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RESUMEN:

TiTULO: BIOTRANSFORMACION DEL LIMONENO POR MEDIO DE LA
ENZIMA CLOROPEROXIDASA DEL HONGO Caldariomyces fumago*

Autora: Ginna Paola Arias Moyano**

Palabras clave: Cloroperoxidasa, Limoneno, Biotransformacion, Caldariomyces
fumago.

Las biotransformaciones de productos naturales constituyen un area de gran
interés farmacéutico, dado que es posible potenciar su actividad biolégica a
través de reacciones regio- y enantioselectivas.

En la presente investigacion se llevo a cabo la biotransformaciéon enzimatica de
los monoterpenos enantioméricos, R-(+)- y S-(-)-limonenos, por medio de la
enzima cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago. Las reacciones
enzimaticas se realizaron en mezclas de acetonitrilo:agua, tetrahidrofurano:agua
y metanol:agua, y en diferentes intervalos de adicion del agente oxidante
(peroxido de hidrogeno) en funcién del tiempo de reaccion (1, 5, 10 y 24 h). Los
productos obtenidos fueron extraidos con éter etilico, se secaron con sulfato de
sodio y, finalmente, se analizaron por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, con el fin de realizar una identificacion de los
productos obtenidos.

Los resultados logrados para los dos monoterpenos empleados muestran que el
intervalo de adicién del perdoxido de hidrégeno y el tipo de solvente organico,
afectan la actividad catalitica de la enzima, lo que se ve reflejado en los
porcentajes de conversion de los enantiomeros y en los productos de
biotransformacion obtenidos. Cuando se emplearon metanol y tetrahidrofurano
para la disolucion del limoneno, se alcanzaron numero de productos
biotransformados y el porcentaje de bioconversion del limoneno mas bajos,
mientras que en los ensayos en los que se empled acetonitrilo como solvente
organico, se obtuvieron valores de onversion cercanos al 68%. Finalmente, se
identificaron las moléculas trans-6xido de limoneno, cis-dihidrocarvona, trans-
dihidrocarvona, trans-carveol vy 2-cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona,
entre otros, como productos de biotransformacion de los dos enantidmeros del
limoneno empleados en esta investigacion.

* Trabajo de grado

** Universidad Industrial de Santander, Facultad de ciencias, Escuela de
Quimica. Directores Rodrigo Torres y Elena E. Stashenko.



ABSTRACT:

TITLE: BIOTRANSFORMATION OF LIMONENE BY THE ENZYME
CHLOROPEROXIDASE FROM THE Caldariomyces fumago MOLD*

Author: Ginna Paola Arias Moyano**

Keywords: Chloroperoxidase, Limonene, Biotransformation, Caldariomyces
fumago.

Natural product biotransformation is an area of great pharmaceutical interest,
since it is possible to enhance their biological activity by means of regio- and
enantioselective reactions.

The enzymatic biotransformation of R-(+) - and S-(-)-limonene was carried out in
the current investigation with a chloroperoxidase enzyme obtained from the
fungus Caldariomyces fumago. The enzymatic reactions were conducted in
mixtures of acetonitrile:water, tetrahydrofuran:water and methanol:water, and at
different intervals of oxidizing agent (hydrogen peroxide) addition (for total
reaction times of 1, 5, 10 and 24 h). The products obtained were extracted with
ethyl ether, were dried with sodium sulfate and, finally, were analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry, in order to identify the products obtained.

The results achieved for both monoterpenes showed that the interval of hydrogen
peroxide addition and the type of organic solvent, affected the catalytic activity of
the enzyme, which was reflected in enantiomer conversion and in the
biotransformation products obtained. When methanol and tetrahydrofuran were
used for limonene dissolution, the number of biotransformation products and the
limonene bioconversion percentage were the lowest. When acetonitrile was
used as organic solvent, up to 68% conversion was achieved. Finally, the
following were identified among the biotransformation products of the two
limonene enantiomers employed: trans-limonene oxide, cis-dihydrocarvone,
trans-dihydrocarvone, trans-carveol and 2-chloro-4-(1-methylethenyl)-cyclohex-5-
in-one-1.

* Undergraduate project
** Industrial University of Santander, Faculty of Science, School of Chemistry.
Directors: Rodrigo Torres and Elena E. Stashenko.



INTRODUCCION

Las biotransformaciones de productos naturales constituyen un area de
gran interés farmacéutico, dado que es posible potenciar su actividad
biologica a través de reacciones biocataliticas altamente regio y
enantioselectivas. En especial, las biotransformaciones de terpenos son
muy estudiadas, porque permiten la produccion de compuestos
enantioméricamente puros bajo condiciones de reaccién suaves, que
pueden ser utilizados en la industria farmacéutica, alimenticia y

cosmeética, entre otras.

Los monoterpenos representan un grupo abundante de sustancias
quirales, que pueden ser transformadas en componentes bioactivos de
gran valor agregado, tales como saborizantes, fragancias y farmacos [14].
Ademas, gracias a la gran biodisponibilidad, facil obtencion, y a la
enanito- y estereoselectividad de este método, estos terpenoides son
valiosos productos de partida para la obtencion biotecnolégica de

diferentes compuestos.

Las reacciones de biotransformacion pueden ser llevadas a cabo por
microorganismos o través de reacciones enzimaticas, utilizando enzimas
oxidativas como mono- o di-oxigenasas o0 peroxidasas. Las enzimas son
moléculas altamente especificas tanto en la reaccion que catalizan, como
en la seleccidon de las sustancias reaccionantes, denominadas sustratos.
Ademas son de gran interés, ya que determinan la pauta de las
transformaciones quimicas, también son raras las reacciones colaterales,
que conducen a la formacién de productos secundarios, por lo que el uso
de estos biocatalizadores en las diferentes industrias ha ido aumentando

a lo largo de los ultimos afios.

20



La enzima cloroperoxidasa (CPO) del hongo Caldariomyces fumago es
una peroxidasa de origen marino muy funcional, ya que no sélo cataliza
las reacciones “clasicas” de las peroxidasas, sino que también reacciones
de transferencia de oxigeno y halogenaciones con una alta especificidad
de sustrato [40, 45, 57]. In vivo, esta enzima interviene en la sintesis del
caldariomicina, un compuesto halogenado con propiedades
antimicrobiales. In vitro, la enzima cataliza un numero importante de
reacciones quimicas, tales como las reacciones enantioselectivas de

transferencia de oxigeno y las halogenaciones oxidativas [21].

La gran aplicabilidad tanto académica, como industrial, que tienen las
biotransformaciones catalizadas por enzimas, hace necesario optimizar
estos procesos de biotransformacion, con el fin de aumentar el
rendimiento y el exceso enantiomérico (ee) de los productos. Por esta
razon, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar la capacidad de
biotransformacion del limoneno por la enzima cloroperoxidasa del hongo
Caldariomyces fumago en diferentes medios organicos e intervalos de

adicion del peroxido de hidrégeno durante diferentes tiempos.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1. ENZIMAS

El uso de biocatalizadores en las transformaciones microbioldgicas es un
area de la biotecnologia que continua en expansion gracias a la eficiencia
y especificidad del proceso. Los biocatalizadores son sustancias que
alteran la energia de activacion de una reaccion quimica, haciendo que

ésta sea mas rapida o mas lenta.

Una enzima es un catalizador biolégico y, como todos los catalizadores,
aumentan la rapidez de una reaccion quimica sin sufrir un cambio quimico
permanente en si mismas. Un catalizador influye en la rapidez de una

reaccion quimica pero no afecta el equilibrio de ésta.

Las enzimas, sin embargo, exhiben muchas propiedades que difieren de
las mostradas por los catalizadores en general. Las tres propiedades mas
importantes son su alto poder catalitico, su especificidad y la capacidad
de regular su actividad catalitica mediante diversos compuestos de origen

natural [9].

Las propiedades de las enzimas se derivan de su estructura proteica,
siendo la principal propiedad su capacidad catalitica. La capacidad
catalitica de una enzima depende de su estructura nativa. Dicha
configuracion es el resultado de muchas fuerzas de interaccion como

puentes de hidrogeno, interacciones apolares y los enlaces ionicos.
La clasificacion de las enzimas se lleva a cabo teniendo en cuenta su

accion catalitica especifica. Se distinguen asi 6 grandes grupos o clases
(Ver Tabla 1) [26].
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Tabla 1. Clasificacion de las enzimas.

CLASE TIPO DE REACCION EJEMPLO
Ligasas Sintesis Ligasa X-Y
Isomerasas Isomerizacion Racemasas
Liasas Reacciones de Sustrato grupo liasa
eliminacién
Hidrolasas Reacciones de hidrdlisis Esterasas
Transferasas Transferencia de grupo Transaldolasas
Oxidoreductasas Oxidacion/reduccion Peroxidasas

Las enzimas catalizan ciertas reacciones y logran algunas
transformaciones quimicas, dificiles de obtener mediante el empleo de
tratamientos quimicos convencionales. Cada una de ellas cataliza un sélo
tipo de reaccién, y actua sobre un unico sustrato gracias a que su
capacidad catalitica viene de yuxtaponer los sustratos en orientaciones
favorables dentro de los complejos enzima-sustrato (ES). Estos complejos
enzima-sustrato se forman por la combinacion de la enzima y el sustrato,
mediante una reaccién reversible, en la que se forma el complejo de
transicion ES y, consecuentemente el producto de reaccion (P) (Ver

Ecuacion 1).

Cuando se forma este producto, se regenera de nuevo la enzima y queda

disponible para combinarse con otra molécula de sustrato [9].

E+S—<ES—-SE+P Ecuacion 1.

Las moléculas de sustrato se unen al sitio activo de la enzima, donde
tiene lugar la catalisis. El sitio activo comprende un sitio de union formado

por los aminoacidos que estan en contacto directo con el sustrato y un
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sitio catalitico, formado por los aminoacidos directamente implicados en el

mecanismo de reaccion [14].

Las siguientes son algunas generalidades del sitio o centro activo [77]:

1.

El centro activo es una porcion relativamente pequeina del volumen
total de la enzima. Muchos de los residuos de aminoacidos no

estan en contacto con el sustrato.

Es una estructura tridimensional formada por grupos que proceden

de distintas partes de una secuencia lineal de aminoacidos.

Los sustratos se unen a las enzimas por numerosas fuerzas
débiles como enlaces electrostaticos, de hidrogeno, fuerzas de van

der Waalls e interacciones hidrofébicas.

Los centros activos son hoyos o hendiduras. En todas las enzimas
de estructura conocida, las moléculas de sustrato quedan ligadas a
una hendidura de la cual el agua ha quedado normalmente
excluida, salvo que sea un componente de la reaccion. El caracter
no polar de la hendidura aumenta la afinidad por el sustrato.
Ademas, la hendidura crea un microambiente en el cual ciertos
residuos polares adquieren propiedades especiales para su funcién

catalitica.

La especificidad del enlace depende de la disposicion debidamente
definida de los atomos del centro activo, por lo que una molécula
de sustrato debe tener la forma adecuada para introducirse al

centro.

La mayoria de las enzimas, a diferencia de los catalizadores quimicos,

son altamente especificas en cuanto a la naturaleza del sustrato (S) que

utilizan y al tipo de reaccion que catalizan. Algunas enzimas son mas

especificas que otras. Asi, las peptidasas, fosfatasas y esterasas

utilizaran una amplia variedad de sustratos siempre que éstos contengan

el enlace quimico requerido, a saber: enlace peptidico, unién fosfato éster
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y enlace carboxilato éster, respectivamente. A menudo, se encuentra baja
la especificidad con las enzimas degradativas, pero rara vez con las
enzimas biosintéticas. Otro grupo de enzimas, por ejemplo, la hexocinasa,
son intermedias entre estos dos extremos que exhiben especificidad de
grupo. Asi, la hexocinasa cataliza la fosforilacion de diversos azucares

siempre que sean de aldohexosas [9].

Una de las propiedades mas sobresalientes de las enzimas como
biocatalizadores es su alta especificidad por el sustrato. Existen tres tipos

de especificidad [9]:

a) Especificidad absoluta: Existen enzimas que solo aceptan una
molécula como sustrato, por ejemplo, la acetilcolinesterasa, que

actua sobre los ésteres de colina.

b) Especificidad de grupo: Son enzimas que catalizan el mismo tipo
de reaccion con varios sustratos; pero que tienen en comun un
mismo grupo quimico, el cual es el directamente modificado en la
reaccion, por ejemplo, la esterasa, que actua sobre los grupos

éster.

c) Estereoespecificidad: Esta relacionada con el arreglo espacial de
las moléculas de los sustratos (esteroisomeria). Asi, un gran
numero de enzimas son especificas para los isomeros opticos L o

D (especificidad 6ptica).

La estabilidad de una enzima depende de su estructura nativa, con la cual
presenta una actividad catalitica. La estructura o conformaciéon nativa de
una proteina es la disposicion espacial ordenada que adquieren todos sus
atomos cuando se sintetiza en el medio biologico. Viene condicionada por
el orden o secuencia en que se encuentran unidos sus residuos de
aminoacidos por medio de enlaces peptidicos (estructura primaria). La

conformacién que adopta la proteina (estructura terciaria), es una suma
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de unos ordenamientos espaciales especificos tipo helicoidal, de hojas
plegadas y giros (estructura secundaria). Estas estructuras se establecen
mediante la formacién de enlaces de hidrogeno entre los atomos de los
enlaces peptidicos y otra serie de fuerzas, unas de naturaleza covalente
como los enlaces de puentes disulfuro, y otras, por enlaces de naturaleza

no covalente (Ver Figura 1) [14].

Cuando la enzima se desestabiliza por cambios en las condiciones fisicas
0 quimicas del medio que la rodea, pierde su estructura ordenada; se
rompen muchas de las interacciones y se forman nuevos enlaces con las
moléculas de solvente que envuelven la estructura proteica. Es decir, la
enzima se desnaturaliza, pierde su forma nativa, se desordena y cambia
su actividad [14].

