se 

tomaron 100 µL de la mezcla de extracto a diferentes concentraciones iniciales de 

naringenina y se añadieron 1.9 mL de la solución del radical ABTS●. Las mediciones se 

realizaron por triplicado y se utilizó naringenina como control. El porcentaje de inhibición 

del radical ABTS● se calculó de la forma descrita que para el radical de DPPH●, utilizando 

la ecuación 1 para determinar el % de inhibición del radical ABTS●. 



26 
 

5.13. Flavonoides Totales 

Se tomaron 0.5 mL de extracto y se introdujeron en un matraz de 10 mL, se le añadieron 

0.3 mL de NaNO2, después de 5 min se adicionó 0.6 mL de AlCl3 al 10 % p/v, se dejó 

reposar 6 min y se agregaron 2 mL de NaOH 1 M; finalmente se aforó con agua destilada. 

La absorbancia se determinó a 510 nm y se realizó una curva patrón utilizando el estándar 

de naringenina para determinar la concentración de flavonoides en las muestras (Zhishen 

y col., 1999). 

5.14. Análisis estadístico. 

Con los datos obtenidos del efecto de la concentración de la naringenina en los medios 

superficial y líquido se realizó un Análisis de varianza (ANOVA) para determinar si 

existe diferencia significativa en la formación de compuestos y la actividad antioxidante; 

se realizó un análisis factorial utilizando el paquete estadístico NCSS 2012, se aplicó un 

ANOVA y la prueba de Tuckey con α ≤ 0.05 para observar diferencias significativas. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los fitoquímicos como los flavonoides se caracterizan por ser compuestos bioactivos, los 

cuales han adquirido gran trascendencia en la actualidad debido a su enorme diversidad de 

efectos benéficos para la salud al ser consumidos en la dieta. Los organismos vegetales son 

constituyentes frecuentes del régimen alimenticio los cuales evidencian propiedades 

nutritivas y efectos terapéuticos ligado al contenido de fitoquímicos. Estos compuestos 

bioactivos se han comercializado como nutracéuticos, los cuales son suplementos dietéticos 

que brindan efectos benéficos a la salud. Los flavonoides pueden ser ingeridos mediante 

diversas formas farmacéuticas, como emulsiones, píldoras, comprimidos, cápsulas, etc. Las 

plantas son la materia prima más importante para la extracción de flavonoides los cuales son 

de especial interés en la industria farmacéutica ya que son una fuente potencial para la 

obtención de fármacos inocuos y efectivos para el tratamiento de diversas enfermedades 

crónico degenerativas (Drago-Serrano y col., 2006). En la industria alimenticia se utilizan 

aditivos alimenticios que se agregan a un alimento industrializado para brindarles solidez 

fisicoquímica, estabilidad contra oxidación, incremento en la solubilidad y características 

sensoriales deseables. Los aditivos alimenticios como las ciclodextrinas pueden ser aplicados 

como protector a flavonoides que poseen baja solubilidad, evitando su probable degradación 

en el tracto intestinal y manteniendo la biodisponibilidad de estos compuestos, para que 

logren desempeñar su mayor efecto biológico en el intestino grueso (Estrada-Sierra, 2015).  

La molécula 4',5,7-trihydroxy-flavanona mejor conocida como naringenina es un flavonoide 

perteneciente al grupo de las flavanonas, el cual, posee gran variedad de actividades 

biológicas (antiinflamatoria, vasodilatadora, antioxidante, etc.) de interés para la industria 

farmacéutica y alimentaria, también ostenta cierta importancia en el campo de la biosíntesis, 

ya que es precursor directo en la formación de otros compuestos con mayor valor agregado 

como la apigenina y el eriodictiol entre otros (Rubio y col., 2011). 
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6.1.Producción de compuestos bioactivos en medio superficial 

En primera instancia se realizó el proceso de bioconversión utilizando como precursor una 

solución de naringenina (42 mg L-1), cubriendo el crecimiento superficial de los medios PDA 

y ADS) de Y. lipolytica 2.2. ab, el cual mostró potencial de bioconversión de naringenina a 

sus correspondientes compuestos hidroxilados y deshidrogenados en el medio PDA en un 

tiempo máximo de 192 h. Los productos fueron extraídos con acetato de etilo y analizados 

por HPLC. La Figura 6.1 se muestran diferentes señales con respectivos tiempos de retención 

y áreas. El pico con mayor área corresponde a la naringenina, el tiempo de retención (tr) 

concuerda con el estándar comercial el cual fue de 15.186 min (Figura A1. Anexo).  

 

 
Figura 6.1. Cromatograma HPLC correspondiente a la bioconversión de naringenina por Yarrowia 

lipolytica 2.2ab 192 h de cultivo en PDA posterior a la adición de naringenina como precursor. 
 

 

Una vez que Y. lipolytica 2.2ab mostró potencial de bioconversión, se requirió el uso del 

UPLC-MS/MS para la identificación de los compuestos. En la Figura 6.2 se observan las 

diferentes señales obtenidas del UPLC-MS/MS, con el método MRM (Monitorización de 

Reacción Múltiple), detectándose varios picos a diferente tiempo de retención (tr), masa y 

patrón de fragmentación los cuales corresponden con los estándares comerciales.  En la 

Figura A2 (Anexo), se muestran los cromatogramas de naringenina y sus correspondientes 

compuestos enriquecidos, apigenina, luteolina, eriodictiol, floretina y catequina. Los 

patrones de fragmentación (m/z) obtenidos por el análisis MRM fueron 151.04 y 119.06 para 
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el peso de la naringenina y su tr fue de 9.38 min, el resto de los compuestos identificados se 

presentan en la Tabla 6.1 con los patrones de fragmentación característicos (m/z), estructura, 

peso molecular y tr. Los medios de cultivo con Y. lipolytica 2.2ab y sin la adición de 

naringenina como precursor se utilizaron como control (Figura A3). En estudios previos Y. 

lipolytica 2.2ab demostró tener la capacidad de oxidar la molécula de (+)-valenceno a (+)-

nootkatona. También ha demostrado hidroxilar a la naringenina, sin embargo, los compuestos 

no fueron identificados, y a diferencia de este estudio previo, en este trabajo los compuestos 

hidroxilados fueron ampliamente identificados durante el proceso de bioconversión 

(Hernández-Guzmán, 2015; Palmerin-Carreño y col., 2015).  

 

 

 

 
Figura 6.2. Cromatograma HPLC-MS/MS correspondiente a la bioconversión de naringenina por 

Yarrowia lipolytica 2.2ab 192 h de cultivo posterior a la adición de naringenina como precursor. 
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Tabla 6.1. Productos identificados a partir de la bioconversión de la naringenina en medio 

superficial (PDA). 

 

 

Compuesto 

 

 

Estructura 

 

Fórmula 

y Peso 

Molecular 

 

Tiempo 

de 

retención 

(tr) 

 

Patrones de 

fragmentación  

(m/z) 

 

Apigenina 

 

 

C15H10O5 

270 g/mol 

 

 

 

9.25 min 

 

 

271, 211, 164, 

151, 148,133, 

117 

 

Luteolina 

 

 

C15H10O6 

286 g/mol 

 

 

8.71 min 

 

 

285, 151, 133 

 

Eriodictiol 

 

 

C15H12O6 

288 g/mol  

 

 

8.75 min 

 

 

287, 151, 135, 

119, 175 

 

Floretina 

 

 

C15H14O5 

274 g/mol 

 

 

9.37 min 

 

 

273, 167, 124, 

113 

 

Catequina 

 

 

C15H14O6 

290 g/mol 

 

 

4.5 min 

 

 

289, 125 

 

 

 

6.2.Producción de compuestos bioactivos en medio líquido 

6.2.1. Cinéticas de crecimiento de Y. lipolytica 2.2ab en medio líquido 

Se observó que Y. lipolytica 2.2ab tiene el sistema enzimático requerido para llevar a cabo la 

bioconversión de la naringenina a compuestos hidroxilados, los cuales son compuestos de 

mayor valor agregado debido a que aumentan sus propiedades biológicas, por lo que, se 

prosiguió a la bioconversión en medio líquido, utilizando dos diferentes medios (CPD y 

CDS) con el fin de comprobar cuál es el mejor sistema de producción de compuestos 

hidroxilados. El incremento  de  la  actividad  antioxidante  en  los  flavonoides  es 

directamente proporcional al grado de hidroxilación (Kitamura y col., 2013). Las cinéticas 
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de crecimiento se presentan en la Figura 6.3 obteniendo como resultado el aumento de 

biomasa de Y. lipolytica 2.2ab, este crecimiento se llevó a cabo en matraces Erlenmeyer en 

ambos caldos, manteniéndolo a 150 rpm, 30 °C con un pH inicial de 5.5. En esta Figura (6.3), 

se observa que al inicio una fase lag o de adaptación corta, aproximadamente de 4 h, 

posteriormente inicia la fase exponencial de crecimiento con una pendiente pronunciada en 

el medio DSB, por lo que el cultivo se encuentra consumiendo la fuente de carbono, la 

concentración de sustrato fue de 20 g L-1 de glucosa produciendo 7.25 g L-1 de biomasa seca. 

