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OBTENCION DE ALCOHOL PERILICO POR BIOTRANSFORMACION DEL LIMONENO

RESUMEN

El limoneno es el monoterpeno ciclico mas abundante en la naturaleza. El R-(+)-
limoneno es el componente principal del aceite del flavedo en frutos citricos
(naranja, limén, mandarina, pomelo) y del aceite esencial de alcaravea
(Caraway). El limoneno puede oxidarse en cualquiera de sus carbonos, de las
cuales son interesantes la oxidacion en C7 para producir alcohol perilico,
perilaldehido y 4cido perilico; o en C6 para producir carveol o carvona. En este
estudio se evalué la biotransformacion del limoneno empleando como
biocatalizador Aspergillus niger en diferentes medios de reaccion. Fue posible
la obtencidn de a-terpineol y alcohol perilico como componentes principales.

PALABRAS CLAVES: limoneno, alcohol perilico, biotransformacion,
Aspergillus niger.

ABSTRACT

Limonene is the most abundant cyclic monoterpene in nature. R-(+)-limonene is
the main compound of citrus fruits flavedo (orange, mandarin, lemon, and
tangerine) and Caraway essential oil. Limonene can be oxidized in anyone of its
carbon atoms. For instance, C7 is interesting for production of perillyl alcohol,
perillaldehyde and perillic acid. Another remarkable carbon atom is C6 for
carveol and carvone production. In this work, limonene biotransformation was
evaluated using Aspergillus niger as biocatalyst in different culture media. It
was possible the obtaining of a-terpineol and perillyl alcohol as the main
components.
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1. INTRODUCCION

En diversas ocasiones se han discutido las ventajas que
ofrece el uso de biocatalizadores como tecnologias
alternativas emergentes, en comparacion con los
catalizadores o métodos sintéticos convencionales [7, 8,
10, 15]. Es de aceptacion general que los biocatalizadores
funcionan bajo condiciones suaves de reaccion, poseen
alta actividad catalitica y permiten
regio/estereoselectividad superior, en la mayoria de
casos. Dentro de los compuestos naturales susceptibles
a transformaciones biocataliticas se encuentran los
monoterpenos, principalmente el limoneno, presente en
los frutos citricos en cantidades tan altas como el 98%,
con predominancia del (R)-(+)-limoneno, isémero mas
frecuente y constituyente de los aceites citricos donde
representa entre el 70 y 96 % de su composicion. De esta
forma es un candidato ideal para la elaboracion de
derivados con mayor valor en el mercado y con diversas
aplicaciones, en areas de perfumeria y farmacologia. El
limoneno usualmente es separado de los aceites por un
proceso de deterpenacion, que lo hace abundante y
disponible a bajo precio. Es interesante destacar que la
industria de jugos de citricos aporta cientos de toneladas
de cascaras como subproductos que pueden emplearse en
la obtencién del limoneno [2].
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Debido a la creciente preferencia de los consumidores
por productos naturales, la clasificacion de “sintético” o
“artificial” tiene un impacto negativo en el valor de un
producto, por ello ha aumentado la tendencia a pensar en
transformaciones biocataliticas obteniendo derivados que
se consideran “productos naturales”. El precio de un
producto natural puede ser mucho mayor a su analogo
sintético, como sucede con la vainillina, el saborizante
mas importante a nivel mundial en términos de consumo
y obtenida principalmente a partir del guayacol, cuyo
valor es de USD 15/kg, mientras que la vainillina natural
extraida tiene un costo superior a los USD 1200/kg [12].

Las biotransformaciones mas efectivas de monoterpenos
se han realizado con hongos de los géneros Aspergillus y
Penicillium, ya que sus caracteristicas los hacen
catalizadores casi insuperables gracias a su resistencia
ambiental y quimica, su abundancia, y el poder de
transformacion hacia muchos sustratos dificiles, con alta
selectividad [5]. Uno de los compuestos derivados del
limoneno que despierta gran interés, es el alcohol
perilico, junto con la carvona y el a-terpineol. El alcohol
perilico es un monoterpeno ciclico que se encuentra en
muy baja cantidad en aceites esenciales de lavanda,
hierbabuena, menta y alcaravea. Es un agente
relativamente no toxico que ha sido usado en pruebas
preclinicas debido a sus propiedades terapéuticas y
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actividad quimiopreventiva contra una amplia variedad
de canceres [3, 4, 11, 16].