1.2. CATALISIS ENZIMATICA EN MEDIOS ORGANICOS

El uso de solventes organicos como medio de reaccion ha aumentado
enormemente la diversidad de la catalisis enzimatica, especialmente, en
diferentes aplicaciones de la sintesis organica. La relaciéon entre la
hidratacion enzimatica y la actividad catalitica es muy importante, debido
a que el agua interviene en las interacciones no covalentes que ayudan a

la conformacién cataliticamente activa de la enzima [33].

Una de las razones para el uso de medios organicos en las reacciones
enzimaticas, es la baja solubilidad que presentan los sustratos en agua. El
uso de una pequefia cantidad de solvente organico en el medio de
reaccion es una buena alternativa para aumentar la solubilidad de los
sustratos hidrofobicos, y, de esta manera, hacer viable la reaccién.
Pueden usarse solventes organicos miscibles o inmiscibles con agua. En

este caso, se obtiene un sistema bifasico en el cual la enzima y otras
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sustancias hidrofilicas estan presentes en la fase acuosa, mientras que
los sustratos hidrofébicos y los productos de reaccién permanecen en la

fase organica.

ESTRUCTURA PRIMARIA:

Residuos de aminoacidos (A)

ESTRUCTURA SECUNDARIA: ESTRUCTURA TERCIARIA:

Capaplegadap ™Y Y Y ¥ ¥ ¥ ¥y
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Intermoleculares
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Figura 1. Enzimas: A. Estructura de las proteinas, B. Fuerzas que

estabilizan la estructura protéica [43].

De acuerdo con la bioconversion ocurrida, los sustratos deben reaccionar
con la enzima en la fase acuosa y después de la reaccion los productos
hidrofobicos son transferidos hacia la fase organica. Estas reacciones no
solo se presentan en estos sistemas, también se pueden dar en sistemas

monofasicos en los cuales el solvente organico y las moléculas de agua
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se distribuyen en el sitio catalitico de la enzima [50]. En la Figura 2, se
observan los sistemas esquematicamente presentados de reaccion, que

se presentan con el uso de solventes durante la catalisis enzimatica.

Fase organica

S P
T |
lST -

= L.P

—

Fase acuosa

Figura 2. Representacion de los sistemas de reaccion: A. Bifasico y B.

Monofasico. (S = Sustrato; E = Enzima; P = Productos)

Las reacciones enzimaticas en medios organicos han adquirido un rapido
desarrollo en las areas investigativa e industrial. Las enzimas en medios
organicos exhiben cambios en sus propiedades, tales como el aumento
de la termoestabilidad, la especificidad modificada y la capacidad de
catalizar reacciones, que son cinéticamente imposibles en soluciones

acuosas [53].

1.2.1. Efecto de los solventes en la catalisis enzimatica. En la catalisis

enzimatica en medios organicos, la naturaleza del solvente influye sobre

la actividad y estabilidad de la enzima. La polaridad del solvente juega un

papel muy importante, porque un descenso en la constante dieléctrica del

medio permitira un aumento de las interacciones electrostaticas entre
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residuos de aminoacidos cargados de la enzima, lo que conduce a una
disminucién de su flexibilidad. Esta flexibilidad es necesaria para los
procesos cataliticos, ya que una flexibilidad reducida va acompafnada de

una disminucién en la actividad catalitica [50].

La presencia de un solvente organico constituye un riesgo de activacion
de la enzima. Cuando se utilizan solventes miscibles con agua,
concentraciones moderadas de éstos pueden usarse, sin provocar algun
efecto negativo sobre la actividad de la enzima. Sin embargo, la adicion
de grandes cantidades, puede provocar su inactivacion [48]. La presencia
de los solventes a inactivar las enzimas no sélo depende de su
hidrofobicidad, sino de otras caracteristicas fisicoquimicas, tales como la

capacidad de solvatar y la geometria molecular [48].

Los solventes organicos afectan la actividad catalitica de las enzimas, ya
que son capaces de separar las moléculas de agua unidas a su
superficie. Ademas, desestabilizan el sitio activo provocando una
disminucién de la polaridad local, y, por tanto, aumentando las
repulsiones electrostaticas entre la enzima y el sustrato, disminuyendo la
probabilidad que se unan. Este efecto del solvente de separar las
moléculas de agua de la superficie se ha relacionado con la polaridad y el
grado de hidrofobicidad del mismo [26]. Los solventes organicos
interactuan directa o indirectamente con los sustratos y productos
afectando la actividad enzimatica. Estos solventes producen variaciones
en las concentraciones de los sustratos y productos en la capa acuosa

alrededor de la enzima, interfiriendo de esta manera la reaccion [50].

Los solventes organicos pueden interactuar directa o indirectamente con
los sustratos y productos, generando variaciones en las concentraciones
de éstos en la capa acuosa alrededor de la enzima y afectando la

actividad enzimatica.
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1.2.2. Efecto del agua en la catalisis enzimatica. La cantidad de agua
en el sistema catalizador/medio de reaccion influye en la actividad
catalitica de la enzima, como se observa en la Figura 3. El agua se
distribuye entre las distintas fases presentes en el medio de reaccién.
Parte del agua se une a la enzima, otra parte se disuelve en el solvente y
una tercera en el sustrato. El grado de hidratacion de la enzima es un

parametro clave en su actividad [15].

El agua unida a la superficie de la molécula proteinica activa la enzima,
aumentando la flexibilidad interna de la misma, sin embargo, algunas
veces el agua puede actuar como sustrato en la reaccion, provocando
una menor posibilidad de contacto entre el sustrato de interés y la enzima
[50].

Es necesario que exista una capa delgada de agua alrededor del
biocatalizador con el fin de preservar la estructura tridimensional de la
proteina en una forma activa cataliticamente. Cuando se agrega agua a
un sistema enzima-solvente, ella se reparte entre el solvente y la enzima.
La cantidad de agua adherida a la superficie de la enzima controla
significativamente la actividad y, en un menor grado, el contenido de agua

en el sistema total [88].

% SOPORTE

AGUA

SOLVENTE

Figura 3. Efecto del agua en la actividad catalitica de la enzima en
solventes organicos en concentraciones: A. Baja; B. Moderada; y C. Alta
[39].
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1.3. PEROXIDASAS

Las peroxidasas son glicoproteinas globulares con un peso molecular
aproximado de 42000 Da, en las cuales la porcion proteica corresponde
aproximadamente a 34000 Da, el resto del peso molecular esta
constituido por el grupo prostético, dos iones de calcio y algunos ligandos

superficiales enlazados [7].

Las peroxidasas son enzimas que se encuentran en plantas, animales o
células microbianas. La mayoria de las peroxidasas son hemoproteinas,
que contienen un grupo prostético hemo unido fuertemente a la cadena
polipeptidica. El hemo es un complejo de protoporfirina IX e iones ferrosos
(Fe*") [85].

Las peroxidasas reaccionan via radical libre, usando peroxido de
hidrégeno como agente oxidante en las reacciones. En este mecanismo el
atomo de hierro se comienza a oxidar y se forman especies reactivas
Fe(IV)-O y un intermediario radical del grupo hemo; el sustrato reducido
después reacciona con el radical hemo y se forma el producto de la

oxidacion y regenerando el ion Fe(lll) [12].

Estas enzimas pueden catalizar un amplio rango de oxidaciones,
incluyendo la oxidacion de heteroatomos en numerosos compuestos,
epoxidacion y reduccion de hidroperoxidos, gracias a que tienen altos
potenciales redox y son agentes oxidantes presentes [80]. Ademas,
pueden catalizar halogenaciones de diferentes sustratos organicos,

empleando iones CI', Br y I [59].

En el Esquema 1, se presentan algunas de las reacciones mas comunes

catalizadas por las peroxidasas.
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Esquema 1. Ejemplos de reacciones de oxidacién catalizadas por

peroxidasas [85].

La actividad catalitica de estas enzimas depende fuertemente de la
concentracion del perdxido de hidrogeno en solucion, el cual puede llegar
a ser un agente inactivante. Las peroxidasas son enzimas abundantes en
la naturaleza, que pueden ser aisladas de diferentes fuentes, presentando

diferentes actividades cataliticas y estabilidad segun sea su origen.

Entre las peroxidasas de origen microbiano, las provenientes de hongos
son los mejores biocatalizadores conocidos hasta la fecha, entre las que
se encuentra la enzima cloroperoxidasa del hongo marino Caldariomyces

fumago, empleada en esta investigacién. Estas enzimas inicialmente
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fueron aisladas de organismos marinos y son reconocidas por su
capacidad de halogenar sustratos en presencia de haluros y peréxido de
hidrégeno. En las reacciones de estas enzimas, el ion haluro se enlaza
inicialmente al sitio activo, y, subsecuentemente, comienza a incorporarse

al sustrato.

1.3.1. Cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago. En la busqueda de
nuevos compuestos con mayor potencial biolégico y valor agregado,
desde hace muchos afios se han ido realizando diferentes investigaciones
en el campo de las biotransformaciones, en las cuales se usan enzimas
como catalizadores. Las enzimas han sido probadas como catalizadores
multifuncionales para la sintesis de compuestos valiosos, por ejemplo,
compuestos carbonilicos y aminoacidos, para la investigacion y las

diferentes industrias [52].

La cloroperoxidasa (CPO) obtenida a partir del hongo marino
Caldariomyces fumago, es una haloperoxidasa que ha mostrado ser un
biocatalizador muy usado por su alto rendimiento y la selectividad
enantiomérica. Entre el grupo de las haloperoxidasas es la que presenta
mayor actividad especifica. Sin embargo, es altamente sensible a la
temperatura y puede llegar a inhibirse por concentraciones altas del

agente oxidante peréxido de hidrogeno (H20) [20].

El uso de la CPO se extiende a campos tales como diagndéstico analitico,
elaboraciéon de productos farmacéuticos, control ambiental, remocion de
aminas aromaticas carcinogénicas de los efluentes industriales, de
fenoles a partir de residuos acuosos y de productos coloreados y de
aromaticos volatiles a partir de bebidas acuosas [69]. Ademas, se ha
demostrado que esta enzima es capaz de catalizar reacciones de

oxidacion de una gran variedad de compuestos fendlicos [69].
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En la Tabla 2, se muestran los estados de oxidacion que presenta esta
enzima durante su ciclo catalitico.

Tabla 2. Estados electronicos del grupo prostético de la cloroperoxidasa
[35].

Grupo Hemo Coordinacion del Fe Estados de
hemo oxidacién/espin Fe
;géé Fe" (5=2);
' Fe" (S=5/2)
\Oys

Fe" (5=0);
Fe'' (5=1/2)

Fe" (s=1)

Hexacoordinado

El ciclo catalitico de reaccion de esta enzima es iniciado por el perdxido
de hidrogeno, el cual se une al hierro pentacoordinado para producir el
compuesto |, un catién-radical-r porfirinico, que contiene Fe" (Ver
Esquema 2). Luego, es posible se den tres rutas diferentes: 1. En una el
compuesto | sufrird una reduccién para formar el compuesto Il, el cual
contiene un centro oxiferril coordinado a un ligando porfirinico dianidnico;
2. En oftra ruta, es reducido al estado férrico estable con la oxidacién de
un electrén del sustrato; y finalmente, 3. En la tercera ruta, la oxidacion de
un donador de electrones produce Oy retorna a la forma del compuesto

I, para volver a su estado nativo mas estable [58].
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Esquema 2. Mecanismo de reaccion: A. Ciclo catalitico de Ila

cloroperoxidasa; B. Mecanismo general de reaccion catalizada por CPO
[5, 72].

El problema de las aplicaciones sintéticas de la cloroperoxidasa, es la
disminucion de su actividad catalitica en presencia de un exceso de
sustrato y de agente oxidante. Empleando peroxido de hidrégeno, es
posible que ocurra una inhibicion enzimatica en la que la velocidad de
reaccion inicialmente crece con el aumento de la concentracion de este
agente oxidante, y luego cae, después de alcanzar un maximo [4]. El
mecanismo de inactivacion de la enzima cloroperoxidasa ha sido

investigado con el objetivo de mejorar la utilidad practica de este
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biocatalizador en la oxidacion de hidrocarburos. Aunque el mecanismo de
inactivacion de la CPO por agentes oxidantes como el perdxido de
hidrégeno no ha sido completamente elucidado, la inactivacion de las
tipicas peroxidasas, por ejemplo, la peroxidasa del rabano, en particular,
si se observa en la ausencia de sustratos reductores; es un proceso
comun en las reacciones de biotransformacion. En tales sistemas, el
peréxido de hidrégeno interactua con la enzima mediante el mecanismo

mostrado en el Esquema 2 [68, 76].

En anos recientes, se ha ido reconociendo a esta hemo peroxidasa por su
gran estereoselectividad, que resulta ser muy util en sintesis organica [49,
65]. Asi, por ejemplo, se ha usado en epoxidacion de olefinas con
hidroperéxidos, debido a que los epodxidos quirales son intermediarios
importantes en la sintesis asimétrica de compuestos biolégicamente
activos. De igual forma, se han estudiado las reacciones de transferencia
de oxigeno al doble enlace carbono-carbono en un gran rango de mono-
olefinas arilicas, y los efectos en la posicidén del doble enlace a lo largo de
la cadena, la estereoquimica cis-/trans en la enantioselectividad vy
reactividad de la enzima se han observado en diferentes reacciones [73].
En 1979, Corbett y colaboradores, demostraron la capacidad catalitica
que tiene esta enzima, en reacciones de oxidacion de arilaminas,

empleando peroxido de hidrogeno como agente oxidante [22].