La cinética obtenida a partir del medio CPD se alcanza una producción de 3.1 g L-1 de 

biomasa a partir de los 20 g L-1 de glucosa que contiene el medio. 

 

Figura 6.3. Cinética de crecimiento de Y. lipolytica 2.2 ab en caldo papa dextrosa y caldo dextrosa 

sabouraud. 
 

6.2.2. Bioconversión de la naringenina en medio líquido 

Después de analizar las cinéticas de crecimiento, se procedió a la bioconversión de la 

naringenina por Y. lipolytica 2.2ab en medio líquido. La Figura 6.4 presenta el consumo de 

glucosa, la cinética de crecimiento y la viabilidad celular de Y. lipolytica 2.2ab durante el 

proceso de bioconversión en medio CDS. El rendimiento de biomasa fue de 0.52 (Yx/s) con 

un consumo de glucosa de 13.88 g L-1, una viabilidad de 18.22 % y una máxima producción 

de biomasa seca de 7.13 g L-1 después de 192 h de bioconversión, el cual inició después de 
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24 h del inóculo de Y. lipolytica 2.2ab, justo a la mitad de la fase exponencial de crecimiento, 

la concentración de naringenina fue de 42 mg L-1. 

 

 
Figura 6.4. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y viabilidad para Y. lipolytica 2.2 ab en 

CDS.  

                              
La cinética de crecimiento de Y. lipolytica 2.2ab en medio CPD se presenta en la Figura 6.5 

en donde se obtuvo un rendimiento de biomasa de 0.40 con un consumo de glucosa de 8.81 

g L-1, una viabilidad de 32.14 % y una máxima producción de biomasa seca de 3.56 g L-1 

después de 192 h del proceso de bioconversión. Para llevar a cabo la bioconversión se realizó 

la adición del precursor a la mitad de la fase exponencial, correspondiente a las 24 y 48 h de 

crecimiento para los medios CDS y CPD, respectivamente. Después de 24 h de haber sido 

agregado el precursor se observa la muerte celular en ambos medios, hasta llegar al 18.22 y 

32.14 % de células vivas después de 192 h del proceso de bioconversión para el medio CDS 

y CPD, respectivamente. Las plantas heridas secretan flavonoides que actúan como 

fitoalexinas para defenderse de posibles ataques, presentando una barrera química de defensa 

contra hongos, bacterias y virus (Gimeno Creus, 2004; Hernández-Guzmán, 2015). 
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Figura 6.5. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y viabilidad para Y. lipolytica 2.2ab en 

CPD. 

 
Una vez terminado el proceso de bioconversión (192 h) en ambos medios, se procedió a 

filtrar estos medios para retirar las células de Y. lipolytica 2.2ab y el sobrenadante se le 

denominado extracto. Posteriormente se realizó la extracción de compuestos producidos a 

estos extractos con acetato de etilo y se analizaron mediante UPLC-MS/MS con el método 

MRM (Multiple Reaction Monitoring). La Figura 6.6a presenta picos a diferentes tr, masa y 

patrones de fragmentación, los cuales corresponden con los estándares comerciales (Figura 

A2, Anexo). Como se mencionó anteriormente, la bioconversión también se llevó en medio 

CPD y en la Figura 6.6b podemos observar el perfil cromatográfico del UPLC-MS/MS de la 

bioconversión de la naringenina utilizando este medio. Se observan señales a diferente tr, 

peso molecular y áreas, que coinciden con las características de los estándares comerciales 

(Figura A2, Anexo). Al igual que la bioconversión en medio superficial el análisis por MRM 

se observaron patrones de fragmentación de la naringenina, los cuales fueron 151.04 y 119.06 

y un tr 9.38 min. 
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Figura 6.6. Cromatograma UPLC-MS/MS tras análisis MRM que muestra los picos m/z correspondiente a 

naringenina y otros compuestos producidos por la bioconversión en los medios a) CDS y b) CPD. 

 

La Tabla 6.2 presenta los compuestos que fueron identificados como productos por el UPLC-

MS/MS en la bioconversión de la naringenina en medio CDS y CPD. Los compuestos 

formados en su mayoría son los mismos que se identificaron en la bioconversión en medio 

superficial, la diferencia en esta bioconversión en medio líquido fue la identificación del 

compuesto denominado quercetina y la ausencia de la catequina para la bioconversión en 

medio CDS y para la bioconversión en medio CPD los compuestos identificados fueron la 

apigenina, eriodictiol y floretina. 
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Tabla 6.2. Productos en la bioconversión de la naringenina en caldo dextrosa sabouraud y en caldo 

papa dextrosa. 
 

 

 

Compuesto 

 

 

Estructura 

 

Fórmula 

y Peso 

Molecular 

 

Tiempo 

de 

retención 

(tr) 

 

Patrones de 

fragmentación  

(m/z) 

 

Apigenina 

 

 

C15H10O5 

270 g/mol 

 

 

9.25 min 

 

271, 211, 164, 

151, 148,133, 

117 

 

Luteolina 

 

 

C15H10O6 

286 g/mol 

 

8.71 min 

 

285, 151, 133 

 

Eriodictiol 

 

 

C15H12O6 

288 g/mol  

 

8.75 min 

 

287, 151, 135, 

119, 175 

 

Floretina 

 

 

C15H14O5 

274 g/mol 

 

9.37 min 

 

273, 167, 124, 

113 

 

Quercetina 

 

 

C15H10O7 

302 g/mol 

 

9.37 min 

 

301, 271, 179, 

151, 107 

 

 

Un hecho completamente satisfactorio fue la detección de compuestos hidroxilados 

(compuestos de mayor valor agregado) como productos de la bioconversión de la naringenina 

en medio líquido. Una vez que se logró detectar la presencia de estos compuestos se procedió 

a realizar la bioconversión de la naringenina en buffer de fosfatos a pH 7, en donde las células 

de Y. lipolytica 2.2ab provenían de cultivos en CDS y en CPD a la mitad de la fase 

exponencial, correspondiente a las 24 y 48 h de crecimiento, respectivamente, las cuales 

fueron lavadas con buffer y re-suspendidas en el mismo, posteriormente se añadió el 

precursor naringenina para el proceso de bioconversión y observar si se mantenían los 

mismos niveles de bioconversión y producción de compuestos de mayor valor agregado. La 
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Figura 6.7 presenta el perfil cromatográfico UPLC-MS/MS con el método MRM, 

detectándose picos, m/z y tr de diferentes compuestos; y a diferencia de la bioconversión con 

el medio CDS y CPD no se observaron en demasía las señales de posibles productos. La 

Tabla 6.3 presenta los compuestos identificados como productos de esta bioconversión los 

cuales fueron apigenina y floretina. La naringenina ha sido enriquecida con compuestos 

fenólicos hidroxilados mediante el uso de lacasas en soluciones buffer de fosfatos y en buffer 

acetato de amonio como medio de bioconversión (Prasetyo y col., 2011). Roh y col., (2009) 

llevaron a cabo la hidroxilación de isoflavonoides por Streptomyces avermitilis MA-4680 en 

buffer de fosfatos como medio de bioconversión.  

 
Figura 6.7. Cromatograma UPLC-MS/MS tras análisis MRM que muestra los picos m/z correspondiente a 

naringenina y otros compuestos producidos por la bioconversión en buffer de fosfatos; las células provenían 

de los medios a) CDS y b) CPD. 
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Tabla 6.3. Productos identificados en la bioconversión de la naringenina en buffer de fosfatos. 

