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BIOTRANSFORMACION DE a-PINENO EMPLEANDO Aspergillus niger

RESUMEN

El apineno es uno de los monoterpenos méas abundantes encontrado en aceites
de coniferas y presente en la gran mayoria de aceites esenciales. Los pinenos
son de gran valor como precursores de aromas y fragancias cuyos derivados se
producen por oxidacién y en menor cantidad por extraccién directa de plantas.
En este estudio se evalu6 la biotransformacion del a-pineno enypleando
Aspergillus niger como biocatalizador, en diferentes medios de reaccion. Fue
posible la obtencion de a-terpineol y p-mentano-1,8-diol como componentes
principales, y componentes minoritarios, borneol y fenchol.

PALABRAS CLAVES: a-pineno, biotransformacion, oxidacién, Aspergillus
niger, a-terpineol.

ABSTRACT

a-pinene is one abundant monoter pene commonly found in different conifersoils
and in most of the vegetal essential oils. Pinenes are highly important as
precursors of aromas and fragrances, therefore their derivatives are obtained by
oxidation and some for direct plant extraction. In this work, the
biotransformation of a-pinene was studied using Aspergillus niger as biocatalyst
in different culture media. The main conversion products obtained were a
terpineol and p-menthane-1,8-diol; on the other hand the minor products were
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1. INTRODUCCION

Los procesos de biotransformacién han adquirido
importancia creciente a nivel mundial debido a las
posibilidades y ventajas que ofrecen en la obtencion de
productos de interés comercial [7,11]. La oxidacion es
una de las reacciones mas aplicadas para la
transformacion de sustratos que carecen de oxigeno en su
estructura, como es el caso de |los monoterpenos. E a-
pineno esta presente en el aceite de pinos en cantidades
superiores al 40%, y con pureza éptica entre 80 y 90%; el
mejor R(+) -a-pineno obtenido es aproximadamente de
91% mientras que el S(-) -a-pineno es de 81% de pureza
[2]. Después del limoneno, es el monoterpeno mas
abundante y opcionado para biotransformacién debido a
su economia y posibilidades de explotacion quimica. De
esta forma se convierte en un sustrato ideal para la
€elaboracion de derivados con mayor valor en el mercado
y con diversas aplicaciones, especialmente en el campo
delaperfumeria.

Debido a que los consumidores demandan productos
naturales, la dasificacion como “sintético” o “artificial”
genera un impacto negativo en el valor de un producto,
por €llo, la tendencia creciente a uso de biocatalizadores,
obteniendo derivados que se consideran “productos
naturales’. El precio de un producto natural puede ser
increiblemente mayor a su analogo sintético y tener una
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gran demanda. Es el caso por gemplo de la vainillina
sintética obtenida a partir del guayacol cuyo valor es
menor a USD 15/kg, mientras que el vaor de la
vainillina natural es superior a los USD 1200/kg [9]. Las
biotransformaciones mas efectivas de monoterpenos se
han realizado con hongos de los géneros Aspergillusy
Penicillium, ya que sus caracteristicas los hacen
catalizadores dificilmente superables gracias a su
resistencia ambiental y quimica, abundancia, y poder
transformador de sustratos dificiles, con alta selectividad

(3].

El compuesto de mayor interés derivado del pineno es el
a-terpineol, con valor comercial de USD 9/kg (e a-
pineno cuesta arededor de USD 4 /kg) [10]. Sin
embargo, € valor del a-terpineol natural podria ser
varios Ordenes mayor. El a-terpineol es el acohol
terpénico més importante, con un consumo superior alos
13000 kg/afio, ubicandolo entre los 30 compuestos
saborizantes con mayor demanda mundial. Ambos
enantiomeros tienen cualidades sensatorias diferentes, el
R-(+)- a- terpineol tiene un aroma floral alilas mientras
que el S(-)-terpineol tiene un aroma a madera de
coniferas. Se usa como perfume, repelente de insectos,
como antiflngico y desinfectante, como agente odorante,
y en laindustria del beneficio mineral como agente para
flotacion de metales [8]. Recientemente algunos
copolimeros funcionales también se obtienen usando a-
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terpineol [14]. Una ventaja de la produccién biocatditica
es la posibilidad de generar a terpineol con alto exceso
enantiomérico. Existen procesos exitosos que emplean
enzimas como catalizadores, los cuales demuestran la
importancia de las reacciones de biotransformacion
aplicadas a la industria. Algunos de ellos se han
reportado en revisiones a respecto donde se obtienen
interesantes conclusiones acerca de las aplicaciones de la
biotransformacién agran escala [13].