A medida que se conoce mas acerca del alto potencial de esta enzima, se
han estudiado los tipos de sustratos y las condiciones de reaccion mas
favorables para estas bioconversiones. Varias investigaciones en las que
se estudian diferentes tipos de reacciones, que pueden ser catalizadas
por esta haloperoxidasa, son halogenaciéon, oxidacién asimétrica
enantioselectiva, dehalogenacion y epoxidacion, entre otras [11, 16, 41,
45, 49, 57, 73, 74].
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En la Tabla 3, se presentan algunas de las reacciones en las cuales
emplearon la enzima cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago

como catalizador.

1.4. TERPENOS

Los terpenos constituyen uno de los grandes grupos de compuestos
secundarios presentes en una amplia proporcion en el reino vegetal. Entre
ellos, se encuentran los metabolitos secundarios, como los componentes
de esencias, balsamos y resinas, y un importante grupo de metabolitos
considerados fisiolégicamente como primarios. Estas sustancias naturales
tradicionalmente conocidas como derivados del 2-metil-butadieno
(isopreno), son los principales constituyentes de los aceites esenciales
presentes en muchas familias de plantas, y se usan como aditivos en
comidas, como fragancias en perfumeria, en aromaterapia y en medicina
tradicional y alternativa. La clasificacion de los terpenos, basada en la
consideracion, que ellos son derivados del isopreno. El verdadero
precursor de esta familia de sustancias es el acido mevalonico (acido 3,5-

dihidroxi-3-metilpentanoico), el cual proviene de la acetil coenzima A [58].

Las unidades de isopreno se unen formando cadenas aciclicas y ciclos

(mono-, di-, tri-, etc) de varios atomos de carbono (Ver Esquema 3).

X

Esquema 3. Formacion de un monoterpeno a partir de dos moléculas de

isopreno [58].
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Tabla 3. Reacciones catalizadas por cloroperoxidasa del hongo
Caldariomyces fumago.
Investigadores Referencia[ ] Ano Pais Reacciones
Brown, F.S. Y Hager, L.P. 11 1967 EE.UU. Halogenacién
Corbett, M., et al. 22 1979 EE.UU. Oxidaciones de
arilaminas
Libby, R.D., et al. 57 1981 EE.UU. Halogenaciones de
sustratos organicos
Fu, H., Kondo, H., et al. 32 1992 EE.UU. Oxidacioén de sulfuros
Casella, L. 16 1994 Italia Oxidacion de fenoles
Hager, L.P., Morris, D.R., et al. 39 1995 EE.UU. Halogenacionde MCD
Epoxidacion
Lakner, F., Hager, L.P., et al. 56 1996 EE.UU. enantioselectiva de
mevalonolactonas
Hager, L.P., Lakner, F.J., et al. 40 1998 EE.UU. Epoxidacion de
alquenos
Aoun, S., Baboulene, M. 6 1998 Francia Bromohidroxilaciéon de
alquenos
Manoj, K., et al. 61 1999 EE.UU. Epoxidacion de
olefinas
Sanfilippo, C., et al. 74 2000 Italia Oxidacion del 1,3-
ciclohexadieno
49 Oxidacioén de alcoholes
Kiljunen, E., et al. 2000 Finlandia a aldehidos
82 Halogenacion de
Vasquez, D., et al. 2001 México hidrocarburos
aromaticos
Sanfilippo, C., et al. 73 2002 Italia Oxidacion de dienos
ciclicos
Bougioukou, D.J., et al. 10 2002 Grecia Oxidacion de ésteres
Osborne, R.L., et al. 67 2005 EE.UU. Halogenacion de
sustratos alifaticos
La Rotta, C.E., et al. 54 2005 Alemania Aminacion y alquilacién
Oxidacion de cetonas,
Hofrichter, M., et al. 41 2006 Alemania cicloalcanos, alquinos
y anisol
Kaup, B., et al. 45 2006 Alemania y Oxidacion y halo-
Suiza hidroxilacion
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Los terpenos se clasifican segun las unidades de isopreno presentes en

su estructura (Ver Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de terpenos, segun unidades isoprénicas.

Prefijo Numero de atomos de Numero de unidades de
carbono isopreno, CsHg
Mono- 10 2
Sesqui- 15 3
Di- 20 4
Tri- 30 6
Tetra- 40 8
Poli- >40 >8

Los monoterpenos son moléculas que contienen 10 atomos de carbono
en su estructura, y se clasifican en aciclicos, monociclicos y biciclicos
[42].

El limoneno es un terpeno monociclico que ha sido utilizado en diversos
procesos industriales, quimicos, farmacéuticos y alimenticios, como
solvente industrial, materia prima para la fabricacién de otros compuestos
quimicos, componente aromatico, entre otros [63]. Debido al gran uso que
tiene este compuesto, se ha incrementado el numero de investigaciones
relacionadas con su biotransformacion en sustancias de mayor valor

agregado y aplicaciones especificas [63].

1.4.1. Limoneno. EIl limoneno es un monoterpeno monociclico muy
abundante en la naturaleza y con un olor caracteristico a los citricos y
algunas plantas aromaticas. Debido a la presencia de un carbono quiral
en su estructura, existen dos enantibmeros con propiedades y usos

especificos.
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El S-(-)-limoneno se encuentra principalmente en la Menta spicata o
hierbabuena, la cual es una hierba perenne, proveniente de Europa,
empleada en gastronomia y perfumeria, por su aroma intenso y fresco.
El R-(+)-limoneno es el compuesto mayoritario del aceite esencial
obtenido de los frutos citricos (naranja, limén, mandarina, entre otros) [17,
63].

El limoneno se separa industrialmente por un proceso de desterpenacion
del aceite esencial y se usa como disolvente biodegradable de resinas,
pigmentos, tintas, entre otros, asi como componente aromatico y en la

sintesis de nuevos compuestos.

En la Figura 4, se observan las estructuras quimicas de los dos

enantiomeros del limoneno.

7 7
1 1
2 6 2 6
3 5 3 5
4: 4
/N 8
10 9 10 9

S-(-)-limoneno R-(+)-limoneno

Figura 4. Estructuras quimicas de los enantiomeros del limoneno.

El limoneno presenta enlaces dobles entre los carbonos C4-C, y Cg-Co,
siendo mas probable la oxidacién en las posiciones alilicas (Cs y Cg) y
la epoxidaciéon en los dobles enlaces por razones de estabilidad y
reactividad quimica (Ver Figura 4), sin embargo, puede oxidarse en

otros carbonos menos reactivos [30]. Debido a que la reactividad en los
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metilos y los metilenos alilicos es muy similar, la selectividad se
dificulta cuando se emplean catalizadores convencionales, por esta

razon se prefiere el uso de biocatalizadores [30].

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del limoneno se presentan
en la Tabla 5.

Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas del limoneno.

PROPIEDAD DESCRIPTOR
Formula molecular CioH1e
Peso molecular 136,24 g/mol
Estado fisico Liquido
Color/olor Incoloro/citrico
Punto de ebullicion 178°C
Densidad a 20°C 0,84 g/cm?®
Presion de vapor a 20°C 2,1 Pa
Solubilidad en agua a 20°C Insoluble

1.5. BIOTRANSFORMACIONES

Las biotransformaciones son importantes en sintesis organica,
especialmente, para la produccion de moléculas quirales, caso en el que

las reacciones quimicas son bastante complejas de realizar [70, 75].
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Los procesos de biotransformacion se definen como aquellos en los
cuales se emplean sistemas biolégicos para llevar a cabo
transformaciones quimicas de cualquier tipo. Estos sistemas se
denominan biocatalizadores y se caracterizan por ser enzimas o
moléculas completas, ya sean microorganismos naturales o

recombinantes [17, 29].
Este proceso desempefa un papel clave en el ambito de los productos

alimenticios, industria de drogas quirales, vitaminas, productos quimicos

especiales de valor agregado y de la alimentacion animal (Ver Figura 5).

| ALIMENTOS |
L

SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS - ;
PARA ANIMALES «—— BIOTRANSFORMACION |——————| PRODUCTOS QuiMICOS

AN

PRODUCTOS FARMACEUTICOS/ TRATAMIENTO DE AGUAS
VITAMINAS

Figura 5. Areas de aplicacién de procesos de biotransformacion [26].

Ampliar un proceso biotecnolégico del laboratorio a una escala comercial
es dificil y necesita de varios pasos. Sin embargo, mas y mas industrias
se estan moviendo hacia el desarrollo de procesos basados en
biocatalisis debido a sus ventajas [26]. Es por esto, que cada dia se
incrementa mas el interés, tanto académico como industrial hacia los
biocatalizadores y las biotransformaciones, debido a su especificidad,

estabilidad, sensibilidad y bajo costo [55].

Las biotransformaciones son conversiones catalizadas por enzimas, de
diferentes sustratos. Las enzimas para biocatalisis se usan en un sin

numero de formas. Pueden ser tipo natural, recombinantes o

42



genéticamente modificadas para incrementar su especificidad o actividad
[75].

Estas biotransformaciones se han realizado tradicionalmente en sistemas
acuosos, debido a que estos medios son generalmente compatibles con
las enzimas. Sin embargo, la solubilidad de los terpenos en agua es muy
baja, por lo que es necesario emplear algunos solventes organicos en el
medio de reaccién. Cuando se emplean solventes no-acuosos en vez del
medio acuoso natural, las enzimas exhiben nuevas propiedades,
incluyendo su habilidad de catalizar reacciones imposibles de llevar a
cabo en agua, y presentando el aumento de la termoestabilidad y la
selectividad, entre otras. La principal desventaja del funcionamiento de la
enzimas en solventes organicos es que se reduce su actividad catalitica
comparada con la que presenta en el medio acuoso; una de las
principales causas de esta inactivacion no es el efecto mismo del solvente
organico sino la desnaturalizacion de la enzima, por su previa

deshidratacion, usualmente por medio de liofilizacion [24, 79].

1.6. BIOTRANSFORMACION DEL LIMONENO

Ademas de las aplicaciones que tiene el limoneno en diversos procesos
industriales, quimicos, farmacéuticos y alimenticios, sus propiedades
organolépticas y costos, ha aumentado el numero de investigaciones
relacionadas con su biotransformacion en sustancias de mayor valor
agregado. Entre los productos de biotransformacion obtenidos en las
diferentes biotransformaciones realizadas, se encuentra el Alcohol

Perilico, la Isopiperitona y el Carveol.

En los ultimos cinco afios se dié un progreso significativo en el estudio de

la biotransformacion del limoneno, especialmente, empleando la
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biocatalisis microbiana por cepas de bacterias, hongos, levaduras y
enzimas. A diferencia de los procesos quimicos tradicionales, que
requieren temperaturas y presiones elevadas, las conversiones
microbianas ocurren en condiciones moderadas, y, en algunos casos, los

productos se obtienen de modo selectivo.

Algunos de los microorganismos usados en la biotransformacion del

limoneno se muestran en la Tabla 6 [58, 63]:

Tabla 6. Microorganismos usados en la biotransformacion del limoneno,

reportados en la literatura.

Investigadores Microorganismos Productos de
biotransformacion

Abraham, W.R., etal. [1] Diplodia  gossypina y Productos de hidroxilacién
Corynospora cassiicola

Noma, Y., et al. [66] Aspergillus cellulosae (+)-Isopiperitona, (+)-
alcohol perilico y (+)-cis-
carveol

Chang, H.C., et al. [18] Bacillus Alcohol perilico

stearothermophilus

Van Rensburg, E., etal. Arxula adeninivorans y Acido perilico
[78] Yarrowia lipolytica

En los ultimos afios se han visto cambios significativos en el campo de la
biotransformacion del limoneno [62, 63], especialmente, con el uso de
microorganismos como biocatalizadores. Un gran numero de metabolitos
aislados e identificados de diversos microorganismos y células, han
demostrado su capacidad de transformar el limoneno en compuestos

oxidados de mayor interés y aplicabilidad.

En el Esquema 4, se presentan algunas de las principales rutas de

biotransformacién del limoneno reportadas en la literatura.
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1.7. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica de separacion de mezclas, en
la cual la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica, donde sufre un fendmeno de particion entre dos fases,
una movil gaseosa (helio, argdn, hidrogeno, nitrégeno), y otra
estacionaria, constituida por un sélido o liquido soportado sobre las
paredes de la columna [36]. La columna se coloca en un horno con
temperatura regulable, segun los requerimientos del analisis. La
temperatura 6ptima de la columna depende del punto de ebullicién de los
analitos y del grado de separacion deseado. Los analitos separados por
la columna, pasan a un detector en donde los componentes generan una
sefal, que se registra en forma de un cromatograma. La eficiencia de la
separacion cromatografica esta determinada por la fase estacionaria,

dimensiones de la columna y temperatura de operacién [31].
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Esquema 4. Algunas de las principales rutas de biotransformacién del
limoneno [62].



Para la identificacion tentativa de los componentes de una muestra
determinada mediante GC se utiliza la comparacion de sus tiempos de
retencidn, con los de los patrones analizados bajo las mismas condiciones
operacionales. Sin embargo, los tiempos de retencién dependen de
numerosas variables, tales como: el modo de inyeccion, las variaciones
de temperatura o flujo de los gases, el disefio del equipo, etc. Por esta
razon ha sido necesaria la introduccibn de parametros que sean
reproducibles como lo son los tiempos de retencién relativos y los indices
de retencién. Estos se calculan a partir de los tiempos de retencién, y por
comparacion con una serie de sustancias a las cuales se le asignan
valores arbitrarios de indices de retencion. Los mas utilizados son los
conocidos como indices de Kovats, introducidos en 1958 por E. Kovats,
que han sido definidos respecto a los tiempos de retencion de una serie

de n-alcanos [31, 51].