 

 

Compuesto 

 

 

Estructura 

 

Fórmula 

y Peso 

Molecular 

 

Tiempo 

de 

retención 

(tr) 

 

Patrones de 

fragmentación  

(m/z) 

 

Apigenina 

 

 

C15H10O5 

270 g/mol 

 

 

9.25 min 

 

271, 211, 164, 

151, 148,133, 

117 

 

Floretina 

 

 

C15H14O5 

274 g/mol 

 

9.37 min 

 

273, 167, 124, 

113 

 

En la Tabla 6.4 se presenta la cuantificación de los compuestos identificados como productos 

en los diversos medios utilizados para la bioconversión de la naringenina por Y. lipolytica 

2.2ab. Los tipos de cultivo en los que se observó mayor producción de flavonoides fueron en 

medio superficial y en CDS, por lo que se determinó continuar los estudios del efecto de la 

concentración de la naringenina en el proceso de bioconversión por Y. lipolytica 2.2ab en 

estos dos medios.  

Tabla 6.4. Concentración de productos en los diferentes medios. 

 

 

 

Compuesto 

Concentración (µg L-1) 

 

CDS 

 

CPD 

Buffer 

 Fosfatos - 

CDS 

Buffer 

 Fosfatos - 

CPD 

 

Superficial 

(PDA) 

Naringenina 4510 ± 0.17 7920 ± 1.93 10000 ± 0.68 6070 ± 0.21 8220 ± 0.74 

Apigenina 0.661 ± 0.02 0.454 ± 0.01 1.16 ± 0.00 0.391 ± 0.03 28.5 ± 4.54 

Eriodictiol 3.32 ± 0.18 4.95 ± 0.03 --- --- 135 ± 8.57 

Luteolina 0.36 ± 0.01 --- ---- --- 0.724 ± 0.09 

Floretina 1.33 ± 0.08 0.323 ± 0.04 20 ± 3.05 2.17 ± 0.23 19.4 ± 2.67 

Quercetina 21.8 ± 0.28 --- --- --- --- 

Catequina --- --- --- --- 0.089 ± 0.00 
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6.3. Efecto de la concentración de naringenina en el proceso de bioconversión  

La concentración inicial de naringenina varió de 100 a 6000 mg L-1 en dos tipos de cultivos, 

superficial (PDA) y líquido (CDS), para la producción de flavonoides por células enteras de 

Y. lipolytica 2.2ab. Las evidencias experimentales indican que el comportamiento de 

producción de los flavonoides es diferente entre los cultivos. 

No fue posible relacionar el rendimiento de bioconversión de los flavonoides identificados 

(mg de productos identificados por mg de naringenina consumida) con la concentración 

inicial de naringenina, sin embargo, se observó que cuando aumenta la concentración de 

naringenina, la concentración de los productos identificados disminuye, mientras que la 

formación de compuestos no identificados aumenta en una relación no proporcional. Por 

ejemplo, se detectó un compuesto con un peso molecular de 475 g mol−1 (UPLC-MS/MS), 

pero este nuevo compuesto no se pudo correlacionar con la biblioteca del equipo. Es 

importante señalar, que sólo a la concentración de 100 mg L-1 de naringenina en cultivo 

líquido, todos los productos identificados estaban presentes con un rendimiento (Yp/s) de 

0.319, que fue el más alto. También se observa que la naringenina residual es más alta en el 

medio líquido que en el medio superficial, esto podría deberse a la absorción del precursor 

en el agar. Para aclarar esto, se realizó un ensayo en el que se utilizó 100 mgL-1 de 

concentración inicial de naringenina y biomasa previamente inactivada por esterilización; y 

se obtuvo una recuperación del 99.4 % de la naringenina añadida para el cultivo líquido, en 

contraste con el 79.17 % obtenido en el medio de cultivo de superficial. Con estos resultados 

obtenidos concluimos que la naringenina y los compuestos producidos son absorbidos por el 

medio superficial. La biomasa inactivada utilizada fue de 1 x 106 células mL-1 y 

aproximadamente 7 g L-1 para los medios superficial y líquido, respectivamente.  

6.3.1. Efecto de la concentración de naringenina en medio superficial. 

En esta sección se evaluó el efecto de la concentración inicial de naringenina en la 

bioconversión en medio superficial. Las Tablas 6.5-6.6 muestran los compuestos obtenidos 

de la bioconversión de naringenina en el cultivo superficial. Asimismo, la Figura 6.9 muestra 

el análisis UPLC-ESI-MS/MS de los flavonoides obtenidos. Las reacciones de biotransformación 
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de flavonoides por Y. lipolytica 2.2ab incluyen reacciones de deshidrogenación e 

hidroxilación como las principales modificaciones a la molécula de naringenina nativa. La 

transformación microbiana de los flavonoides es ampliamente informada por varios 

mecanismos, entre los que destacan la formación de enlaces carbono-carbono, metilación e 

hidroxilación (Das y Rosazza, 2006). Con respecto a los flavonoides biosintetizados en este 

trabajo, la molécula de ampelopsina no se ha reportado previamente como producto de esta 

bioconversión de naringenina. En trabajos relacionados, muy pocos flavonoides se describen 

como productos por bioconversión utilizando células microbianas recombinantes en medio 

líquido, entre ellas la apigenina, luteolina, eriodictiol, aromadedrina y recientemente, 

quercetina y miricetina (Lee y col., 2014; Marín y col., 2018; Minato y col., 2003; Ribeiro y 

Ribeiro, 2008; Velasco y col., 2009). De acuerdo con el análisis de variancia (ANOVA) y 

prueba F no existe diferencia significativa (p < 0.05) en la formación de los compuestos 

identificados en las diferentes concentraciones iniciales de naringenina, por lo que la 

obtención de los compuestos identificados demostró ser independiente de la concentración 

inicial de naringenina utilizada. (Tabla A1, Anexo). Cabe destacar que, entre las trece 

concentraciones estudiadas en este trabajo, las cuales se observan en la Tabla 6.5, la 

concentración de 300 mg L-1 en medio superficial presentó las moléculas más identificadas 

y cuantificadas, obteniendo 11.3 mg L-1 de flavonoides bioactivos, que representa 0.0377 mg 

de producto por mg de naringenina.  

6.3.2. Efecto de la concentración de naringenina en medio líquido. 

Se evaluó el efecto de la concentración inicial de naringenina en cultivo líquido obteniendo 

siete compuestos diferentes de la bioconversión (Tablas 6.6-6.7 y Figura 6.10). Al igual que 

en el medio superficial, los compuestos se identificaron por cromatografía UPLC-MS/MS en 

monitoreo de reacción múltiple (MRM) en módulo de ionización negativo (ESI-). La Figura 

6.8 presenta análisis UPLC-MS/MS de flavonoides obtenidos por Y. lipolytica 2.2ab en 

cultivo líquido. De acuerdo con el análisis de variancia (ANOVA) y prueba F no existe 

diferencia significativa (p < 0.05) en la formación de los compuestos identificados en las 

diferentes concentraciones iniciales de naringenina. Con la estadística descriptiva la 

apigenina fue el compuesto identificado que se obtuvo en mayor proporción en las diferentes 
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concentraciones iniciales (Tabla A2, Anexo). En este cultivo líquido con 100 mg L-1 de 

naringenina inicial, la cantidad de flavonoides bioactivos producidos fue de 26.43 mg, 

obteniendo así 0.2643 mg de producto por mg de naringenina. En un estudio relacionado, 

Pérez-Nájera y col. (2013) extrajeron flavonoides de una parte de las cáscaras de lima, 

obteniendo 0.0143 mg de flavonoides (equivalentes de quercetina) por mg de materia seca. 

Estos autores afirmaron que esta cantidad es alta ya que los flavonoides están presentes 

principalmente en la cáscara y el bagazo. Por otro lado, Fajardo-Romero y col. (2016)  

cuantificaron flavonoides de la cubierta exterior de la cebolla roja, obteniendo 0.0046 mg de 

flavonoides (equivalentes de quercetina) por mg de materia seca. En ambos casos se 

cuantificaron los flavonoides totales (glicosilados inactivos y desglicosilados). En este 

estudio, la producción de flavonoides aumentó hasta 57 veces en medio líquido y 8.19 veces 

en medio superficial. El presente trabajo demuestra que la bioconversión puede superar las 

restricciones de las extracciones de fuentes vegetales de estos compuestos, y además (Cao y 

col., 2015; Lee y col., 2014), los flavonoides están libres de glicosilación y de uniones 

complejas con otros compuestos fenólicos (Marín y col., 2018). 