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Microorganismos, mediosy reactivos

Para la biotransformacion se empled la cepa Aspergillus
niger DSM 821 obtenida de DSMZ. Como sustrato a-
pineno, reactivo para sintesis (>97%) marca MERCK.
Como medios de cultivo se emplearon MEA (Oxoid),
TSB (Oxoid CM129), TSA (Oxoid CM131), PDA
(Oxoid), YMPGYy PDB. Solventes como diclorometano,
hexano y etanol fueron grado analitico ACS marca
MERCK.

2.2 Andlisisde muestras con GC/MS

Los andlisis fueron hechos con un cromatégrafo de gases
modelo HP5890A Series |1 equipado con un puerto de
inyeccién split /splitless (relacion de split 30:1), inyector
automatico HP 7683 Series. Para la separacion de los
analitos se empled una columna capilar de silice fundida
HP-5 (60mx0, 25mmx0, 25um) La programacion de
temperatura fue desde 50°C mantenidos por 5 min, con
velocidad de calentamiento de 5°C /min hasta 250°C y
mantenida por 20 min. Se empled un detector selectivo
de masas modelo HP 5972 con sistema de ionizacidn por
impacto de electrones (70 eV) y analizador de masas
cuadrupolar operado en modo de barrido completo desde
40 hasta 400 Dalton fwz). La identificacion se realizd
comparando los espectros de masas obtenidos
empleando €l sistema de datos HP Enhanced
Chemstation G1701BA y las bases de datos NBS75K y
WILEY 138.

2.3 Preparacion de patronesy calibracion

Se prepar6 una solucion stock a partir de (1R)-(+)-a-
pineno con una concentracion de 84000 ppm A partir
del stock se prepararon cuatro soluciones patron con
concentraciones entre 160 y 1800 ppm Yy se emplearon
parareadlizar la curva de calibracion. Cada determinacion
se hizo por triplicado.

2.4 Extraccion, secado y concentracion de analitos

Una vez completada la transformacién, a cada tubo de
reaccion se adicionaron 2 porciones de 3 mL de
diclorometano cadauna. Seagit6 vigorosamente durante 15
minutos hasta rompimiento de las céulas, se centrifugb a
4000 rpm durante 5 min. y se extrgjo completamente la capa
organica. Este procedimiento se repitid con la segunda
porcion de solvente y se mezclaron ambas porciones. H
extracto obtenido fue secado con sulfato de sodio anhidro y
luego concentrado ®n una corriente de nitrgeno gaseoso
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hasta obtener 1 mL exacto del extracto. Este concentrado se
analizé directamente por cromatografiade gases.

Preparacion de mediosy crecimiento del hongo

Para e crecimiento de A. niger se probaron dos medios
sdlidos, PDA y MEA. Seinocul6 con agujaen cgjas de Petri
con 25 mL de cada medio. Luego de 15 dias se observé e
crecimiento y esporulacion.  Se rediz6 la estandarizacion
del indculo preparando una sol ucién de esporas en un medio
salino fisioldgico con un agente surfactante y se gjustd hasta
concentracion de 10° esporas/ml. Se prepard la solucion
acuosa con NaCl (0,85 % plv) y Tween 80 (0,1 % p/v),
esterilizando a 15-20 ps y 121°C durante 15 minutos. Una
vez friala solucién se tomaron 20 ml y se adicionaron a A
niger esporulado, se transfirieron las esporas ala solucién 'y
seguardo en tubo de ensayo. De estasolucién setomé una
dicuota para dilucion, se rediz6 d conteo de esporas en
cdmara de Neubauer y se gusté la concentracion a 107
esporas/ mL, lacua fue usadacomo indculo en los ensayos.
Para llevar a cabo la biorreaccion se prepararon cuaro
medios diferentes. PDA, PDB, YMPG y solucion de

esporas.