El precio del alcohol perilico con 85% de pureza es
aproximadamente de USD 1880/kg en comparacion con
el bajo costo del limoneno  enantiopuro,
aproximadamente USD 2/kg [13]. Es por estas razones de
precios que actualmente existen procesos exitosos que
emplean enzimas como catalizadores, los cuales
demuestran claramente la importancia de estudiar las
reacciones de biotransformacion aplicadas a la industria.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Microorganismos, mediosy reactivos

Para la biotransformacion se emple6 la cepa Aspergillus
niger DSM 821 obtenida de DSMZ. Como sustrato R-
(+)-limoneno, reactivo para sintesis (>97%) marca
MERCK. Como medios de cultivo se emplearon MEA
(Oxoid), TSB (Oxoid CM129), TSA (Oxoid CM131),
PDA (Oxoid), YMPG y 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 cromatdgrafo de gases
modelo HP5890A Series Il equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless (relacion de split 30:1), inyector
automatico HP 7683 Series. Para la separacion de los
analitos se emple6 una columna capilar de silice fundida
HP-5 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) La programacion de
temperatura fue desde 50 °C mantenidos por 5 min, con
velocidad de calentamiento de 5 °C /min hasta 250 °Cy
mantenida por 20 min. Se empled un detector selectivo
de masas modelo HP 5972 con sistema de ionizacion por
impacto de electrones (70 eV) y analizador de masas
cuadrupolar operado en modo de barrido completo desde
40 hasta 400 Dalton (m/z). La identificacion se realizd
comparando los espectros de masas obtenidos
empleando el sistema de datos HP Enhanced
Chemstation G1701BA vy las bases de datos NBS75K y
WILEY 138.

2.3 Preparacién de patronesy calibracion

Se prepard una solucion stock a partir de R-(+)-limoneno
con una concentracion de 84000 ppm. A partir del stock
se prepararon cuatro soluciones patréon  con
concentraciones entre 160 y 1800 ppm y se emplearon
para realizar la curva de calibracion. Cada determinacion
se hizo por triplicado.

2.4 Extraccion, secado y concentracion de analitos

Una vez completada la transformacion, a cada tubo de
reaccion se adicionaron 2 porciones de 3 mL de
diclorometano cada una. Se agitd vigorosamente durante 15
minutos hasta rompimiento de las células, se centrifugd a
4000 rpm durante 5 min. y se extrajo completamente la capa
organica. Este procedimiento se repiti6 con la segunda
porcion de solvente y se mezclaron ambas porciones
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organicas. El extracto obtenido fue secado empleando
sulfato de sodio anhidro y luego concentrado con una
corriente de nitrégeno gaseoso hasta obtener 1 mL exacto
del extracto. Este concentrado se analizo directamente por
cromatografia de gases.

2.5 Preparacion de mediosy crecimiento del hongo
Para el crecimiento de A. niger se probaron dos medios
solidos, PDA y MEA. Se inocul6 con aguja en cajas de Petri
con 25 mL de cada medio. Luego de 15 dias se observo el
crecimiento y esporulacion.  Se realizd la estandarizacion
del in6culo preparando una solucion de esporas en un medio
salino fisioldgico con un agente surfactante y se ajusto hasta
concentracion de 10" esporas/mL. Se prepar6 la solucion
acuosa con NaCl (0,85 % p/v) y Tween 80 (0,1 % p/v),
esterilizando a 15-20 psi y 121°C durante 15 minutos. Una
vez fiia la solucion se tomaron 20 ml y se adicionaron al A.
niger esporulado, se transfirieron las esporas a la solucion y
se guardo en tubo de ensayo. De esta solucion se tomo una
alicuota para dilucion, se realizd el conteo de esporas en
camara de Neubauer y se ajustd la concentracién a 10
esporas / mL, la cual fue usada como indculo en los ensayos.
Para llevar a cabo la biorreaccion se prepararon cuatro
medios diferentes: PDA, PDB, YMPG y solucién de
esporas.

2.6 Ensayosde biotransformacién

En al menos 40 experimentos, se evaluaron los medios de
reaccion PDA, PDB, YMPG y la solucion de esporas. Se
sirvieron 5 ml de cada medio en tubos de 20 ml. La solucion
de esporas se empled tal y como fue preparada. Los medios
YMPG, PDA y PDB fueron inoculados con 50 ul 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 cada tubo 10 pl de solucion de limoneno al
40% en etanol absoluto, sellando inmediatamente el frasco y
manteniendo agitacion constante durante el tiempo
requerido. Una vez finalizadas las reacciones (72h) se
efectuéd la extraccion de productos. Adicionalmente se
realizaron blancos donde se adicion6é el limoneno en
solucion, sin presencia de A. niger, bajo condiciones
idénticas y, una vez transcurridas 72 h, se realizd la
extraccion.