 

 

  
Figura 6.8. Análisis UPLC-ESI-MS/MS de flavonoides obtenidos por Y. lipolytica 2.2ab en cultivo 

líquido. 
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6.3.3. Producción de Apigenina 

Esta flavona se produce como resultado de la reacción oxidativa catalizada por una 

dioxigenasa dependiente de la 2-oxoglutarato (2-ODG) con actividad flavona sintasa (FNS) 

en la naringenina precursora que causa la formación de un enlace doble enlace carbono-

carbono (Marín y col., 2017). Es interesante observar que las tasas de formación de apigenina 

biosintetizada por Y. lipolytica 2.2ab fueron 2.89 ± 0.11 mg L-1 y 21.68 ± 0.00 mg L-1 en 

medio superficial y líquido, respectivamente. Esto es transcendental teniendo en cuenta las 

actividades quimiopreventivas, antiinflamatorias y antioxidantes asociadas a este metabolito 

(Tong y col., 2012). En un trabajo relacionado, Park y col. (2010)  llevaron a cabo la 

bioconversión de 136 mg L-1 de naringenina a apigenina con células recombinantes de 

Streptomyces venezuelae obteniendo 1.5 mg L-1 de esta flavona, los autores aumentaron la 

producción de apigenina a 15.3 mg L-1 usando estas células recombinantes de S. venezuelae 

suplementadas con 1.2 mM de ácido 4-cumárico y 2 g L-1 de malonato de sodio mediante la 

introducción de matB y matC que codifica la malonil-CoA sintetasa, que oxida el precursor 

formando un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 (Park y col., 2011). Recientemente, Marín 

y col. (2017) informaron la producción de apigenina y naringenina por células de 

Streptomyces albus genéticamente modificadas y usando como precursor 1.2 mM de ácido 

4-cumárico y de 13.5 mM malonato de sodio, las concentraciones de apigenina y naringenina 

fueron 0.08 mg L-1 y 0.014 mg L-1, respectivamente. Estos autores aumentaron la producción 

de apigenina al agregar naringenina a una concentración de 0.1 mM (27.23 mg L-1), 

obteniendo 0.384 mg L-1 de apigenina. Cabe destacar que la obtención de apigenina en esta 

tesis tanto en medio líquido como en medio superficial para algunos experimentos, fue mayor 

en comparación con los resultados previamente reportados. La Figura 6.9 muestra la posible 

vía durante la producción de flavonoides en el cultivo de superficial obtenido a partir de una 

concentración inicial de naringenina de 300 mg L-1, lo que indica que las enzimas del aparato 

enzimático de Y. lipolytica 2.2ab podrían desempeñar un papel importante en la 

bioconversión. La naringenina es un sustrato de la enzima 2-ODG con actividad de FNS 

hacia la apigenina para la formación de un doble enlace entre el carbono 2 y 3 de la 

naringenina. La acción de esta enzima oxidorreductasa con actividad de FNS es buena en Y. 
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lipolytica 2.2ab porque se detecta una mayor cantidad de apigenina que la de su precursor en 

ambos medios.  

Tabla 6.5. Concentración de productos de la bioconversión de la naringenina por Y. lipolytica 2.2ab 

en medio superficial. 

Concentración (mg L-1) 

Naringenina 

inicial 

A
p

ig
e
n

in
a
 

E
ri

o
d

ic
ti

o
l 

M
ir

ic
et

in
a
 

A
ro

m
a

d
ed

ri
n

a
 

A
m

p
el

o
p

si
n

a
 

Naringenina 

residual 
YP/S 

100 2.97±0.09 0.00±0.00 1.27±0.00 1.49±0.00 2.10±0.01 0.90±0.07 0.079 

150 3.80±0.85 0.00±0.00 4.23±0.17 0.58±0.00 2.28±0.22 1.30±0.45 0.074 

200 2.33±0.18 0.00±0.00 4.13±0.64 0.55±0.05 1.60±0.36 0.71±0.11 0.032 

300 2.89±0.11 0.05±0.00 5.03±1.10 1.51±0.04 1.19± 0.90 0.86± 0.05 0.028 

450 2.86±0.07 0.05±0.00 4.00± 0.09 1.60± 0.23 1.15± 0.11 0.82±0.00 0.016 

600 3.00±0.16 0.00±0.00 4.18±0.19 1.46±0.00 1.10± 0.09 0.82±0.00 0.012 

800 10.40±4.40 0.00±0.00 3.90±0.70 1.48±0.10 1.28±0.25 5.33±2.19 0.009 

1000 3.04±0.04 0.04±0.00 4.36±0.11 1.46±0.00 1.09±0.08 0.83±0.02 0.007 

1500 3.03±0.22 0.14±0.00 4.38±0.13 1.47±0.00 2.10±0.22 0.89±0.09 0.006 

2000 2.41±0.16 0.14±0.00 4.30±0.19 1.45±0.00 1.28±0.29 0.82±0.00 0.004 

3000 3.13±0.36 0.00±0.00 4.31±0.12 1.46±0.00 1.45±0.25 1.02±0.01 0.003 

4500 3.46±0.44 0.00±0.00 1.54±0.03 1.49±0.03 1.30±0.23 0.99±0.13 0.001 

6000 4.50±0.47 0.00±0.00 0.00±0.00 1.44±0.07 1.41±0.06 1.40±0.32 0.001 
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Figura 6.9. Vía biosintética de flavonoides sugerida para Y. lipolytica 2.2ab en cultivo superficial. 

Dos enzimas son responsables de la bioconversión de naringenina por Y. lipolytica 2.2ab, CYP450 

(monoxigenasa citocromo P450) y 2-ODG (dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato).  

 

6.3.4. Producción de Eriodictiol 

Esta molécula pertenece al grupo de las flavanonas como la forma hidroxilada de la 

naringenina biocatalizada por CYP450 con actividad F3'H que hidroxila el carbono 3' del 

precursor. La producción de eriodictiol fue de 0.05 ± 0.00 mg L-1 y 0.29 ± 0.02 mg L-1 en 

medio superficial y en medio líquido, respectivamente. Informes anteriores indican que las 

células recombinantes de Saccharomyces cerevisiae promovieron la bioconversión de 

naringenina a eriodictiol por el complejo enzimático CYP450 (Chung y col., 2011; Kasai y 
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col., 2009; Zhu y col., 2014). La producción de eriodictiol en este trabajo es ligeramente 

superior a la reportada en otras publicaciones, por ejemplo, se informó que la producción de 

eriodictiol a una concentración de 0.002 mg L-1 usando células recombinantes de S. albus 

como biocatalizador (Marín y col., 2017). En un trabajo relacionado por Chu y col. (2016), 

las células enteras de Bacillus megaterium dio como resultado 13.53 mg L-1 de eriodictiol. 

Sin embargo, a pesar de una tasa de crecimiento celular estable por encima de 100 μM (27.23 

mg L-1) de naringenina, la conversión disminuyó, lo que se atribuyó a una inhibición de la 

reacción de hidroxilación. Palmerin-Carreño y col. (2015) también observaron la inhibición 

del sustrato y del producto de Y. lipolytica 2.2ab durante la bioconversión de (+)-valenceno 

a (+)-nootkatona. Curiosamente, la producción de eriodictiol no ha sido reportada 

previamente por Y. lipolytica en medio superficial como en medio líquido, a pesar de la baja 

concentración que se obtuvo en este estudio. En cultivo líquido, la evidencia experimental 

sugiere que la actividad de FNS es más eficiente que la de F3'H debido a una mayor 

concentración de apigenina que de eriodictiol. 

6.3.5. Producción de Luteolina 

Las tasas de formación de luteolina biosintetizada por Y. lipolytica 2.2ab fueron 0.45 mg L-1 

y 0.14 mg L-1 en medio superficial y líquido, respectivamente (Tabla 6.6). Esta flavona sólo 

fue detectada en la bioconversión por Y. lipolytica 2.2ab a una concentración inicial de 100 

mg L-1 en medio líquido y 300 mg L-1 en medio superficial.  Marín y col. (2017) informaron 

una producción de 0.09 mg L-1 de luteolina por células de S. albus genéticamente 

modificadas, lo que sugiere que esta flavona se forma a partir de la apigenina como sustrato 

de la enzima CYP450 con actividad F3'H que cataliza la reacción de hidroxilación en el 

carbono 3' hacia la luteolina. La Figura 6.10 representa la ruta biosintética sugerida para la 

producción de flavonoides por Y. lipolytica 2.2ab en cultivo líquido usando 100 mg L-1 de 

naringenina inicial. La luteolina podría producirse con su precursor la apigenina y por la 

acción de la enzima CYP450 con actividad F3'H, además, también podría producirse a partir 

del precursor eriodictiol y por la actividad de la enzima FNS.  
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Tabla 6.6. Concentración de luteolina y quercetina de la bioconversión de naringenina por 

Yarrowia lipolytica 2.2ab en cultivo superficial y líquido. 