2.5 Ensayos de biotransformacion

En 30 experimentos, se evaluaron los medios de reaccién
PDA, PDB, YMPGYy lasolucion deesporas. Sesirvieron5
ml de cada medio en tubos de 20 ml. Lasolucion de esporas
se empled tal y como fue preparada. Los medios YMPG,
PDA y PDB fueron inoculados con 100 pl de solucion de
esporas, se taparon con algodon y se sometieron a agitacion
orbital constante (300 rpm) en temperatura ambiente. A
diferentes intervalos de tiempo (1-8 dias) se agregaron a
cadatubo 10 pl de solucion de a-pineno a 40% en etanal
absoluto, sellando inmediatamente el frasco y manteniendo
agitacion constante durante el tiempo requerido. Una vez
findizadas las reacciones (72h) se efectud la extraccién de
productos. Adicionamente se redlizaron blancos donde se
adiciond a-pineno en solucién, sin presencia de A. niger,
bajo condiciones idénticas y, unavez transcurridas 72 h, se
rediz6 laextraccion.

3. RESULTADOSY ANALISIS

31 Crecimiento del hongo

Aspergillus niger presentd6 mayor biomasa y mgor
esporulacion en medio MEA, por tanto, este medio fue
seleccionado para € crecimiento. A partir del hongo
esporulado en MEA se prepar6 la suspension  usada como
inéculo. En la Figura 1 se observa la diferencia de
crecimiento entre losmedios PDA y MEA.

=

Figural. Crecimiento de A.niger enmedios: § MEA y b) PDA
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32 Ensayosde biotransformacion

Cada uno de los productos fue analizado por GC/MS,
determinando la presencia de compuestos oxigenados y
concluyendo la exigencia de biotransformacion. La
formacion de compuestos oxigenados se inicid a partir del

segundo dia y progresivamente aument6 hastael octavo dia

La maxima cantidad de estos compuestos se observé entre el

cuarto y octavo dia. El perfil cromatogréfico del producto se
indica enla Figura2.
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Figura2. Perfil cromatografico del producto obtenido

Empleando € medio liquido YMPG se detect6 la presencia
de 2feniletanol (11,6%), dcohol cominmente usado en

perfumeria con aroma agradable y notas fuertes de rosa y
jazmin. La produccion de 2-feniletanol se ha reportado con
algunas especies de levaduras del género Kluyveromycesque
pueden catalizar grandes cantidades de dicho compuesto en
un medio liquido. Sin embargo la produccion del 2-
feniletanol se deduce que es debida a la degradacién por €

microorganismo de la fenilaanina presente en € medio de
reaccion [5]. H 2-feniletanol solo se encuentra en las

reacciones con medio liquido YMPG, que contiene
amino&acidos y debe formarse apartir de agin componente en
el medio.

En medio PDA se formaron varios metabolitos: a-terpineol
(28,0 %, borneal (5,9 %), fenchal (8,15 %) y p-mentano-
1,8diol (46,5 %). Mientras que en medio PDB
Unicamente se formé a-terpineol (55,1%). Todos los
componentes pueden considerarse como derivados del a-
pineno.

B a-terpineol es un acohol monoterpeno encontrado en

formanatural en aceites de pino, cajuput y azahar. Posee olor
a flores lilas y es un ingrediente empleado en perfumes y

cosmeéticos, especialmente en productos de limpiezadebido a
su bagjo costo y a su ata estabilidad. El aterpineol tiene un
valor de USD 9/kg, mientras que d (R)-(+)-limonenoy € &
pineno cuestan arededor de USD 4 /kg [10]. El a-terpineol ha
sido reportado como producto de la oxidacién del limoneno

empleando diferentes géneros de hongos, incluido Aspergillus
[4], Penicillium y Fusarium [1, 12], con rendimientos
mayores a 90% Yy tiempos @ reaccion de 8 horas. Sin
embargo, los reportes de biotransformacién de a-pineno son
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muy escasos Y se han empleado Unicamente bacterias como
Pseudomonas [15] y hongos del genero Botrytis [6],
obteniendo derivados hidroxilados del pineno en ambos
casos, pero Unicamente con Pseudomonaslaformacion de a-
terpineol.