3. RESULTADOSY ANALISIS

Figura 1. Crecimiento de A. niger en medios: a) MEA y b) PDA
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3.1 Crecimiento dd hongo

Aspergillus  niger presentd mayor biomasa y mejor
esporulacion en medio MEA, por tanto, este medio fue
seleccionado para el 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 los medios PDA y MEA.

3.2 Ensayosdebiotransfor macion

Cada uno de los productos de reaccion fue analizado por
GC/MS, determinando la presencia de compuestos
oxigenados y concluyendo la eficiencia de biotransformacion.
La formacion de compuestos oxigenados se inicio a partir del
segundo dia y progresivamente aumentd hasta el octavo dia.
La maxima cantidad de estos compuestos se observo entre el
cuarto y octavo dia. El perfil cromatografico del producto con
predominio de alcohol perilico se indica en la Figura2 yenla
Figura 3 el espectro de masas obtenido.
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Figura 2. Perfil cromatografico del producto obtenido
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Figura 3. Espectro de masas del alcohol perilico obtenido
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Empleando medio liquido YMPG se obtuvo el alcohol
perilico como producto principal (14,7%). En este caso
ademas del alcohol perilico solo fue detectado otro
componente (no identificado) y limoneno remanente, es decir
que se favorece la produccion con selectividad hacia el
alcohol.

En medio PDA se logr6 la formacion de alcohol perilico
(4,9%), sin embargo los productos mayoritarios fueron a-
terpineol (19,7 %) y p-mentano-1,8-diol (12,2 %), por
tanto la selectividad a la formacion del alcohol es menor
en comparacion con YMPG. Al emplear medio PDB el
producto mayoritario fue alcohol perilico (14,6%), con
un resultado casi idéntico al obtenido con YMPG. El
alcohol perilico predomina como producto en los medios
liquidos YMPG y PDB que mostraron selectividad hacia
el alcohol.

El alcohol perilico solo se ha encontrado en cantidades
menores del 0,1% en algunos aceites esenciales extraidos de
lavanda, hierbabuena, menta y alcaravea. En estudios
animales ha demostrado causar la regresion en tumores
pancreaticos, mamarios y del higado, asi como ser
quimiopreventivo en canceres de colon, piel y pulmon.
También ha demostrado inhibir la fotocarcinogénesis en
canceres inducidos por rayos UV y tumores no melanomas
[3, 4, 11, 16]. La bioproduccion de alcohol perilico es
dificil y poco comun, solo se ha reportado su obtencion a
partir de limoneno empleando Aspergillus y células vegetales
[9]. En ninguno de los casos las soluciones de esporas de A.
niger condujeron a biotransformacion y aunque tales
soluciones se han empleado con éxito en otros trabajos, no fue
posible obtener conversion.

Entre los productos interesantes obtenidos empleando el
medio PDA, se encuentran el o-terpineol y el p-mentano-
1,8-diol. El a- terpineol es un ingrediente empleado en
perfumes y cosméticos, especialmente en productos de
limpieza debido a su bajo costo (USD 9/kg) y a su alta
estabilidad. Ha sido reportado como producto de la oxidacion
del limoneno empleando diferentes géneros de hongos,
incluido Aspergillus [6], Penicillium y Fusarium [1, 14],
logrando rendimientos mayores al 90% con tiempos de
reaccion de 8 horas. El p-mentano-1,8-diol o hidrato de
terpino, tiene propiedades farmacoldgicas y se usa en
algunos medicamentos para la bronquitis y la tos, ya que
actua como expectorante. Su costo aproximado es de
US$ 86/kg con pureza del 98 %. Diferentes
hidroximentoles y otros compuestos hidroxilados se han
logrado obtener a partir de monoterpenoides empleando
A. niger.

El uso de tapones de celulosa permitid la rapida
evaporacion del limoneno y probablemente de sus
productos, haciendo imposible su deteccion. Por esta
razén 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
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componentes volatiles que interfieran en la identificacion
de productos.

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Fue posible lograr la bioconversion del limoneno a alcohol
perilico, empleando YMPG, PDA y PDB. Con la solucién de
esporas no fue posible ningin tipo de conversion. Los
mayores porcentajes de alcohol perilico (14,6 % y 14,7 %)
fueron logrados con medios PDB y YMPG respectivamente,
los cuales favorecen la selectividad hacia el alcohol, con
pocos productos colaterales. El medio solido PDA promueve
la formacion de o-terpineol y p-mentano-1,8-diol, y aunque
se forma el alcohol perilico, es baja su concentracion. Se
aprecia claramente como el medio de reaccion y la fase en
que se encuentre incide fuertemente en la transformacion
fungica, variando la cantidad y tipo de los productos
obtenidos. También se considera importante la presencia de
oxigeno disponible, pero siempre en un sistema cerrado que
evite la evaporacion del sustrato y los productos.
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