Debido a su simplicidad, sensibilidad y efectividad para separar los
componentes de mezclas, la cromatografia de gases es una de las
herramientas mas importantes en quimica. Es ampliamente usada para
analisis cuantitativo y cualitativo de mezclas, para la purificaciéon de
compuestos y para la determinacién de constantes termoquimicas, tales
como calores de solucidén y vaporizacion, presion de vapor y coeficientes
de actividad. La cromatografia de gases también se usa para monitorear
los procesos industriales en forma automatica: se analizan las corrientes
de gas periddicamente y se realizan reacciones en forma manual o

automatica para contrarrestar variaciones no deseadas.

1.8. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas es una técnica analitica que ha
experimentado un gran desarrollo tecnolégico en los ultimos afios.
Permite estudiar compuestos de naturaleza diversa: organica, inorganica
o biolégica y obtener informacién cualitativa o cuantitativa. Mediante el
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analisis por espectrometria de masas es posible adquirir informacion de la
masa molecular del compuesto analizado asi como sobre la estructura del
mismo. Para ello, es necesario ionizar las moléculas y obtener los iones
en fase gaseosa. Este proceso tiene lugar en la fuente de iones v,
actualmente, existen diferentes técnicas que permiten llevarlo a cabo, a
través de impacto electrénico (El), bombardeo con atomos rapidos (FAB),
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI), o desorcion/ionizacidon
por laser asistida por matriz (MALDI). Los iones generados se aceleran
hacia un analizador y se separan en funcién de su relacion masa/carga
(m/z) mediante la aplicacibn de campos eléctricos, magnéticos, o
simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector. Los iones,
que llegan al detector, producen una sefial eléctrica que se procesa, se
amplifica y se envia a un ordenador. El registro obtenido se denomina
“Espectro de masas” y representa las abundancias ionicas obtenidas en

funcién de la relacién masa/carga de los iones detectados [46].

1.9. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASAS

La cromatografia de gases es una técnica de separacion, que tiene la
cualidad de conseguir la separacion de analitos en mezclas muy
complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados
todos los componentes individuales de una muestra problema, el unico
dato de que se dispone para la identificaciéon de cada uno de ellos es el
tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos. Este
dato no es suficiente para una identificacién inequivoca, sobre todo,
cuando se analizan muestras con un numero elevado de componentes,

como es frecuente en cromatografia de gases capilar [46].

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera

casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz
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de identificar los componentes de una mezcla sin su previa separacion
[46].

La combinacién de cromatografia de gases con espectrometria de masas
constituye una herramienta indispensable para determinar la composicion
quimica de una muestra. A partir de esta unidén se obtienen los espectros
de masas de los compuestos que eluyen de la columna cromatografica.
Este método permite realizar en una sola operacion un analisis cualitativo
junto con una prediccién de las proporciones en las que se encuentran los

componentes en la muestra [44].
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. ACTIVIDAD CATALITICA DE LA ENZIMA CLOROPEROXIDASA
DEL HONGO Caldariomyces fumago

En este estudio se utilizé la enzima cloroperoxidasa (Ver Figura 6)
obtenida de Sigma Aldrich (Bellefonte, Pensilvania, EE.UU.), y se
determind su actividad enzimatica en (U/mL) para, de esta forma, definir
las unidades de enzima empleadas en cada uno de los ensayos de

biotransformacion.

i

C0278-12.5KU
Chloroperox
Caldariomyc

Figura 6. Enzima cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago.

La actividad de la cloroperoxidasa se determind por el método descrito
por Morris y Hager [62]. Las reacciones se llevaron a cabo bajo
condiciones estandar de reaccion a 25 °C, en buffer fosfato (50 mM) de
pH 2,70, cloruro de potasio 20 mM, monoclorodimedona (MCD) 0,1mM,
peréxido de hidrégeno 2 mM, y cuantificando la formacion de
diclorodimedona (DMCD) a una longitud de onda de 278 nm en un
espectrofotometro ultravioleta UV-2401 PC (Shimadzu, UV-VIS Recording

Spectrophotometer).
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2.2. REACCIONES DE BIOCONVERSION DEL LIMONENO CON
CLOROPEROXIDASA DEL HONGO Caldariomyces fumago

Para las bioconversiones de los monoterpenos se emplearon iones de
cloruro de potasio y condiciones de reaccion de buffer fosfato de pH 3,50
(100 mM), con 15% de solvente organico, un volumen constante de 100
ML de CPO (Dilucién 1/20) y una concentracion de 10 mM de los
diferentes sustratos, R-(+)-limoneno y S-(-)-limoneno (Sigma Aldrich,
Bellefonte, Pensilvania, EE.UU.). Los solventes organicos usados en los
diferentes ensayos fueron acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano, debido
a que en trabajos de investigacion anteriores [35, 45, 47] se demostrd que
la enzima presentaba una “buena” actividad catalitica cuando en el medio
de reaccién estaban presentes estos solventes. Ademas, se afadid
periédicamente una alicuota de 10 pL de peroxido de hidrogeno (2mM),
hasta completar un volumen de 110 pL, y alcanzar 1, 5, 10 y 24 h de
reaccion; debido a que en ensayos preliminares se observé que
afadiendo el volumen total del agente oxidante, la enzima se inactivaba y
no era posible la bioconversién del limoneno. Todos los ensayos se

realizaron por duplicado.

La conversidon enzimatica de los dos isdmeros 6pticos del limoneno se
realizd en un intervalo de temperatura entre 8 y 10 °C. Posteriormente, las
muestras fueron extraidas con éter etilico (1 mL) y secadas con sulfato de

sodio durante 12 h.

2.3. METODOS DE ANALISIS

Una vez extraida la fase organica del medio de reaccion de cada uno de
los ensayos realizados, se prosiguié a preparar la muestra, para su

analisis. Se le afadi6 a cada muestra 1 yL de n-tetradecano, como
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estandar interno (Istd), para la cuantificacion de los compuestos

obtenidos, y se llevo hasta un aforo de 1 mL.

El analisis de los metabolitos se llevo a cabo por cromatografia de gases
en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus (HP, Palo Alto, California,
EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies
MSD 5973N y un inyector split/splitless (Ver Figura 7). La inyeccién de la
muestra se realizé en el modo splitless. La separacion de los compuestos
se llevo a cabo en una columna capilar apolar DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25 um, d;, con fase
estacionaria de 5%-fenilpoli(metilsiloxano). Se empled helio como gas de
arrastre en el analisis, con una presion de entrada en la cabeza de la
columna de 16.47 psi, y una velocidad volumétrica de flujo de 1 mLxmin™.
El rango de temperatura del horno del cromatografo durante la corrida
cromatografica fue de 45 a 275 °C. Los iones fragmento de los
compuestos se obtuvieron en el espectrometro de masas, por impacto de

electrones con energia de 70 eV.

Para la identificacion tentativa de los compuestos biotransformados se
emplearon los indices de Kovats, que se calculan con base en los tiempos
de retencion de patrones de hidrocarburos C10-C2s, analizados bajo las
mismas condiciones que las muestras obtenidas en los diferentes

ensayos [2].

tRn

|, =100 n+100| &~ trn

_t Ecuacién 2.
RN~ “Rn

Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés.
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n y N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes y

después del compuesto de interés.
trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés.

trn Y trn: Tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y después
del compuesto x.

Figura 7. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Series

GC System, acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5973 Network, equipado con un puerto de inyeccion

split/splitless y un inyector automatico Agilent 7863.

Ademas, la identificacion se realiz6 con base en comparacion de los
espectros de masas con los de las bases de datos (Adams, NIST y
Wiley), a través del software Data Analysis ChemStation de Agilent
Technologies (D 00.01.27, 2002). Algunos de los compuestos no pudieron
ser identificados por comparacion con los espectros de las bases de

datos, por lo que fue necesario analizar los espectros de masas, de una
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manera “manual’, estudiando las posibles rutas de fragmentacién de los

compuestos esperados.

La cuantificacion de los productos de biotransformacion obtenidos e
identificados, se llevd a cabo empleando la técnica de estandarizacion
interna, utilizando n-tetradecano como patrén interno (tr = 37,20 min). La
concentracion, a la cual se llevo el patron interno en el extracto fue de 755
ppm. Las areas de los picos cromatograficos de cada uno de los
productos se compararon con el area del estandar interno. Suponiendo,
que los factores de respuesta del detector para el patron interno y para los
productos extraidos son similares, y que la adicion del volumen del
estandar interno a cada una de las muestras analizadas fuera el mismo;
las concentraciones de cada uno de los productos se calcularon con base

en la Ecuacion 3:

C :ClsthA<

X A Ecuacion 3.
std

Donde:

Cx: Concentracion del compuesto de interés, ppm.

Cista: Concentracion del estandar interno, ppm.

Ax: Area del pico cromatografico del compuesto de interés, cuentas.

Aista: Area del pico cromatografico del estandar interno, cuentas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

El proyecto fue dividido en dos etapas. En la primera, se determiné la
actividad catalitica de la enzima, para establecer la concentracion de la
enzima en U/mL necesaria para afiadir en cada uno de los ensayos
realizados. En la segunda parte, se realizaron diferentes ensayos de
biotransformacion de los enantiomeros R-(+)- y S-(-)-limonenos, variando
para cada uno de ellos el solvente organico y el intervalo de tiempo en el
que se adiciono el peréxido de hidrogeno. A continuacion, se describen y

se discuten los resultados obtenidos en cada una de las etapas.

3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LA ENZIMA
CLOROPEROXIDASA DEL HONGO Caldariomyces fumago

La actividad catalitica de la enzima se determind
espectrofotométricamente, midiendo los cambios en la absorbancia de la

solucion que contiene el sustrato y la enzima.

Las U (unidades) de la cloroperoxidasa que catalizaron la formacién de
diclorodimedona (DCD) se calcularon aplicando la Ley de Beer de la

siguiente manera:
A =¢*b*C

Donde: A = Absorcion; ¢ = coeficiente de extincibn molar; C =

Concentracion de MCD en mol/L.

Entonces:
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En este caso se cuantificé la desaparicion del sustrato MCD (v = —% ).

dA/dt = ¢*b * dC/dt
dC/dt = (dA/dt) * 1/ * b, siendo dA/dt la pendiente de la recta.

dC/dt = m / €*b, donde dC/dt = moles/L*min = U (Aquella cantidad de

enzima capaz de transformar 1 ymol de sustrato por min).

Se calculd la actividad catalitica de la enzima cloroperoxidasa del hongo
Caldariomyces fumago, siguiendo la metodologia descrita por Morris y
Hager [65]. Bajo las condiciones estandar de reaccion, descritas en la
metodologia, CPO cataliza la formacién de un umol de diclorodimedona
por min, a partir de monoclorodimedona, ambos compuestos aparecen en

el Esquema 5.

@ 0
il
il
CCPO izl
0 0
Monoclorodimedona Diclorodimedona

Esquema 5. Formacién de diclorodimedona a partir de
monoclorodimedona bajo las condiciones descritas por Morris y Hager
[65].

En las Figuras 8 y 9, presentadas a continuacion, se observan el rango
de linealidad y el efecto del volumen de la enzima, sobre la actividad

catalitica de la cloroperoxidasa.
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Figura 8. Actividad catalitica de la enzima cloroperoxidasa determinada

para una dilucion 1/100.
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Figura 9. Actividad catalitica de la enzima cloroperoxidasa determinada

para una dilucion 1/20.
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Las U/mL de la enzima obtenidas para 2 diluciones, 1/100 y 1/20, y

diferentes volumenes de cada una, se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Actividad catalitica de la enzima cloroperoxidasa.

VOLUMEN DE ENZIMA, pL ACTIVIDAD VOLUMETRICA, U/mL
1/100 1/20
70 3,2 1,8
80 3,2 1,2
90 2,9 1,3
100 2,6 1,1
PROMEDIO 3,0£0,3 1,4+0,3

3.2. BIOTRANSFORMACION DE R-(+)- Y S-(-)-LIMONENOS POR
MEDIO DE LA ENZIMA CLOROPEROXIDASA

El bajo costo y la facil consecucion del limoneno ha estimulado su uso
como sustrato para la produccion de compuestos con mayor valor
agregado, utiles como aditivos, aromas y sabores en la industria. En la
busqueda de una mayor eficiencia y productos quimicamente mas puros,
las transformaciones se han efectuado, usando microorganismos vy

enzimas (biotransformaciones).

La biotransformaciéon de R-(+)- y S-(-)-limonenos por medio de la enzima
cloroperoxidasa, se realizé utilizando una concentracion fija de enzima y
perdéxido de hidrogeno, variando el tiempo de adicion del agente oxidante

(peroxido de hidrogeno) y midiendo el efecto de los solventes organicos

58



(acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano) sobre la actividad catalitica de la
enzima. Inicialmente, se probo el efecto del perdxido de hidrégeno sobre
la actividad catalitica de la enzima, adicionando 110 yL de la solucion 2
mM en una sola porcién; lo que provocd una inactivacion de la misma por
exceso de este agente oxidante. Es por esto, que la adicién del perdxido
de hidrégeno se realizé en varias porciones a lo largo de los tiempos
usados. La seleccion de estos solventes se realizé con base en los
resultados de estudios en los cuales se evaluo el efecto de los solventes
sobre la actividad biocatalitica de la cloroperoxidasa, empleando
diferentes sustratos [33, 37, 79].

Los terpenos son compuestos muy usados comercialmente, con
bioactividades que comunmente dependen de las caracteristicas de sus
grupos funcionales y su configuraciéon estereoquimica. La oxidacion
selectiva de hidrocarburos y/o alcoholes es una reaccion muy importante
en la industria quimica, lo cual es todavia un reto para la quimica organica
debido a lo costoso y complejo que resulta [17]. Es por eso que la
biocatalisis ofrece una alternativa sintética promisoria, gracias a la gran
diversidad de enzimas que son capaces de realizar este tipo de

reacciones.