El fenchol y borneol son acoholes terpénicos biciclicos
aplicados en perfumeria debido a sus caracteristicas
fragantes. Su presencia se puede explicar si tenemos en
cuenta que la biosintesis de la gran mayoria de
monoterpenos ciclicos procede a través de la formacion
del cation a-terpenilo (1), e cua por adicion
intramolecular a doble enlace conduce alaformacion del
cation pinilo (2) y a su vez, una transposicion de tipo
Wagner-Meerwein, puede generar el catién fenchilo o
bornilo (3) (Figura 3). Siendo asi, los terpenos biciclicos
SoNn propensos a transposiciones de este tipo cuando se
someten a condiciones de reaccion que lo favorecen. El
fenchol y el borneol se han reportado como compuestos
presentes en las bioconversiones de limoneno y a-pineno.
En este caso es posible que dentro del mecanismo de la
hidroxilacién los carbocationes sean parte fundamental
como intermediarios.

Figura3. Estructurasdel catién a- terpeniloy su transposicién

El p-mentano-1,8-diol es un derivado del a-terpineol y se
conoce cominmente como terpino o hidrato de terpino.
Tiene propiedades farmacoldgicas y se usa en algunas
presentaciones como componente en medicamentos para
la bronquitis y latos, ya que actlla como expectorante.
Dentro de la revision de la literatura hecha, no se ha
encontrado ningln reporte acercade la bioproduccion de
este compuesto a partir del limoneno o a-pineno. Su
costo aproximado es de USD 86/kg con pureza del 98
%. S encuentra naturalmente formando parte de los
conponentes del Eucalipto. Como €, diferentes
hidroximentoles y otros compuestos hidroxilados se han
logrado obtener a partir de monoterpenoides empleando
A. niger.

El espectro de masas del p-mentano-1,8-diol (Figura 4)
es idéntico a espectro del p-mentano-3,8-diol y se
caracteriza por la ausencia del i6n molecular y por la
presencia de fragmentos como 157 [M-Me]", 154[M-
H,0]", 139 [M-H,0 -Me]", 81 [M-OH - hidroxiisopropil -
Me]" (como pico base).
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Figura4. Espectro de masas del p-mentano-1,8-diol obtenido

En ninguno delos casos |as soluciones de esporasde A. niger
condujeron a biotransformacion y ainque tales soluciones se
han empleado con éxito en otros trabgjos, no fue posible
obtener conversion. El uso de tapones de celulosa permitié
largpida evaporacién del a-pinenoy probablemente de
sus productos, haciendo imposible su deteccion. Por esta
razon no es recomendable su uso y todas las
biorreacciones deben permanecer con sellos herméticos
durante su transcurso. Los ensayos blanco indicaron que
los medios por si solos no contienen o no se degradan en
componentes volatiles que interfieran en la identificacion
de productos.

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Fue posble lograr la bioconversén de a-ineno hasta
acoholesy dioles, empleando PDA y PDB, cuyos principales
productos hidroxilados fueron: a-terpineol, p-mentano-1,8-
diol, fenchol y borneol. Todos los compuestos obtenidos
poseen aplicaciones interesantes en la industria de fragancias
y farmacéutica. Con medio liquido Y MPG no se obtuvieron
productos derivados del a-pineno, aunque si, un producto de
oxidacion (2- feniletanol) del medio de reaccion. Por otra
parte & soluciéon de esporas empleada como medio, no
permitié la biotransformacién (oxidacion) del apineno. Se
aprecia claramente como el medio de reaccion y lafase en
que se encuentre incide fuertemente en la transformacion
fangica, variando la cantidad y tipo de los productos
obtenidos.
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