Concentración inicial de 

naringenina 

(mg L-1) 

Tipo de 

cultivo 

 Flavonoides producidos 

(mg L-1) 

 Luteolina Quercetina 

100 Líquido  0.14 ± 0.00 0.60 ± 0.00 

300 Superficial  0.45 ± 0.00 --- 

 

6.3.6. Producción de Aromadedrina 

De los compuestos identificados en ambos tipos de cultivos, hay tres posibles productos 

directos de naringenina; dos de ellas hidroxiladas, la aromadedrina y el eriodictiol, y el tercer 

compuesto es la deshidrogenada apigenina. Para el primero, la naringenina sirve como 

sustrato de la actividad F3H de la 2-ODG hidroxilando el carbono 3 para obtener 

aromadedrina. La aromadedrina, también llamada dihidrokaempferol, es una 3-

hidroxiflavonona presente en las frutas cítricas que presenta mayor actividad antioxidante a 

medida que aumenta el grado de hidroxilación de los flavonoides (Prasetyo y col., 2011). Las 

tasas de formación de aromadedrina biosintetizada por Y. lipolytica 2.2ab fueron de 1.51 ± 

0.04 mg L-1 y 0.61 ± 0.16 mg L-1 en medio superficial y líquido, respectivamente. En un 

trabajo similar, Amor y col. (2010) utilizaron una cepa recombinante de E. coli que expresa 

el gen de hidroxilación de flavonoides en plantas obtuvieron 35 mg L-1 de aromadedrina a 

partir de 50 mg L-1 de naringenina en una sola etapa de hidroxilación del flavonoide. También 

se informó la producción de este flavanonol por células recombinantes de S. albus y S. 

coelicolor, obteniendo una concentración por debajo de 0.03 mg L-1 y 0.028 ± 0.003 mg L-1, 

respectivamente (Marín y col., 2018). Cabe destacar que por primera vez se reporta la 

producción de aromadedrina por células completas de Y. lipolytica en medio superficial. 
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6.3.7. Producción de Quercetina 

Este flavanol se detectó a una concentración de 0.60 mg L-1. Cabe destacar que la formación 

de quercetina solo se cuantificó a 100 mg L-1 de naringenina inicial en medio líquido (Tabla 

6.6). La quercetina tiene actividad antioxidante, anticancerígena y antiinflamatoria (Trueba, 

2003). Este metabolito se puede obtener a partir de la aromadedrina por la actividad F3'H de 

la CYP450 y posteriormente por la actividad FLS1 de la 2-ODG, hidroxilando el anillo B y 

formando un doble enlace en el anillo C. Las células genéticamente modificadas de E. coli 

produjeron quercetina (0.18 mg L-1) de naringenina (Leonard y col., 2006). En otro trabajo, 

Trantas y col. (2009) realizaron la bioconversión de 136 mg L-1 de naringenina obteniendo 

0.38 mg L-1 de quercetina por células recombinantes de S. cerevisiae. Recientemente, la 

producción de quercetina por células genéticamente modificadas de S. albus y S. coelicolor 

fue de 0.102 ± 0.008 mg L-1 y 0.030 ± 0.002 mg L-1 de este flavanol, respectivamente (Marín 

y col., 2018). En el presente trabajo, la producción de quercetina por Y. lipolytica 2.2ab fue 

ligeramente mayor en comparación con estas células genéticamente modificadas. 

 

6.3.8. Producción de Ampelopsina 

La tasa de formación de ampelopsina, también llamada ampeloptina o dihidromiricetina, 

biosintetizada por Y. lipolytica 2.2ab fue de 1.19 ± 0.90 mg L-1 y 1.45 ± 0.15 mg L-1 en medio 

superficial y líquido, respectivamente. Cabe destacar que la producción de ampelopsina por 

células enteras no se ha informado previamente y, en general, este flavanonol se obtiene 

mediante extractos purificados de plantas como Hovenia dulcis, Ampelopsis megalophylla, 

Ampelopsis cantoniesis, Ampelopsis chaffanjoni, Ampelopsis sinica, Ampelopsis 

brevipedunculata, Ampelopsis brevipedunculata, Ampelopsis brevipedunculata, Ampelopsis 

brevipedunculata, Ampelopsis brevipedunculata, Ampelopsis brevipedunculata, Ampelopsis 

brevipedunculata, Ampelopsis brevipedunculata y Ampelopsis grossedentata (Cheng y col., 

2017; X. Kou y col., 2017; Kou y Chen, 2012; Pinto y col., 2017). Este compuesto se puede 

obtener mediante la actividad F3'5'H de la CYP450 usando aromadedrina como precursor. 

Según la literatura, la ampelopsina no se ha informado como producto del proceso de 

bioconversión con células enteras.   
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6.3.9. Producción de Miricetina 

La ampelopsina es sustrato de la enzima 2-ODG con actividad FLS1 formando así un doble 

enlace en el anillo C, provocando que este flavanonol sea precursor del producto final 

miricetina, el cual es un flavonoide común derivado de plantas que exhibe una amplia gama 

de fuertes propiedades biológicas incluyendo actividades antioxidantes, anticancerígenos, 

antidiabéticos y antiinflamatorios (Semwal y col., 2016). La miricetina también puede 

formarse tomando quercetina como precursor por la actividad F3'5'H de la CYP450 

hidroxilando el carbono 5´ de este flavanol. De acuerdo con nuestra ruta propuesta, la 

miricetina es el compuesto final de la ruta biosintética; por lo tanto, se destaca un efecto del 

tipo de cultivo para obtener los diferentes compuestos. Las tasas de formación de miricetina 

biosintetizada por Y. lipolytica 2.2ab utilizando una concentración de naringenina inicial de 

100 mg L-1 y 300 mg L-1 fueron de 5.03 ± 1.10 mg L-1 y 1.48 ± 0.03 mg L-1 en medio 

superficial y líquido, respectivamente. Otro estudio relacionado indicó que las células de E. 

coli recombinantes llevaron a cabo la bioconversión de naringenina y eriodictiol obteniendo 

0.01 mg L-1 de miricetina (Leonard y col., 2006). Además, las células genéticamente 

modificadas de S. albus y S. coelicolor llevaron a cabo la bioconversión de naringenina 

(86.69 mg L-1) a miricetina obteniendo 0.04 ± 0.006 mg L-1 y menos de 0.03 mg L-1, 

respectivamente (Marín y col., 2018). Nuevamente, la producción de miricetina por Y. 

lipolytica 2.2ab en este estudio es mayor en comparación con las células genéticamente 

modificada 
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Tabla 6.7. Concentración de productos de la bioconversión de la naringenina por Y. lipolytica 2.2ab 

en medio líquido. 

 

Las vías biosintéticas (Figura 6.9-6.10) para producir estos metabolitos a partir de 

naringenina por Y. lipolytica 2.2ab coincide con las vías que se producen en las plantas 

(Crozier y col., 2009). Allí, el complejo CYP450 y la 2-ODG contienen el sistema enzimático 

responsable de la síntesis de flavonoides (Araújo y col., 2014; González-Mendoza, 2007). 

Las vías biosintéticas para Y. lipolytica 2.2ab se proponen utilizando la estructura molecular 

de los flavonoides obtenidos y los datos bibliográficos de posibles enzimas involucradas en 

Concentración (mg L-1) 
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Naringenina 

residual 

(mg L-1) 

YP/S 

100 21.68±0.00 0.29±0.02 1.48±0.03 0.61±0.16 1.45±0.15 17.03±5.40 0.319 

150 23.65±12.28 2.17±0.04 1.40±0.03 1.48±0.00 1.70±0.25 11.37±0.63 0.225 

200 15.38±4.45 2.16±0.00 3.14±0.05 0.52±0.00 1.69±0.24 9.95±2.33 0.122 

300 25.06±3.67 0.06±0.00 3.50±0.07 1.61±0.12 2.47±0.15 17.20±4.10 0.119 

450 20.65±5.07 0.04±0.00 3.170±09 1.50±0.01 3.60±0.90 15.34±2.94 0.068 

600 21.89±4.23 0.00±0.00 1.53±0.03 1.47±0.03 2.85±0.38 13.77±1.11 0.048 

800 33.80±6.02 0.05±0.00 1.45±0.11 1.53±0.09 4.63±0.36 22.49±4.87 0.053 

1000 28.76±3.05 0.07±0.00 1.46±0.01 1.47±0.02 4.07±0.68 18.13±1.67 0.037 

1500 24.21±5.79 0.05±0.00 1.44±0.00 1.50±0.06 5.89± 0.05 16.22±2.44 0.022 

2000 19.74±3.83 0.04±0.00 1.42±0.01 1.46±0.00 6.47±0.376 12.64±3.71 0.015 

3000 20.18±0.91 0.05±0.00 1.50±0.05 1.50±0.07 9.21±1.52 13.20±0.70 0.011 

4500 33.08±8.76 0.05±0.00 1.55±0.05 1.63±0.02 11.15±0.70 13.85±2.71 0.011 

6000 38.00±4.95 0.00±0.00 1.49±0.12 1.50±0.05 11.55±0.86 21.96±4.40 0.009 
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las reacciones de deshidrogenación e hidroxilación (Crozier y col., 2009). Además de las 

flavonoides hidroxilasas, existen la flavona sintasa y la flavanol sintasa 1 reportadas en 

plantas, algunas cepas de Y. lipolytica muestran actividades interesantes para 

monooxigenasas y dioxigenasas con importantes aplicaciones industriales (Bordewick y col., 