Para clasificar un solvente organico, puede usarse un gran numero de
constantes fisicas, tales como puntos de fusién y ebullicion, presion de
vapor, indice de refraccion, densidad, polaridad, viscosidad, constante
dieléctrica, hidrofobicidad, entre otros. La polaridad de los solventes es un
término comunmente utilizado para expresar la capacidad que tiene un
solvente de solvatar cargas disueltas o especies dipolares. Otro
parametro importante, empleado en la caracterizacion de los solventes, es
el logaritmo de particion, el cual resulta util para expresar la hidrofobicidad

de los mismos.

El caracter hidrofébico de los compuestos organicos juega un papel
importante en la habilidad de éstos para interactuar en sistemas

bioquimicos [37]. Es por esto, que en los ensayos realizados con los
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solventes y bajo las mismas condiciones se obtuvieron productos de

biotransformacién diferentes.

A causa del alto costo, de la cloroperoxidasa, el desarrollo del proyecto se
vio obligado a un numero limitado de ensayos; por lo que no fue posible
realizar un diseio de experimentos que permitiera optimizar
completamente el proceso de biotransformacion de los monoterpenos

enantioméricos, R-(+)- y S-(-)-limonenos.

En estudios realizados por Kaup, B. y colaboradores [45], se empled la
enzima cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago como
biocatalizador para la bioconversion de monoterpenos, entre los cuales se
encuentra el limoneno; no se reportan los productos obtenidos en los
ensayos de bioconversion de este monoterpeno, puesto que éstos no
fueron detectadas bajo el método cromatografico usado. Kaup, B. y
colaboradores, realizaron el analisis cromatografico con parametros
operacionales diferentes a los empleados en este trabajo; los autores [45]

usaron la inyeccion en modo split 50:1.

Teniendo en cuenta estos resultados, y los obtenidos en ensayos
preliminares, también analizados por la técnica GC-MS, con inyeccién en
modo split 30:1, se concluyé6 que para detectar los productos de
biotransformacion, era necesario realizar una inyeccion de la muestra en
modo splitless, porque asi se puede alcanzar sensibilidades mucho mas

altas, necesarias para la deteccion e identificacion de productos.

3.2.1 Biotransformacion de R-(+)-limoneno, empleando acetonitrilo
como solvente organico. La biotransformacion de R-(+)-limoneno se
realiz6 empleando la mezcla de agua:acetonitrilo en el medio de reaccion,
debido a la poca solubilidad de este monoterpeno en agua. Ademas, se
realizaron varios ensayos, en los que se vario el intervalo de adicién del

peréxido de hidrégeno a diferentes tiempos trabajados para cada
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experimento, con el fin de determinar el tiempo en el cual se obtiene el

mayor porcentaje de conversion.

En la Figura 10, se ilustran los perfiles cromatograficos obtenidos bajo las
condiciones operacionales descritas en la Seccién 2.3. En los perfiles
cromatograficos de los ensayos realizados se aprecia la formacion de
nuevos productos, en comparacion con el perfil obtenido de un blanco de
reaccion, realizado bajo las mismas condiciones experimentales, pero sin
adicionar la enzima; ello como consecuencia de la catalisis enzimatica de

la cloroperoxidasa (Seccidén 2.2).

=318

13
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9 15

2000 2200 2400 2600 2300 3000 3200 3400 3600 3800 4000 imin

Figura 10. Perfiles cromatograficos de los productos de Ila
biotransformacion de R-(+)-limoneno en la mezcla agua:acetonitrilo y el
blanco de reaccion, obtenidos por LLE con éter etilico, por cada uno de
los tiempos de reaccion: A. 1h; B. 5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de
reaccion. La identificacion de los picos se reporta en la Tabla 8. GC-MS,
columna capilar DB-5MS (60 m), inyeccion splitless, detector selectivo de
masas (El, 70 eV).
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Figura 10, continuacién.
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Figura 10, continuacién.
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Los porcentajes de conversion del R-(+)-limoneno en la mezcla
agua:acetonitrilo, en funcién del intervalo de adicién del perdxido de
hidrégeno en los 4 tiempos de reaccion usados, disminuyeron a medida
que aumenteba el intervalo de adicion de este agente oxidante. En la
Figura 11, se observa como a la hora de reaccion, y bajo las condiciones
ya mencionadas en la metodologia, se obtuvo el mayor porcentaje de
conversion (68,2%), mientras que a las 5 y 10 h de reaccion, se
obtuvieron porcentajes de bioconversion considerables (51,1 y 41,5%,
respectivamente); lo que no sucedio a las 24 h de reaccién, el porcentaje

de conversioén fue de 0%.

A las 24 h de reaccion no se formaron productos de biotransformacion,
por que la adicién del H,O; se realizo a intervalos de tiempo largos, por lo
que posiblemente la enzima pudo ser activada. Hay que tener en cuenta
que en estos ensayos el intervalo de tiempo en el que se adiciond
peréxido era de 2 h 'y 24 min, en cambio en los ensayos de 1y 5 h, se
adicionaba cada 6 min y 30 min, respectivamente, lo que pudo causar que
en los ensayos de 24 h, la cloroperoxidasa no se pudiera activar para la
catélisis o se genera un fendmeno de inactivacién por el tiempo

prolongado de reaccion.

El patrén de R-(+)-limoneno empleado contiene algunos monoterpenos
como B-pineno, B-mirceno y p-cimeno en muy bajas concentraciones, los
cuales al inyectarse en modo splitless pudieron ser registrados entre los
productos de bioconversion y en el blanco de reaccidon. Estos compuestos
no fueron considerados como productos de biotransformacién del

limoneno, pero si se reportan en la Tabla 8.

Los productos de biotransformacion obtenidos pertenecen a la familia de
los monoterpenos oxigenados y en el caso de los mayoritarios,

monoterpenos cloro-oxigenados, los cuales comunmente presentan
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actividad bioldgica contra diferentes bacterias y hongos. En la Figura 12,
se presentan las férmulas estructurales de los productos identificados de

biotransformacion del R-(+)-limoneno en la mezcla agua:acetonitrilo.

80 -

68,2

70 -

D
o

47,5

Conversion, %
N w S (6]
o o o o

-
o
1

o
I

1 5 10
Tiempo de reaccion, h

Figura 11. Conversion de R-(+)-limoneno a diferentes intervalos de
adicion del peroxido de hidrégeno, en la mezcla agua:acetonitrilo (ACN),

usada como solvente.

El extracto obtenido por LLE presentd, en su mayoria, productos de
biotransformacion oxigenados, entre los cuales se encuentran 1-(1,4-
dimetil-3-ciclohexen-1-il)-etanona, cis—dihidrocarvona y trans-carveol, y
algunos compuestos cloro-oxigenados, como 2-cloro-4-(1-metiletenil)-

ciclohex-5-en-1-ona (Ver Anexo 1).
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Tabla 8. Composicidon quimica de los productos obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del R-(+)-

limoneno, en la mezcla agua:acetonitrilo, usada como solvente organico.

Cantidad relativa, %

Pico .

k)  Compuesto Tiempo, h
No

1 5 10 24 Blanco

1 990 B - Pineno 047+001 04+01 033+004 028+003 0,080z0,01
2 1009  B-Mirceno 0,27 +0,06 0,27 +0,02 0,28 +0,03 0,093 +0,01 0,037 + 0,01
3 1030 p - Cimeno 0,40+0,01 048+0,02 043+0,04 0,066+0,01 0,021 0,01
4 1037  Limoneno 30,7+04 478+09 513+21 948+03 98,9402
5 1038 B - Felandreno 0,15+ 0,05 0,69+0,02 051+0,02 05=0,1 09402
6 1143 trans - Oxido de Limoneno 0,56 + 0,02 0,38+0,05 042+0,01 N.D. N.D.
7 1178 N.I (m/z 151 [M"], 143 (28), 123 (24), 107 (32), 93 (50), 0,51+0,03 0,50+0,01 0,30+0,01 N.D. N.D.

79 (39), 69 (45), 43 (48).

66



Tabla 8, continuacion.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

1189
1192
1202
1205
1212
1226
1236
1280
1300
1336
1343
1347
1507

1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona
1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero)
2-(4-Metilenciclohexil)-2-propen-1-ol
cis-Dihidrocarvona

trans-Dihidrocarvona

trans-Carveol

Oxido de carvona

Alcohol perilico

C1oH160*, P.M. 152

C10H1004*, P.M. 194
2-Cloro-4-(1,1-dimetiletil)-ciclohexanona*
2-Cloro-4-(1,1-dimetiletil)-ciclohexanona* (Isémero)
Hidroxitolueno butilado

0,35+ 0,01
1,25+ 0,03
0,13+ 0,01
0,90 + 0,02
0,36 + 0,01
5,04 + 0,06
0,46 + 0,01
2,37 +0,1
0,16 £ 0,03
40+0,3
25+1,6
26 +0,8
1,5+0,3

0,32 £ 0,01
1,5+0,2
0,34 £ 0,01
1,0+0,2
0,29 £ 0,03
3,5+0,4
0,49 £ 0,05
1,5+04
0,21 £ 0,01
3,27 £ 0,02
1715
21+20
0,9+0,3

0,37 £ 0,06
1,62 £ 0,05
0,44 £ 0,02
0,78 £ 0,06
0,47 £ 0,04
3,7+0,2
0,48 £ 0,01
1,40 £ 0,07
0,27 £ 0,01
0,95+ 0,01
14 +£0,1
18+14
0,83 +0,09

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,096 + 0,01

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

0,067 + 0,01

** Numero de pico en la Figura10; ?) |dentificado tentativamente; N.D. No detectado: N.I. No identificado: ® indices de Kovats

determinados experimentalmente en la columna DB5-MS; ® Promedio de dos extracciones independientes.
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Figura 12. Férmulas estructurales de los productos de biotransformacion de R-

m>

(+)-limoneno, en la mezcla agua:acetonitrilo, segun su orden de elucion en la
columna cromatogréfica DB5-MS (Figura 10). La identificacion de los

componentes aparece en la Tabla 8.

En la Figura 13, se aprecia mas claramente la cantidad relativa de los
productos obtenidos cuando se empled la mezcla agua:acetonitrilo, en el medio
de reaccion. Los siguientes son los productos de biotransformacion
mayoritarios en el extracto aislado por LLE con éter etilico: 2-cloro-4-(1-
metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona [25,3% (1 h), 17,3% (5 h) y 14,1% (10 h)] y 2-
cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona [25,6% (1 h), 20,9% (5 h) y 18,0%
(10 h)], seguidos de trans-carveol [5,04% (1 h), 35% (5 h) y 3,7%

68



(10 h)], 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona [1,25% (1 h), 1,5% (5 h)
y 1,62% (10 h)], C1oH1004 [4,0% (1 h), 3,27% (5 h) y 0,95% (10 h)], el
ultimo no pudo ser identificado, alcohol perilico [2,37% (1 h), 1,5% (5 h) y
1,40% (10 h)] y cis-dihidrocarvona [0,90% (1 h), 1,0% (5 h) y 0,78% (10

h)].

|
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6, TB2 5
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243, - |
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o . 16 \ e
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N° pico Figura 10 18 4 f1h Tiempo,
h

Figura 13. Productos de biotransformaciéon de R-(+)-limoneno, obtenidos

en la mezcla agua:acetonitrilo.

Esta variabilidad de la cantidad relativa (%) de los productos de
biotransformacion, y la presencia o no de algunos otros compuestos, pudo
estar influenciada por las condiciones de reaccién empleadas, como
concentracion del peroxido de hidrégeno, U/mL de enzima adicionadas,

entre otras.

Los compuestos mayoritarios cloro-oxigenados, registrados en la Figura
12 (Picos N° 18 y 19), hasta la fecha no aparecen reportados en la
literatura como productos de la biotransformacion del limoneno por medio
de microorganismos. La obtencion de estos productos con el uso de la

cloroperoxidasa como biocatalizador, se debe a la capacidad que tiene la

69




enzima de catalizar reacciones de halogenacion con una alta selectividad
de sustrato [11, 37, 54].

Un mecanismo para explicar la oxidacion de sustratos organicos en
presencia de haluros, fue propuesto por Libby, R. D. y colaboradores [54]
(Ver Esquema 6). Se observa, que una vez activada la enzima por el
peréxido de hidrogeno, se produce una halogenacion inicial del sustrato
formandose un intermediario inestable (XAH), que luego se descompone
rapidamente para generar un producto de oxidacién (Pasos 3a y 4a, 6
5a). Se podria suponer, que este mecanismo enzimatico, sea el que se
lleve a cabo para la formacion de los compuestos mayoritarios reportados
en la Tabla 8 (Picos N° 18 y 19), teniendo en cuenta que el monoterpeno
halogenado que se forma durante el proceso deberia ser Io
suficientemente estable (Paso 3a), como para que se de la oxidacion del

mismo sin que se lleve a cabo la deshalogenacion (Paso 4a).
() et o
T T \

Esquema 6. Mecanismo general de la reaccion de sustratos aceptores de

halégenos con cloroperoxidasa [54].
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Corbett, M. D. y colaboradores [22], han sugerido que la oxidaciéon de
sustratos organicos en presencia de haluros por la cloroperoxidasa, se
produce a través de un ataque nucleofilico del sustrato sobre el oxigeno
del compuesto EOX con el cual se produce un intermedio que

posteriormente sera oxidado (Ver Esquema 6.).

% Cuantificacion de los productos de biotransformacién del R-
(+)-limoneno obtenidos, en acetonitrilo, como solvente

organico.

La cuantificacién de los productos de biotransformaciéon obtenidos con
acetonitrilo como solvente organico, se realizé empleando la técnica de
estandarizacion interna descrita en la metodologia (Secciéon 2.3) (Ver
Tabla 9).

3.2.2 Biotransformacion de R-(+)-limoneno empleando metanol como
solvente organico. Con el uso de la mezcla agua:metanol en el medio
de reacciéon, se dio la bioconversion de R-(+)-limoneno, formandose
compuestos, con areas cromatograficas muy bajas, lo que indica la
produccion de productos mas hidrofilicos con reducida extraccién de la
fase organica o, que en presencia de este solvente la cloroperoxidasa no
se activa lo suficiente para catalizar la biotransformacion bajo las

condiciones experimentales usadas.

En la Figura 14, se ilustran los perfiles cromatograficos obtenidos bajo las
condiciones operacionales descritas en la Seccién 2.3, en los cuales se

muestran los picos cromatograficos de los productos obtenidos.
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Tabla 9. Cuantificacién de los productos de biotransformacién del R-(+)-limoneno, en acetonitrilo, usado como solvente.

Concentracion, ppm’

Pico N° ** Compuesto Tiempo, h
1 5 10

6 trans - Oxido de Ijmoneno 6,0+0,2 47+0,2 7,0£0,3

N.I. (m/z 151 [M*], 143 (28), 123 (24), 107 (32), 93 (50), 79
7 (39)f69 ) 5‘3 (]48)_ (28), 123 (24), 107 (32), 93 (50), 63+04 611  5£16
8 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 43+0,1 40+05 6,3+0,8
9 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 15,3+0,4 18,6+0,9 2725
10 2-(4-Metilenciclohexil)-2-propen-1-ol 423+0,09 55+06 22+0,6
11 cis-Dihidrocarvona 11 +0,3 13+0,7 13,0+ 0,9
12 trans-Dihidrocarvona 450+0,02 3,6+0,2 7,9+0,1
13 trans-Carveol 62,2+0,09 43+14 62+1,9
14 Oxido de carvona 564+009 6+1,6 8+1.1
15 Alcohol perilico 29+1,0 19+24 23127
16 CoH460*, P.M. 152 2,0+£04 26+0,3 4,58+0,05
17 C1oH1004*, P.M. 194 40,2+0,2 12+1,9 68 +£0,9
18 2-Cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* 313 +8,7 214 +26 235+7,6
19 2-Cloro-4-(1-dimetiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* (Isbmero) 314 £ 9,2 264+0,3 302+23

** Numero de pico Figura 10; *Identificado tentativamente; N.I. No identificado; " Promedio de dos extracciones

independientes.
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El efecto de los solventes sobre la actividad catalitica de la
cloroperoxidasa en reacciones de oxidacion y en algunos casos
halogenacién de sustratos insolubles en agua, condujo a la formacion de
productos de biotransformacion en cantidades relativas diferentes. En el
caso de la bioconversion de R-(+)-limoneno empleando metanol, no se
obtuvieron compuestos clorados, o que si sucedid con el uso de

acetonitrilo como solvente organico.

[t

L | l

2000 2200 2400 000 3200 5400 3600

Amplificaciéon

57 8 e
23.00 30.00 31.00 32.00 33.00 34.00 35.00 3600 min

Figura 14. Perfiles cromatograficos de los productos de la
biotransformacion de R-(+)-limoneno, en mezcla agua:metanol y el blanco
de reaccion, aislados por LLE con éter etilico, en cada uno de los tiempos
de reaccion: A. 1h; B. 5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de reaccion. La
identificacion de los picos se reporta en la Tabla 10. GC-MS, columna
capilar DB-5MS (60 m), inyeccion splitless, detector selectivo de masas
(El, 70 eV).
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Figura 14, continuacion.

|t

L , . \\&_ b

000 2200 400 SEO0 D@D S000 5200 3400 G600 %, 300 4000 min

Amplificaciéon

A

2900 3000 0 300 3200 33000 3400 0 3/O0 0 3600 min

74



Figura 14, continuacion.
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Figura 14, continuacion.
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Figura 14, continuacion.
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En la Figura 15, se presentan los porcentajes de conversiéon de R-(+)-
limoneno en presencia de metanol. En estos ensayos, no se logro la
conversion de mas del 50% del sustrato, como si sucedié con el uso de

acetonitrilo.

Los porcentajes de conversion del R-(+)-limoneno en mezcla
agua:metanol, realizada en diferentes tiempos, fueron muy cercanos, a
excepcion del obtenido a las 24 h. En la Figura 15, se observa como a la
hora de reaccion, y bajo las condiciones ya mencionadas en la
metodologia, se obtuvo el mayor porcentaje de conversién (31,35%). Sin
embargo, a las 5 y 10 h de reaccion, se obtuvieron porcentajes de
bioconversion muy cercanos (25,35 y 28,95%, respectivamente), lo que
no sucedi6 a las 24 h de reaccion, cuando se produjo la menor conversion
de R-(+)-limoneno (3,95%), ya que sélo se formaron dos productos de

biotransformacion en cantidades relativas (%) muy bajas.
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En la Tabla 10, se muestran las cantidades relativas (%) de los
compuestos diferentes al R-(+)-limoneno presentes en el patrdn
certificado y de los productos de biotransformacion extraidos por LLE con
éter etilico. Debido a que el patron certificado empleado no es 100% puro
y al modo de inyeccion utilizado, se detectaron e identificaron algunos
hidrocarburos monoterpénicos como -mirceno y p-cimeno, los cuales no

son considerados como productos de biotransformacion.

35

31,35

Conversion, %

1 5 10 24

Tiempo de reaccion, h

Figura 15. Conversion de R-(+)-limoneno a diferentes intervalos de
adicion del peréxido de hidrégeno, en la mezcla agua:metanol, usada

como solvente.

El extracto, obtenido por LLE con éter etilico, presentd en su mayoria
productos de biotransformacion oxigenados, entre los cuales se
encuentran 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona, cis— dihidrocarvona,
alcohol perilico y 4-hidroxi-a,a,4-trimetil-ciclohexanometanol. A diferencia
de lo obtenido con la mezcla de solventes agua:acetonitrilo, no se

obtuvieron compuestos clorados-oxigenados (Ver Tabla 10).
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Tabla 10. Composicidon quimica de los productos, obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del R-(+)-

limoneno, usando la mezcla agua:metanol como solvente organico.

Cantidad relativa, %"

Pico  Ik? Compuesto -
N * DB-5 Tiempo, h

1 5 10 24 Blanco
1 936 B-Mirceno 1,1£0,1 1,310,1 1,5+0,2 0,06 £0,01 0,09 £0,01
2 954 p-Cimeno 1,06 £0,06 1,0+£0,2 1,2+0,5 0,07 +£0,01 0,05%0,01
3 982 Limoneno 67,7+0,2 74+34 70,1+0,4 9510+0,06 99,05+ 0,06
4 1010 B - Felandreno 104+0,1 7£1,2 11+£1,7 0,14 £0,04 0,26 +£0,04
5 1023  y- Terpineno 1,5+0,1 1,2+0,4 1,1+0,5 0,12+0,01 0,08 £ 0,01
6 1039  1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 1,34+0,04 1,2+0,6 0,9+0,1 N.D. N.D.
7 1043 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 1,6 £0,2 3,7+04 0,76 £ 0,09 N.D. N.D.
8 1054  cis - Dihidrocarvona 45+0,3 0,78 +0,09 0,80 +0,01 N.D. N.D.
9 1076 trans - Dihidrocarvona 0,25+0,04 0,2+0,1 0,43 +0,06 N.D. N.D.
10 1146  Alcohol perilico 1,37 £0,01 2,02+0,09 2,2+0,3 N.D. N.D.
11 1181 N.1. (m/z 85 [M*], 135 (4), 108 (22), 72 (30), 55(8). 5,1+0,2 3,1+£0,2 3,9+0,1 tr N.D.
12 1190  4-Hidroxi-a,a,4-trimetil-ciclohexanometanol 1,72+ 0,06 1,7+£0,2 1,7+0,2 1,0+ 0,1 N.D.
13 1194  Hidroxitolueno butilado (Antioxidante) 24+0,2 2,5+0,3 47+04 0,04 +0,01 0,09 0,01

** Numero de pico Figura 14; *Identificado tentativamente; N.D. No detectado; N.I. No identificado; 2 indices de Kovats

determinados experimentalmente en la columna DB5-MS; ®) Promedio de dos extracciones independientes; tr. Trazas (<

0,05%).
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Figura 16. Formulas estructurales de los productos de la
biotransformacion de R-(+)-limoneno en la mezcla agua:metanol, segun

su orden de eluciéon en los cromatogramas (Figura 14). Los nombres
aparecen en la Tabla 10.

Algunos de los monoterpenos oxigenados identificados en estos ensayos,
también se detectaron en las pruebas de bioconversion de este
enantiomero con acetonitrilo. En la Figura 17 se observa, que la relacion
entre la cantidad relativa (%) de estos monoterpenos oxigenados y el

tiempo de adicion del peroxido de hidrégeno es mejor.

Los siguientes son productos de biotransformacion mayoritarios en el

extracto obtenido por LLE con éter etilico: 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-
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il)-etanona [1,6% (1 h), 3,7% (5 h) y 0,76% (10 h)], cis—dihidrocarvona
[4,5% (1 h), 0,78% (5 h) y 0,80% (10 h)] y alcohol perilico [1,37% (1 h),
2,02% (5 h)y 2,2% (10 h)] (Ver Figura 16).

-6
5
m1h 4
m5h |
=10 h -3 Cantidad
‘ relativa %
W24 h 2
|
; [
4%0
10 —_—
/
N° pico Figura 14 " 12 Tiempo, h

Figura 17. Productos de biotransformacion del R-(+)-limoneno,

empleando la mezcla agua:metanol.

A pesar de que a las 24 h ocurrio la bioconversiéon del R-(+)-limoneno, el
porcentaje no es considerable en comparacion con los obtenidos en los
demas tiempos de reaccion, por lo que no es recomendable usar 24 h de
reaccion para realizar la conversion de este monoterpeno, bajo las

condiciones experimentales usadas (Seccién 2.2).

Entre los productos de biotransformacion obtenidos, se destaca el alcohol
perilico (Ver Anexo 1), el cual es un derivado con alto valor farmaceéutico
y comercial [36]. Es el monoterpenol que ha presentado el mayor
potencial anticancerigeno, y se encuentra en diferentes concentraciones

en los aceites esenciales de plantas como Lavandula angustifolia,
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Lavandula hibrida, Menta piperita, Menta spicata, Carum carvi, entre otras
[35, 36]. Este compuesto oxigenado con baja toxicidad, propiedades
terapéuticas y quimioterapéuticas contra una amplia variedad de
canceres, actualmente esta siendo estudiado como agente terapéutico en
el tratamiento de tumores de prostata [19], dendrogliomas malignos [23],

tumores de pulmon [83] y cancer de mama [84].

% Cuantificacién de los productos de biotransformacion de R-

(+)-limoneno obtenidos, en metanol, como solvente organico.

La cuantificacion de los productos de biotransformacién obtenidos en
metanol, como solvente organico, se realiz6 empleando la técnica de
estandarizacioén interna descrita en la metodologia (Seccion 2.3) (Véase
la Tabla 11). Los productos obtenidos a las 24 h de reacciéon no se

cuantificaron, ya que estos resultados no fueron relevantes.

3.23 Biotransformacién del R-(+)-limoneno, empleando
tetrahidrofurano como solvente organico. La biotransformaciéon del R-
(+)-limoneno también se realizd en un medio de reaccion
agua:tetrahidrofurano, para determinar si con este solvente la CPO
presentaba una mayor actividad catalitica y permite aumentar la
bioconversion del R-(+)-limoneno. Ademas, al igual que con los demas

solventes empleados, se trabajaron diferentes tiempos de reaccion.
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Tabla 11. Cuantificaciéon de los productos de biotransformacién del R-(+)-limoneno con metanol, como solvente organico.

Concentracion, ppm’

Pico N° ** Compuesto Tiempo, h
1 5 10

6 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 41+04 3,9+0,3 2,8+0,1

7 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 47 +01 12,8+0,2 24+0,3

8 cis - Dihidrocarvona 13,4 +0,9 2,7+0,3 2,49 + 0,02
9 trans - Dihidrocarvona 0,75+0,02 0,85+0,04 1,35+0,02
10 Alcohol perilico 41+0,3 7+1,0 6,80 + 0,02
11 N.I. (m/z 85 [M*], 135 (4), 108 (22), 72 (30), 55(8). 15,0 £ 0,1 10,9+0,7 12 +£1,1
12 4-Hidroxi-a,a,4-trimetil-ciclohexanometanol 51+0,1 6,17+ 0,03 53+0,1

** N° pico Figura 18; “ Promedio de dos extracciones independientes.
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Los perfiles cromatograficos obtenidos bajo las condiciones operacionales
descritas en la Seccion 2.3, en los cuales se aprecia la formaciéon de

nuevos productos, se muestran en la Figura 18.

Bajo las condiciones establecidas para estos ensayos, se efectuo la
conversion del R-(+)-limoneno, se obtuvieron algunos monoterpenos
oxigenados en cantidades relativas (%) apreciables. Infortunadamente, en
los perfiles cromatograficos de los diferentes ensayos y del blanco de
reaccion, se detectaron compuestos indeseables, no considerados como
productos de biotransformacion. Posiblemente, estos compuestos
provengan de impurezas del estandar interno (n-tetradecano); o por
contaminacién cruzada por el material de vidrio o por el mismo solvente.
Estos compuestos no se detectaron en cromatograma del blanco de

reaccion sin Istd (Ver Figura 18).
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Figura 18. Perfiles cromatograficos de los productos de Ila
biotransformacion del R-(+)-limoneno en mezcla agua:tetrahidrofurano, y
el blanco de reaccién, obtenidos por LLE con éter etilico, en cada uno de
los tiempos de reaccion: A. 1h; B. 5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de
reaccion sin Istd, F. Blanco de reaccion con Istd. La identificacion de los
picos se reporta en la Tabla 12. GC-MS, columna capilar DB-5MS (60 m),

inyeccion splitless, detector selectivo de masas (El, 70 eV).
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Figura 18, continuacion.
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Figura 18, continuacion.
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Los porcentajes de conversion del R-(+)-limoneno en mezcla
agua:tetrahidrofurano, disminuyeron con el tiempo (Ver Figura 19). A una
hora de reaccion se logré el mayor porcentaje de conversion (32,33%),
seguido de los alcanzados a las 5, 10 y 24 horas (28,93, 28,13 y 25,03%,
respectivamente). A pesar de que se obtuvieron porcentajes de
conversion relativamente altos, los resultados logrados bajo estas
condiciones no fueron muy buenos, debido a que muchos de los
compuestos detectados e identificados que no forman parte de la reaccion
de bioconversion del R-(+)-limoneno por la cloroperoxidasa. No hay una
diferencia significativa en los porcentajes de conversion, lo que indica que
empleando la mezcla agua:tetrahidrofurano, no vale la pena realizar los

ensayos en tiempos de reaccion tan largos como 24 h.