2018). Vale la pena señalar que no hay informes sobre la producción de flavonoides y la 

bioconversión de naringenina por Y. lipolytica utilizando cultivos superficial y líquido. Este 

trabajo también obtiene una alta producción de apigenina que de eriodictiol y aromadedrina, 

lo que sugiere que la enzima 2-ODG con actividad FNS es más eficiente que la CYP450 con 

actividad F3'H y F3'5'H en cultivo líquido. Esto concuerda con Marín y col. (2017) donde la 

enzima F3'H en S. albus no convirtió completamente la naringenina en eriodictiol y la 

apigenina en luteolina, lo que confirma que la enzima FNS es más eficiente que la F3'H 

debido a una mayor concentración de apigenina que el eriodictiol.  
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Figura 6.10. Vía biosintética de flavonoides sugerida para Y. lipolytica 2.2ab en cultivo líquido. Dos 

enzimas son responsables de la bioconversión de naringenina por Y. lipolytica 2.2ab, CYP450 

(monoxigenasa citocromo P450) y 2-ODG (dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato). 
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6.4. Actividad antioxidante 

Los flavonoides tienen una amplia variedad de actividades farmacológicas como 

antiinflamatoria, antiviral, antialérgico, vasodilatadora, pero se caracterizan principalmente 

por su alta capacidad antioxidante (Das y Rosazza, 2006; Karabin y col., 2014; Madej y col., 

2014; Markovic, 2007; Olsen y col., 2010; Ribeiro y col., 2008). La Tabla 6.10 muestra las 

mediciones de actividad antioxidante como porcentajes de inhibición de radicales sintéticos 

DPPH● y ABTS● de los extractos obtenidos en ambos tipos de cultivo. Los extractos 

mostraron una mayor actividad antioxidante que la solución de naringenina correspondiente 

utilizada como control. Algunos porcentajes de inhibición son similares a los del ácido 

ascórbico (vitamina C) (Chung y col., 2011; Zhu y col., 2014), presentando un porcentaje de 

inhibición del 92.8 % del radical DPPH● usando 2500 mg L-1 (Osadebe y col., 2012). La 

actividad antioxidante obtenida después de la bioconversión en este estudio usando 100 mg 

L-1 de naringenina en medio líquido fue 77.38 % y 40.12 % de inhibición de los radicales 

ABTS● y DPPH●, respectivamente. Estos resultados son similares a los reportados por Pérez-

Nájera y col. (2013) para compuestos fenólicos extraídos de cáscaras de lima. En otro trabajo 

interesante, Habtemariam, (1997) realizó los ensayos de actividad antioxidante de una 

variedad extendida de flavonoides, demostrando que el eriodictiol es el flavonoide con el 

mayor poder antioxidante seguido de quercetina, miricetina, luteolina, apigenina y 

naringenina. El contenido total de flavonoides (Tabla 6.8) se cuantificó en los extractos para 

determinar la relación con la actividad antioxidante. Estos extractos obtenidos de la 

bioconversión mostraron un alto contenido de flavonoides totales que se correlaciona bien 

con los datos de los ensayos ABTS y DPPH. Esto concuerda con la publicación de Dangrit y 

Sompornpailin (2018) donde el alto contenido de flavonoides se correlaciona con una alta 

eliminación de radicales libres. En primera instancia de este trabajo, el porcentaje de 

inhibición de ABTS● es mayor que el de DPPH● y se presenta una relación ligeramente mayor 

entre el contenido de flavonoides y el porcentaje de inhibición de ABTS●, que muestra una 

diferencia significativa en los porcentajes de inhibición de ABTS● y DPPH● en ambos 

medios. Estudios previos mostraron discrepancias entre la actividad antioxidante reportada 

determinada por pruebas in vitro (Frejnagel, 2007). Bondet y col. (1997) mencionan que 

existe una reversibilidad en la reacción de DPPH● con compuestos fenólicos que causaría 
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una disminución en la actividad antioxidante, lo que explica las diferencias entre los datos 

reportados. Además, el ABTS● muestra baja selectividad, reaccionando con cualquier 

compuesto aromático hidroxilado independientemente de su potencial antioxidante Pérez-

Nájera y col. (2013). En el presente trabajo, los extractos con una concentración inicial de 

naringenina de 300 mg L-1 en cultivo superficial mostraron una actividad de eliminación del 

radical DPPH● 9.67 veces mayor que la del precursor naringenina, y la eliminación del 

radical ABTS● fue de 1.13 veces. Vale la pena mencionar que todos los extractos contenían 

varios compuestos además de la naringenina residual. La estructura molecular de los 

flavonoides formados, determina su poder antioxidante, algunas modificaciones estructurales 

puede aumentar la actividad antioxidante, mientras que disminuye otros (Rice-Evans y col., 

1996). En este estudio, los cambios moleculares no tuvieron efecto sobre la actividad 

antioxidante de los compuestos sintetizados. Para el cultivo líquido, la eliminación de los 

radicales DPPH● y ABTS● del extracto con una concentración inicial de naringenina de 100 

mg L-1 fue 32.88 y 2.08 veces mayor que la de naringenina, respectivamente. La comparación 

de los porcentajes de inhibición de ABTS● y DPPH● mostró diferencias significativas (p 

<0.05) entre el cultivo superficial y líquido para la formación de compuestos con notable 

actividad antioxidante durante la bioconversión de naringenina (Tabla A3 y A4 del Anexo). 

Por lo tanto, hemos demostrado la bioconversión de naringenina en compuestos de alto valor 

agregado como apigenina, luteolina, quercetina, miricetina, aromadedrina, ampelopsina y 

eriodictiol por medio de células enteras de Y. lipolytica 2.2ab en cultivo superficial y líquido. 

La gran variedad de compuestos bioactivos que se generaron de la bioconversión de la 

naringenina son totalmente provechosos en la industria alimenticia como en la farmacéutica 

empleándolos como principios activos para la elaboración de diferentes formas farmacéuticas 

aplicables para el tratamiento de infecciones por diferentes microorganismos y enfermedades 

crónicas degenerativas. Además, este trabajo es un parteaguas para la producción futura por 

Y. lipolytica de muchas otras moléculas no naturales para aumentar sus propiedades 

biológicas.
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Tabla 6.8. Porcentaje de inhibición de radicales DPPH● y ABTS● en los extractos. 

Concentración inicial de 

naringenina 

(mg L-1) 

Flavonoides totales 

[mg L-1] 

% inhibición 

% inhibición de naringenina ABTS● DPPH● 

Tipo de cultivo 

Superficial Líquido Superficial Líquido Superficial Líquido ABTS● DPPH● 

100 53.33±7.63 65±7.07 46.93±1.04 77.38±2.84 19.29±1.58 40.12±0.25 37.143±2.67 1.22±0.15 

150 108.33±0.0 128.33±12.58 56.48±3.16 78.53±6.13 21.03±0.38 40.79±1.59 49.08±0.85 1.64±0.20 

200 121.66±10.40 169.33±19.13 60.59±2.63 75.21±0.47 21.07±0.99 40.05±0.72 51.16±2.56 2.17±0.03 

300 225±20.81 239.16±10.56 66.94±4.78 79.35±7.88 21.27±12.44 41.20±1.38 59.13±1.35 2.20±0.01 

450 266.66±54.08 369.16±28.97 67.91±5.31 77.84±2.79 37.71±0.92 41.10±0.22 59.57±0.33 2.96±0.20 

600 420±52.04 543.33±16.07 70.22±3.19 79.78±4.93 36.57±0.88 40.64±0.25 65.97±3.54 3.26±0.31 

800 533.33±56.78 731.66±20.81 77.07±0.86 78.89±0.11 37.20±0.45 40.92±0.56 69.66±3.09 3.35±0.65 

1000 860±55.07 946.66±43.10 77.284±5.08 82.65±3.37 37.70±1.47 46.59±6.49 71.23±0.44 3.61±0.16 

1500 908.33±13.22 1261.67±40.10 82.85±3.70 89.53±2.38 38.04±2.00 48.95±6.46 81.07±0.86 5.81±0.17 

2000 1018.33±45.09 1958.33±37.52 87.64±2.32 91.39±1.48 48.07±0.35 64.06±0.79 83.97±0.08 6.66±0.06 

3000 1685±105.83 2918.30±72.85 93.66±1.65 94.71±0.88 70.85±0.69 80.66±3.12 87.36±1.63 6.88±0.79 

4500 2033.33±133.16 4396.66±85.78 94.55±1.57 95.07±1.29 80.88±1.22 81.17±2.35 89.37±0.53 7.00±1.18 

6000 2691.66±111.39 5683.33±125.83 95.52±1.48 96.72±0.30 82.05±0.36 89.35±0.54 90.71±0.01 7.48±1.48 
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VII. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos de la conversión de naringenina con células completas de Y. 

lipolytica 2.2ab mostraron potencial para aplicarse en biosíntesis de compuestos 

bioactivos, ya que, la naringenina es un precursor directo en la formación por 

bioconversión de otros compuestos con mayor valor agregado. Mediante reacciones de 

hidroxilación y deshidrogenación de naringenina. 

El medio PDA mostró en primera instancia que de los dos medios superficiales empleados 

Y. lipolytica 2.2ab posee potencial de bioconversión de la naringenina, en donde la 

levadura llevó a cabo las reacciones de modificación a la naringenina en un tiempo 

máximo de 192 h para obtener diferentes productos como la apigenina, luteolina, 

eriodictiol, floretina y catequina. 

De los productos obtenidos durante la bioconversión de naringenina (42 mg L-1) con Y. 

lipolytica 2.2ab en medio CDS se pudo identificar la presencia de los compuestos: 

apigenina, luteolina, eriodictiol, floretina y quercetina, mientras que la bioconversión en 

medio CPD los compuestos identificados fueron la apigenina, eriodictiol y floretina. La 

bioconversión de la naringenina en buffer de fosfatos en donde las células de Y. lipolytica 

2.2ab provenían de los medios CDS y CPD, se identificaron dos compuestos como 

productos: apigenina y floretina. 

Los tipos de cultivo en los que se observó mayor producción de flavonoides fueron en 

medio Superficial y en Caldo Dextrosa Sabouraud, por lo que se determinó continuar los 

estudios del efecto de la concentración de la naringenina en el proceso de bioconversión 

por Y. lipolytica 2.2ab en estos dos medios, en donde las concentraciones de cada 

producto dependieron del tipo de cultivo y la concentración inicial de naringenina.  

En el cultivo superficial se identificaron seis compuestos diferentes: apigenina, luteolina, 

eriodictiol, aromadedrina, miricetina y ampelopsina; y en el cultivo líquido se 

identificaron siete compuestos diferentes: apigenina, luteolina, eriodictiol, aromadedrina, 

miricetina, ampelopsina y quercetina.  

A una concentración inicial de 100 mg L-1 de naringenina en cultivo líquido, todos los 

productos identificados y cuantificados estaban presentes con un rendimiento (Yp/s) de 

0.319, el cual fue el más alto. En este cultivo líquido la cantidad de flavonoides bioactivos 

producidos fue de 26.43 mg, obteniendo así 0.2643 mg de producto por mg de 

naringenina. Y en cultivo superficial a la concentración de 300 mg L-1 de naringenina se 
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observó la mayor cantidad de flavonoides bioactivos producidos identificados y 

cuantificados, obteniendo 11.3 mg L-1 de flavonoides bioactivos, que representa 0.0377 

mg de producto por mg de naringenina.  

La obtención de flavonoides mediante la bioconversión de naringenina puede superar las 

restricciones de las extracciones de fuentes vegetales de estos compuestos, además, los 

flavonoides están libres de glicosilación y de uniones complejas con otros compuestos 

fenólicos. De los compuestos obtenidos en esta bioconversión la ampelopsina es el 

compuesto que no se ha informado previamente como producto de bioconversión 

utilizando células enteras. Por otro lado, el análisis de los compuestos obtenidos permitió 

proponer posibles rutas de síntesis en ambos cultivos. 

Los extractos mostraron una mayor actividad antioxidante que la solución de naringenina 

correspondiente utilizada como control. Algunos porcentajes de inhibición son similares 

a los de la vitamina C. El extracto con una concentración inicial de naringenina de 300 

mg L-1 en cultivo superficial mostraron una actividad de eliminación del radical DPPH● 

9.67 veces mayor que la del precursor naringenina, y la eliminación del radical ABTS● 

fue de 1.13 veces. Para el cultivo líquido, la eliminación de los radicales DPPH● y ABTS● 

del extracto con una concentración inicial de naringenina de 100 mg L-1 fue 32.88 y 2.08 

veces mayor que la de naringenina, respectivamente.  

En la bioconversión de la naringenina se generaron una gran variedad de compuestos 

bioactivos que son totalmente provechosos en la industria alimenticia como en la 

farmacéutica empleándolos como principios activos para la elaboración de diferentes 

formas farmacéuticas aplicables para el tratamiento de infecciones por diferentes 

microorganismos y enfermedades crónicas degenerativas. Además, este trabajo es un 

parteaguas para la producción futura de muchas otras moléculas no naturales. 
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VIII. PERSPECTIVAS 

Realizar el aislamiento y purificación de los compuestos no identificados por el UPLC-

MS/MS mediante cromatografía preparativa en columna y HPLC; e identificar las 

estructuras moleculares por medio de la técnica analítica de resonancia magnética nuclear 

(RMN). 

Para llevar a cabo el proceso de bioconversión a un sistema escalado y optimizado es 

necesario incluir variantes, para lograr definir las condiciones de operación, las cuales 

evidentemente influyen en el proceso como el pH, temperatura y la concentración del 

oxígeno.  

Llevar a cabo la producción biotecnológica de flavonoides a través de vías biosintéticas 

de plantas que puedan ser reconstruidas para la expresión heteróloga en Y. lipolytica 

empleando otros precursores de interés con menor actividad antioxidante que permitan la 

formación de compuestos importantes en la industria, principalmente en la farmacéutica. 
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X. ANEXOS 

 

10.1.Abreviaturas 

 

ABTS = Ácido 2,2'–azino–bis–3–etillbenzotiazolin–6–sulfónico 

AlCl3 = Cloruro de Aluminio 

ANOVA = Análisis de Varianza 

A0 = Absorbancia al minuto cero 

A30 = Absorbancia al minuto treinta 

CHI = Chalcona Isomerasa 

CHS = Chalcona Sintasa 

CYP450 = citocromo P450 

Da = Dalton  

DO = Densidad Óptica 

DPPH = 1,1-Difenil-2- picrilhidrazilo 

DSA = Agar Dextrosa Sabouraud 

DSB = Caldo Dextrosa Sabouraud 

ESI = Ionización con Electrospray 

FLS1 = Flavonol Sintasa 1 

FNS = Flavona Sintasa 

F3H = Flavanona 3- Hidroxilasa  

F3’H = Flavonoide 3’- Hidroxilasa  

F3´5´H = Flavonoide 3´5´- Dihidroxilasa 

g = Gramos 

HCl = Ácido Clorhídrico 

HPLC = Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

L = Litros 

L-Phe = L-fenilalanina 

mg = Miligramos 

min = Minutos 

mL = Mililitros 

mM = Milimolar 

m / z = Relación masa - carga 
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M = Molar  

MRM = Monitorización de reacción múltiple 

nm = nanómetros 

NaCl = Cloruro de Sodio 

NaNO2 = Nitrito de Sodio  

NaOH = Hidróxido de Sodio 

pH = Potencial de Hidrógeno 

rpm = revoluciones por minuto 

PDA = Agar Papa Dextrosa 

ROS = Especies Reactivas de Oxígeno 

tr = Tiempo de Retención   

UPLC = Cromatografía Líquida de Ultra Alta Resolución  

UPLC / MS-MS = Cromatografía Líquida de Ultra Alta Resolución acoplada a Masas 

UV = Ultravioleta 

VIS = Visible 

Yp/s = Rendimiento del producto 

Yx/s = Rendimiento de biomasa 

2-ODG = Dioxigenasa Dependiente de 2-Oxoglutarato  

°C = Grados Celsius 

μL = Microlitros 

μM = Micromolar 
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10.2.Cronogramas de estándares comerciales de compuestos bioactivos 

 
Figura A1. Estándar de naringenina. 