40

32,33

Conversion, %

1 5 10 24
Tiempo de reaccion, h

Figura 19. Conversién del R-(+)-limoneno a diferentes intervalos de
adicién del peroxido de hidréogeno, en la mezcla agua:tetrahidrofurano,

usada como solvente.

En la Tabla 12, se presentan las cantidades relativas (%) de los

compuestos diferentes al R-(+)-limoneno, presentes en el patrén
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certificado empleado, y de los productos de biotransformacion extraidos
por LLE con éter etilico, de cada uno de los ensayos efectuados. Al igual
que en los ensayos realizados con los demas solventes y en los blancos
de reaccion, se detectaron e identificaron algunos compuestos como f-
mirceno, p-cimeno, PB-felandreno, presentes en el patron certificado, con
areas de picos cromatograficos considerables, a causa de la inyeccion

splitless.

El extracto obtenido por LLE con éter etilico, presentd en su mayoria
productos de biotransformacion oxigenados, entre los cuales se
encuentran  cis-6xido de limoneno, 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-
etanona y cis—dihidrocarvona. A diferencia de lo obtenido en los otros
ensayos, se formaron menos productos y aparecieron algunos
secundarios, que no provienen de la catalisis enzimatica. Al igual que con
la mezcla agua:metanol, no se obtuvieron compuestos cloro-oxigenados
(Ver Tabla 12).
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Figura 20. Férmulas estructurales de los productos de biotransformacién del R-
(+)-limoneno en la mezcla agua:tetrahidrofurano, segun su orden de elusion en

la columna cromatografica DB5-MS (Figura 18). La identificacion de los

componentes aparece en la Tabla 12.
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Tabla 12. Composicidon quimica de los productos, obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del R-(+)-

limoneno en la mezcla agua:tetrahidrofurano, usada como solvente organico.

Cantidad relativa, %"

Pico | -
N° ** Compuesto Tiempo, h

1 5 10 24 Blanco
1 861 2-Etoxitetrahidrofurano 0,27 + 0,01 0,12+0,05 0,27+0,01 0,03+0,01 0,01 +0,01
2 871 1,3-Dicloroprop§no 2,0+0,1 1,00+£0,06 1,7+£0,2 2,8+0,3 0,39 + 0,01
3 896 :';'1'"(%")’2 S7TIM], 74(92),47(32), 39(7), 48401  51+07  48+002 474002 044001
4 914 Dihidro 2[3H]-Furanona 2,7+0,1 2,5+0,7 2,7 + 0,06 9+1,8 0,64 £ 0,03
5 932 Acido 4-hidroxi-butanoico 29,3+0,1 28,5+ 0,6 27,7+0,8 22 +1,7 26,42 + 0,01
6 935 Dihidro 2[3H]-Furanona 585+0,01 55+0,2 58+0,6 9,8+0,2 0,40 + 0,01
7 957 Contaminacion (Artefacto) 599+0,01 6,3+0,6 6,0+ 0,1 22+0,3 0,18 + 0,01
8 990 B-Mirceno 0,18 £ 0,01 0,11+0,02 0,16+£0,01 0,09+0,01 0,02+ 0,01
9 1008  2-Metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexadieno 0,06+0,00 0,12+0,02 0,07+£0,02 0,07+£0,01 0.02+0,01
10 1030 p-Cimeno 0,20 + 0,01 0,29+0,08 0,23+0,03 0,23+0,01 0,02 +0,01
11 1037 Limoneno 38,2+0,2 42 +2.8 424 +0,5 455+0,6 70,53+0,05
12 1038  B-Felandreno 0,14 +0,01 0,19+0,04 0,22+0,04 0,18+0,01 0,05+ 0,01
13 1052 ?‘2':',;)(%2(3837) [M7], 155 (5), 127 (19), 59 5 1341001 27%04  22%009 034+001 0,06 0,01
14 1062 vy - Terpineno 0,02+0,01 0,03+0,01 0,02+0,01 0,04+0,01 0,76+ 0,01

Tabla 12, continuacion.
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15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

1143
1146
1168
1190
1193
1210
1212
1229

1236
1508

cis - Oxido de limoneno

trans - Oxido de limoneno

N.I. (m/z 71 [M*], 130 (1), 87 (1), 43 (25).
1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona

1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero)

cis - Dihidrocarvona
trans - Dihidrocarvona
N.I. (m/z 71 [M”], 87 (51), 59 (6), 43 (26).

N.I. (m/z 93 [M*], 135 (8), 121 (26), 87 (30), 71 (60),

41 (34).
Hidroxitolueno butilado (Antioxidante)

0,03 £ 0,01
0,13+ 0,01
09+0,5

0,07 £ 0,01
0,30 + 0,06
0,15+ 0,01
1,71 £ 0,01
4,2+0,7

0,24 £ 0,04
0,3+0,1

0,6 +0,1
0,35+0,09
0,43 £0,09
0,33 £ 0,01
09+0,2
0,4+0,2
0,3+0,1
1,9+0,3

0,22 £ 0,02
0,27 £ 0,02

0,04 £ 0,01
0,13+ 0,01
0,66 + 0,01
0,41 +£0,03
0,31 £ 0,01
0,16 £ 0,03
1,59 £ 0,02
1,8+0,3

0,09 £ 0,08
0,3+0,1

0,03 £ 0,01
0,16 £ 0,05
0,26 + 0,09
0,07 £ 0,01
0,32 £ 0,01
0,22 £ 0,05
0,18 £ 0,01
1,1+04

0,07 £ 0,02
0,28 +£ 0,05

N.D.

N.D.

0,15+ 0,04
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.
3,7+0,2

0,17 £ 0,07
0,02 +0,1

** Numero de pico en la Figura 18; N.D. No detectado; N.I. No identificado; @ Indices de Kovats determinados

experimentalmente en la columna DB5-MS; ® Promedio de dos extracciones independiente.
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En la Figura 21 se muestra mas claramente la relacion entre la cantidad
relativa (%) de cada producto a diferentes tiempos de reaccién. Los
productos mayoritarios de biotransformacion en el extracto obtenido por
LLE con éter etilico, son: trans-6xido de limoneno [0,13% (1 h), 0,6% (5
h), 0,04% (10 h) y 0,16%(24 h)], 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona
[0,30% (1 h), 0,9% (5 h), 0,31% (10 h) y 0,32% (24 h)], trans—
dihidrocarvona [1,71% (1 h), 0,3% (5 h), 1,59% (10 h) y 0,18% (24 h)] y
cis—dihidrocarvona [0,15% (1 h), 0,4% (5 h), 0,16% (10 h) y 0,22% (24 h)].

Al igual que con la mezcla de agua:metanol, no se detectaron
monoterpenos cloro-oxigenados.

18-
16
14
1,2{

1
Cantidad (g

C o |
relativa % 06
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02
0

m1h
m5h
m10h
W24 h

N° pico Figura 18 20 Tiempo, h

Figura 21. Productos de biotransformacion del R-(+)-limoneno,
empleando la mezcla de agua:tetrahidrofurano.

Los 6xidos de limoneno [Figura 20 (Picos N° 15 y 16)], se encuentran en
trazas, en algunas especies vegetales como Micromeria silicica, Michelia

alba, y en algunos alimentos como mandarina y jengibre. Debido a la
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reactividad del grupo epdxido, son intermediarios de alto valor en la
produccion de compuestos dpticamente activos y en la resolucidn cinética
de mezclas racémicas [16]. En estudios realizados por van der Werf [78] y
colboradores, se han logrado producir epoxidos a partir de los
enantiomeros del limoneno empleando Xanthobacter sp [78]. Aunque su
obtencion también se logra comunmente con catalizadores quimicos

heterogéneos [13].

Demyttenaere y colaboradores [25], realizaron la bioconversién del R-(+)-
limoneno empleando especies Penicillium, se obtuvieron cis-6xido de
limoneno y trans-Oxido de limoneno como productos de
biotransformacion. Con el uso del hongo Corynespora cassiicola y
Penicillium digitatum en un medio de cultivo liquido obtuvieron cis-6xido

de limoneno (0,14 y 0,29%, de rendimiento, respectivamente) [25].

% Cuantificacidon de los productos de biotransformacién del R-(+)
limoneno obtenidos, en tetrahidrofurano, como solvente

organico.

La cuantificacién de los productos de biotransformacion, obtenidos con
tetrahidrofurano como solvente organico, se realizé empleando la técnica
de estandarizacion interna descrita en la metodologia (Seccién 2.3)
(Véase Tabla 13).

Sélo se realizo la cuantificacion de los productos de biotransformacion, de
la catalisis enzimatica de la cloroperoxidasa, no se tuvieron en cuenta los
compuestos secundarios indeseables, obtenidos posiblemente de
reacciones del estandar interno con algunos compuestos presentes en el
medio de reaccién, o por contaminacién cruzada al afadir el patron

interno, por los solventes o por el material de vidrio.
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Tabla 13. Cuantificacién de los productos de biotransformacién del R-(+)-limoneno, usando tetrahidrofurano como solvente.

Concentracion [ppm]’

Pico N° ** Compuesto Tiempo,h
1 5 10 24

15 cis - Oxido de limoneno 0,68 + 0,01 12,6 £0,1 0,92 +0,03 0,8+0,2
16 trans - Oxido de limoneno 3,27 £ 0,04 7,1+0,6 3,25 £ 0,01 3,72 £ 0,08
18 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 2,01 £ 0,06 6,52+0,01 104+0,6 1,69 £ 0,09
19 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 8+1,5 19+1,4 7,74 + 0,05 7,8+0,2
20 cis-Dihidrocarvona 3,7+0,1 8,4+0,3 42+0,2 5,19+ 0,04
21 trans-Dihidrocarvona 43,6 +0,9 6,8+0,3 40,2+0,9 4,43 + 0,02

** Numero de pico en la Figura 18; * Promedio de dos extracciones independientes.
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3.2.4 Biotransformacion del S-(-)-limoneno, empleando acetonitrilo
como solvente organico. Al igual que para el enantiomero R-(+)-, se
realizd la biotransformacion de S-(-)-limoneno, en la mezcla
agua:acetonitrilo. La cloroperoxidasa catalizé la oxidacion de S-(-)-
limoneno, lograndose resultados similares a los obtenidos en la
bioconversion del enantiomero R-(+)-limoneno, en la mezcla

agua:acetonitrilo.

En la Figura 22, se ilustran los perfiles cromatograficos obtenidos bajo las
condiciones operacionales descritas en la Seccién 2.3, en los cuales se
puede observar la aparicion de nuevos productos en comparacion con el

blanco de reaccion (Seccion 2.2).
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Figura 22. Perfiles cromatograficos de la biotransformacién del S-(-)-
limoneno, en mezcla agua:acetonitrilo y el blanco de reaccion, obtenidos
por LLE con éter etilico, a cada uno de los tiempos de reaccion: A. 1 h; B.
5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de reaccion. La identificacion de los picos
se reporta en la Tabla 14. GC-MS, columna capilar DB-5MS (60 m),

inyeccion splitless, detector selectivo de masas (El, 70 eV).

96



Figura 22, continuacién.
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Figura 22, continuacién.

st

L]

2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3200 4000 min

= Jo7]

Istd

9

i

000 2200 2400 ZR00 2800 3000 3200 3400 3600 3200 4000 min

98



La bioconversién del S-(-)-limoneno en la mezcla agua:acetonitrilo
realizada en varios tiempos de reaccion, presentd unos porcentajes de
conversion muy similares (alrededor del 40%), lo que indica que bajo las
condiciones utilizadas experimentalmente, el tiempo no es una variable

significativa del proceso.

En la Figura 23, se presentan los porcentajes de conversion del S-(-)-
limoneno a diferentes tiempos de reaccion. Se observa como a las 10 h
de reaccion se alcanza el porcentaje de conversiéon mas alto (42,4%),
seguido del obtenido a las 5 h, cuando se logré un porcentaje muy
cercano (40,5%), y finalmente, a una hora de reaccién se observo la

menor conversion del monoterpeno (39,5%).

50 -

42,4

39,45 40,5
40

30

20
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Figura 23. Conversién del S-(-)-limoneno, a diferentes intervalos de
adicion del perdxido de hidroégeno, en la mezcla agua:acetonitrilo, usada

como solvente.
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Al igual que en los ensayos de biotransformacion del R-(+)-limoneno, en
la mezcla agua:acetonitrilo, a las 24 h de reaccién no se formd ningun
producto, posiblemente, porque la concentracion y el volumen de perdxido
de hidrégeno utilizado no fue el adecuado para estas condiciones 0 mala

activaciéon de la enzima.

El patron certificado del S-(-)-limoneno (Sigma-Aldrich, 96%) empleado
contiene algunos compuestos como canfeno, a-pineno y B-pineno, que
fueron detectadas en los perfiles cromatograficos de los ensayos
realizados y en el del blanco de reaccidn, aunque en muy bajas
concentraciones. Estos compuestos no son considerados como productos

de biotransformacion, pero si se reportan en la Tabla 14.