 
Figura A2. Estándares comerciales utilizados en el UPLC-MS/MS. 
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Figura A3. Análisis UPLC-MS/MS en MRM (a) y HPLC (b) de los medios superficial y 

liquido esterilizados e inoculados con Y. lipolytica 2.2ab. Las muestras fueron filtradas para la 

obtención de fragmentos y no se observan picos en ningún caso. 

 
 

10.3. Análisis estadístico 

 
Tabla A.1. Prueba ANOVA de las concentraciones de los productos identificados en medio 

superficial. 

 

 

 

Analysis of Variance Table and F-Test ────────────────────────────────────────────── 
                                      Reject       
                                       Equal       
Model     Sum of   Mean          Prob Means? Power 
Term  DF Squares Square F-Ratio Level (α=0.05) (α=0.05) 
Between 12 12.01382 1.001151 0.2708 0.99190 No 0.14478 
Within (Error) 65 240.3414 3.697561 
Adjusted Total 77 252.3553 
Total 78 
 

 
Descriptive Statistics ───────────────────────────────────────────────────────── 
                                          Standard 
      Count                     Standard     Error 
Group  (ni) Mean Effect Median Deviation √(MSE/ni) 
All 78 1.680641 1.680641  
A: 
Apigenina  13 3.678462 1.99782 3.03 2.096159 0.3003512 
Eriodictiol  13 0.03230769 -1.648333 0 0.05182565 0.3003512 
Miricetina  13 3.51 1.829359 4.18 1.527972 0.3003512 
Aromadedrina  13 1.341538 -0.3391026 1.46 0.3470074 0.3003512 
Ampelopsina  13 1.486923 -0.1937179 1.3 0.4113268 0.3003512 
Luteolina  13 0.03461539 -1.646026 0 0.1248075 0.3003512 
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Tabla A.2. Prueba ANOVA de las concentraciones de los productos identificados en medio 

líquido. 

 

 
 

Tabla A.3. Prueba ANOVA de los porcentajes de inhibición de radicales DPPH● y ABTS● en 

los extractos en medio superficial. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

Analysis of Variance Table and F-Test ────────────────────────────────────────────── 
                                      Reject       
                                       Equal       
Model     Sum of   Mean          Prob Means? Power 
Term  DF Squares Square F-Ratio Level (α=0.05) (α=0.05) 
Between 12 124.7888 10.39906 0.1157 0.99989 No 0.08589 
Within (Error) 78 7011.217 89.88741 
Adjusted Total 90 7136.006 
Total 91 
 
 
Descriptive Statistics ───────────────────────────────────────────────────────── 
                                          Standard 
      Count                     Standard     Error 
Group  (ni) Mean Effect Median Deviation √(MSE/ni) 
All 91 4.844945 4.844945  
A: 
Apigenina 13 25.08308 20.23813 23.65 6.527416 0.7878978 
Eriodictoiol 13 0.3869231 -4.458022 0.05 0.7923634 0.7878978 
Miricetina 13 1.886923 -2.958022 1.49 0.7937399 0.7878978 
Aromadedrina 13 1.367692 -3.477253 1.5 0.3603969 0.7878978 
Ampelopsiona 13 5.133077 0.2881319 4.07 3.530884 0.7878978 
Luteolina 13 0.01076923 -4.834176 0 0.03882901 0.7878978 
quercitina 13 0.04615385 -4.798791 0 0.1664101 0.7878978 
 

Analysis of Variance Table and F-Test ────────────────────────────────────────────── 
                                      Reject       
                                       Equal       
Model     Sum of   Mean          Prob Means? Power 
Term  DF Squares Square F-Ratio Level (α=0.05) (α=0.05) 
Between 1 6977.028 6977.028 19.0952 0.00021 Yes 0.98710 
Within (Error) 24 8769.15 365.3813 
Adjusted Total 25 15746.18 
Total 26 
 
 

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test ──────────────────────────────────────────── 
 
Response: SUPERFICIAL- % IN. ABTS, SUPERFICIAL - % IN. DPPH 
Term A:  
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=24  MSE=365.3813 Critical Value=2.9269 
 
   Different From 
Group Count Mean Groups 
SUPERFICIAL- % IN. ABTS 13 75.20338 SUPERFICIAL - % IN. DPPH 
SUPERFICIAL - % IN. DPPH 13 42.44077 SUPERFICIAL- % IN. ABTS 
 
Notes:  
This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between 
the means. 
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Tabla A.4. Prueba ANOVA de los porcentajes de inhibición de radicales DPPH● y ABTS● en 

los extractos en medio líquido. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Analysis of Variance Table and F-Test ────────────────────────────────────────────── 
                                      Reject       
                                       Equal       
Model     Sum of   Mean          Prob Means? Power 
Term  DF Squares Square F-Ratio Level (α=0.05) (α=0.05) 
Between 1 6198.542 6198.542 30.6275 0.00001 Yes 0.99958 
Within (Error) 24 4857.237 202.3849 
Adjusted Total 25 11055.78 
Total 26 
 

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test ──────────────────────────────────────────── 
 
Response: LÍQUIDO-% IN.ABTS, LÍQUIDO-% IN.DPPH 
Term A:  
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=24  MSE=202.3849 Critical Value=2.9269 
 
   Different From 
Group Count Mean Groups 
LÍQUIDO-% IN.ABTS 13 84.38846 LÍQUIDO-IN.DPPH 
LÍQUIDO-% IN.DPPH 13 53.50769 LÍQUIDO-IN.ABTS 
 
 
Notes:  
This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between 
the means. 
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10.4.Publicación 
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10.5.Participación en congresos 

 

Participación 1: Poster 

Título: Hidroxilación de la naringenina por células completas de Yarrowia lipolytica 

2.2ab. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XXXVIII Encuentro Nacional de la AMIDIQ, Ixtapa Zihuatanejo, Gro., 

México, del 9 al 12 de mayo de 2017. 
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Participación 2: Poster 

Título: Efecto del medio y tipo de cultivo en la bioconversión de la naringenina por 

células completas de yarrowia lipolytica 2.2ab  

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XXXVIII Encuentro Nacional de la AMIDIQ, Ixtapa Zihuatanejo, Gro., 

México, del 9 al 12 de mayo de 2017. 
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Participación 3: Ponencia 

Título: Efecto de la concentración de naringenina en el proceso de bioconversión por 

Y. lipolytica 2.2ab en medio superficial y en medio líquido. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XVII Congreso Nacional de Biotecnología y Bioingeniería, Puerto Vallarta, 

Jal., México, del 25 al 30 de junio de 2017. 
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Participación 4: Poster 

Título: Evaluación de la actividad antioxidante a extractos obtenidos a partir de la 

bioconversión de la flavanona naringenina por células completas de Yarrowia lipolytica 

2.2ab en medio superficial y líquido. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XXXIX Encuentro Nacional de la AMIDIQ, San José del Cabo, B.C.S., 

México, del 1 al 4 de mayo de 2018. 
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Participación 5: Poster 

Título: Identificación de compuestos hidroxilados y evaluación de la actividad 

antioxidante a extractos provenientes de la bioconversión de naringenina por Yarrowia 

lipolytica 2.2ab en medio líquido. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XL Encuentro Nacional de la AMIDIQ, Huatulco, Oaxaca., México, del 7 al 

10 de mayo de 2019. 
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Participación 6: Poster 

Título: Whole-cell bioconversion of naringenin using Yarrowia lipolytica 2.2ab in 

surface and liquid cultures. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: 4th Edition of International Conference on Catalysis and Green Chemistry, 

Tokio, Japón., del 13 al 14 de mayo de 2019. 
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Participación 7: Poster 

Título: Bioconversión de naringenina por Y. lipolytica 2.2ab utilizando un biorreactor 

aireado. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: XVIII Congreso Nacional de Biotecnología y Bioingeniería, León, 

Guanajuato., México, del 23 al 28 de junio de 2019. 
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Participación 8: Poster 

Título: Identification of hydroxyled compounds from the bioconversion of naringenin by 

Yarrowia lipolytica 2.2ab. 

Autores: Christian Hernández Guzmán, Angélica Román Guerrero, Lilia Arely Prado 

Barragán, Miquel Gimeno Seco, Sergio Huerta Ochoa. 

Congreso: The 5th European Congress of Applied Biotechnology, Florencia, Italia., del 

15 al 19 de septiembre de 2019. 

 