En estos ensayos se identificaron los mismos productos de oxidacion y
halogenacién, identificados en los ensayos de biotransformacion del R-
(+)-limoneno con acetonitrilo, pero en cantidades relativas (%) diferentes.
En la Figura 24, se presentan las formulas estructurales de los productos
de biotransformacién identificados de la bioconversion del S-(-)-limoneno,

en la mezcla agua:acetonitrilo.

En el extracto obtenido por LLE, en su mayoria aparecen, productos de
biotransformacion oxigenados, entre los cuales se encuentran 1-(1,4-
dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona, cis—dihidrocarvona y trans-carveol, y
algunos compuestos cloro-oxigenados, e.g. 2-cloro-4-(1-metiletenil)-

ciclohex-5-en-1-ona.

En estudios realizados por Vazquez-Duhalt, R. y colaboradores [82], los
autores lograron realizar la cloracion de hidrocarburos aromaticos,
incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cuales se
encuentran dispersos en el medio ambiente, y con considerados
carcinogénicos [79]. Cabe resaltar, que bajo las condiciones de reaccion
usadas en estos ensayos (15% acetonitrilo, pH 3,0, 20 mM KCIl y 1 mM

H,0,), las cuales son muy similares a las usadas en esta investigacion,
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unicamente ocurrié la halogenacion de los hidrocarburos, y no reacciones
de oxidacion, como si sucedid durante la bioconversion realizada en este
trabajo [Ver Tabla 14 (Picos N° 22 y 23)].

Debido a su bajo precio, entre 0,6-0,14 US $/kg (2000), el limoneno es un
compuesto atractivo para la industria quimica y de sabores, por ser
estructuralmente similar a la carvona, carveol y alcohol perilico [61].
Duetz, W. A. y colaboradores [28], realizaron la biotransformacion de
limoneno empleando células de Rhodococcus opacus PWD4, obteniendo
trans-carveol y trazas de carvona, bajo diferentes medios de reaccién. El
trans-carveol es un producto comun en la oxidacién de limoneno con

diferentes microorganismos o enzimas [28].

:llll[//ll

Com O

Figura 24. Formulas estructurales de los prefjuctos de biotransformacion
del S-(-)-limoneno, en la mezcla agua:acetonitrilo, segun su orden de
elucién en los cromatogramas (Figura 22). Los nombres aparecen en la
Tabla 14.



Tabla 14. Composicion quimica de los productos, obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del S-(-)-

limoneno, en la mezcla agua:acetonitrilo usada como solvente organico.

Cantidad relativa, %"

Pico 1k? Tiempo, h
N©° ** Compuesto

1 5 10 24 Blanco
1 936 o - Pineno 0,12+0,01 0,147+0,03 0,11+£0,01 0,03+0,01 0,02 0,01
2 954 Canfeno 0,21+0,05 0,27+0,01 0,470,001 0,05+0,01 0,03 0,01
3 982 B - Pineno 0,35+0,01 0,43+0,032 0,28+0,07 0,08+0,02 0,05+0,01
4 1010 B-Mirceno 042+0,03 0,59+0,06 0,21+0,03 0,04+0,01 0,04 £0,01
5 1023 A-2-Careno 4,0+0,6 509+0,04 205+0,04 1,10£0,06 1,01+0,04
6 1039 Limoneno 58,05+ 0,03 57,0+0,1 55+1,5 958+06 97,5+0.1
7 1043 B-Felandreno 066+0,01 10x04 0,6+0,2 0,54 +0,08 0,62 0,07
8 1054 1-Metilen-4-(1-metilethenil)-ciclohexano 0,33 +0,04 0,37+0,02 0,11+0,02 0,11 +£0,01 0,12+0,01
9 1076 y-Terpineno 238+0,06 293+0,03 0,19+0,02 0,7+0,2 0,4+0,1
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Tabla 14, continuacion.

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

1146 trans - Oxido de+[imoneno 0,27 £0,02 0,30+0,06 0,33+0,06 N.D. N.D.
1181 %"(L({g)/’zggs(ug\)", 1’31(12)(_28)’ 123 (24), 107 (32), 93 (50). 4194 0,03 0,25+0,01 0,18+0,01 N.D. N.D.
1190 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 0,21+0,06 0,24 +0,02 0,21 +£0,01 N.D. N.D.
1194 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 0,92+0,07 0,9+0,2 3,004 N.D. N.D.
1203 2-(4-Metilenciclohexil)-2-propen-1-ol 0,29+0,01 0,32+0,01 0,45+0,01 N.D. N.D.
1206 cis - Dihidrocarvona 0,46 £0,02 0,68+0,02 1,49+0,01 N.D. N.D.
1215 trans-Dihidrocarvona 0,20+0,03 2,1+0,9 0,26 £ 0,01 N.D. N.D.
1228 trans-Carveol 0,8+0,3 2,7+0,1 36+0,2 N.D. N.D.
1243 Oxido de carvona 0,37 £0,03 0,40+0,01 3,5+0,2 N.D. N.D.
1286 Alcohol perilico 1,1+0,2 1,12+ 0,09 2,3+0,1 N.D. N.D.
1303 C1oH160*, P.M. 152 0,24 £0,04 0,27 +0,05 0,27 £0,04 N.D. N.D.
1332 C1oH1004*, P.M. 194 22+0,2 25+0,5 3,78+ 0,06 N.D. N.D.
1344 2-Cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* 8,9+04 9+11 9+11 N.D. N.D.
1348 2-Cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* (Isbmero) 12,9+0,3 13908 10£3,0 N.D. N.D.
1507 Hidroxitolueno butilado (Antioxidante) 0,47+0,04 0,7+0,06 0,52+0,01 0,15+0,02 0,10+ 0,01

** NUmero de pico en la Figura 22; *Identificado tentativamente; N.D. No detectado; N.I. No identificado; ? indices de Kovats

determinados experimentalmente en la columna DB5-MS; ®) Promedio de dos extracciones independiente.
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En la Figura 25, se presentan los productos de biotransformacion,
obtenidos en funcidn de sus cantidades relativas (%), a diferentes tiempos
de reaccion. Los siguientes fueron los productos mayoritarios en el
extracto obtenido por LLE con éter etilico: 2-cloro-4-(1-metiletenil)-
ciclohex-5-en-1-ona [8,9% (1 h), 9,4% (5 h) y 8,8% (10 h)] y 2-cloro-4-(1-
metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona [12,9% (1 h), 13,9% (5 h) y 10,5% (10 h)],
seguidos de trans-carveol [0,8% (1 h), 2,7% (5 h) y 3,6% (10 h)], 1-(1,4-
dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona [0,92% (1 h), 0,9% (5 h) y 3,0% (10 h)],
C10H1004 [2,2% (1 h), 2,5% (5 h) y 3,78% (10 h)] el cual no se logro
identificar, alcohol perilico [1,1% (1 h), 1,12% (5 h) y 2,3% (10 h)] y cis-
dihidrocarvona [0,46% (1 h), 0,68% (5 h) y 1,49% (10 h)].

14
12!:
10
8 m1h
Cantidad ‘ EB5h
relativa % =10 h
6 — - ”
718 49 i iempo, h
N° pico Tabla 14 22 23

Figura 25. Productos de biotransformacion del S-(-)-limoneno, empleando

la mezcla agua:acetonitrilo, como solvente.

La cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago, tiene la habilidad
de realizar varios tipos de reacciones estereoselectivas de insercion de

oxigeno, entre las que se encuentran la epoxidacion e hidroxilacion [32].
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La variacion en las cantidades relativas (%), de los productos de la
biotransformaciéon de los dos limonenos enantioméricos, puede ser una
consecuencia de la alta enantioselectividad de la cloroperoxidasa, para

catalizar halogenacion y oxidacion.

% Cuantificacion de los productos de biotransformacién del S-(-)-

limoneno, empleando acetonitrilo como solvente organico.

La cuantificacion de los productos de biotransformacién obtenidos con
acetonitrilo como solvente organico, se realizé empleando la técnica de
estandarizacioén interna, descrita en la metodologia (Seccion 2.3) (Véase
Tabla 15).

3.2.5 Biotransformacion del S-(-)-limoneno, empleando metanol como
solvente organico. Con el uso de la mezcla agua:metanol en el medio
de reaccion, se presentaron diferencias claras en la biotransformacion de
R-(+)-limoneno y S-(-)-limoneno, obteniéndose un menor numero de

productos en la bioconversién del S-(-)-limoneno (Ver Figura 26).

Teniendo en cuenta que la extraccion (LLE) de los productos de
biotransformacion fue realizada bajo las mismas condiciones, se puede
concluir, que la diferencia en la bioconversion de los monoterpenos
enantiomeéricos con el uso de metanol, se debe a la enantioselectividad de
la cloroperoxidasa, puesto que tanto los solventes organicos, como la
estereoquimica del sustrato tienen un efecto sobre la actividad catalitica

de las enzimas.
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Tabla 15. Cuantificaciéon de los productos de biotransformacién del S-(-)-limoneno, usando acetonitrilo, como solvente.

Concentracion, ppm?

Pico N° ** Compuesto Tiempo, h
1 5 10

10 trans - Oxido de Ijmoneno 7,6 +0,1 7,05+0,02 9,63+0,06

N.I. (m/z 151 [M*], 143 (28), 123 (24), 107 (32), 93 (50
11 S (:(,,9), o (42)1 A (48)(_ ), 123 (24), 107 (32), 93 (50), 55409 6,06 +0,06 5301
12 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 5,90 £ 0,02 58+04 6,28 + 0,01
13 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 254 +0,1 20,2+0,9 87,70+04
14 2-(4-Metilenciclohexil)-2-propen-1-ol 8,04 £ 0,09 78+0,2 13,09 £ 0,01
15 cis-Dihidrocarvona 12,7 +0,3 16,23 £ 0,02 43,5+0,1
16 trans-Dihidrocarvona 5,93+ 0,01 6,22+0,04 5,69+0,01
17 trans-Carveol 21,7+0,5 65+2,8 104 £1,2
18 Oxido de carvona 10,20+0,08 9,3+0,3 100,6 £0,9
19 Alcohol perilico 31,5+0,8 26,9+0,2 68,1+0,9
20 C1oH160*, P.M. 152 6,5+0,1 6,5+0,1 7,73 +0,04
21 C1oH1004*, P.M. 194 59,3+£0,9 60+£1,0 110+ 1,6
22 2-Cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* 247 + 1,8 227 +0,4 258 + 1,1
23 2-Cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona* (Isébmero) 357 +1,3 333+14 309+1,9

** Numero de pico en la Figura 22; *Identificado tentativamente; N.I. No identificado; ) Promedio de dos extracciones

independientes.
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En la Figura 26, se ilustran los perfiles cromatograficos obtenidos bajo las
condiciones operacionales descritas en la Seccion 2.3. Debido a que las
areas de picos cromatograficos de los productos de biotransformacion son
muy pequefas, no se observo una diferencia clara entre los perfiles
cromatograficos de los ensayos realizados y el blanco de reaccion, por lo
que fue necesario ampliar un pequeno rango del perfil para observar

mejor las sefales los productos formados.
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Figura 26. Perfiles cromatograficos de los productos de la
biotransformacion del S-(-)-limoneno, en mezcla agua:metanol y el blanco
de reaccion, obtenidos por LLE con éter etilico, a cada uno de los tiempos
de reaccion: A. 1h; B. 5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de reaccion. La
identificacion de los picos se reporta en la Tabla 16. GC-MS, columna
capilar DB-5MS (60 m), inyeccion splitless, detector selectivo de masas
(El, 70 eV).
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Figura 26, continuacion.
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Figura 26, continuacion.
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Los porcentajes de conversion del S-(-)-limoneno, obtenidos fueron muy
similares entre ellos. En la Figura 27, se observa que la diferencia de los
porcentajes a distintos tiempos de reaccion es minima. A las 5 h de
reaccion se obtuvo la mayor conversion del S-(-)-limoneno (34,7%), pero
la conversion a 1 y 10 h vari6 en menos del 3% (32,8 y 31,8%,
respectivamente). Al igual que en los ensayos de biotransformacion del R-
(+)-limoneno, bajo las condiciones experimentales, no ocurrié la

conversion del S-(-)-limoneno a las 24 h de reaccion.
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Figura 27. Conversion del S-(-)-limoneno a diferentes intervalos de
adicién del peréxido de hidrégeno, en la mezcla agua:metanol, usada

como solvente.

En la Tabla 16, se muestran las cantidades relativas (%) de los
compuestos presentes en el patrén certificado del S-(-)-limoneno y dos
productos de formacion identificados (Ver Figura 28), los cuales también
fueron detectados durante la bioconversion del R-(+)-limoneno, pero en

cantidades relativas (%) mayores.
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Tabla 16. Composicion quimica de los productos obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del S-(-)-

limoneno, en la mezcla agua:metanol, usada como solvente organico.

Cantidad relativa [%]"

Pico a) .
No** Ik Compuesto Tiempo, h

1 5 10 24 Blanco
1 935 a-Pineno 0,47 £0,04 0,46+0,06 0,5£0,1 0,05+0,01 0,04 £0,03
2 950 Canfeno 0,69+0,06 0,59+0,02 0,7+0,1 0,06 £+ 0,01 0,05+0,05
3 980 B-Pineno 1,3+£0,2 1,2+0,1 1,1+£0,06 0,2x0,01 0,1+£0,1
4 1009 a-Felandreno 1,0+£0,2 1,1%£0,2 1,2+0,07 0,07 +0,03 0,09 £0,08
5 1020 o-Terpineno 18+2,5 178+0,7 155+10 1,6%0,2 1,9+0,7
6 1035 Limoneno 64+£1,3 62,002 65+1,8 949+09 9714
7 1039 B - Felandreno 2,7+0,3 3,1+£0,3 3,0+0,6 0,4+0.1 0,3+£0,3
8 1038 1(7), 8-p-menthadiene 1,6 £0,3 2,2+0,7 1,3+0,08 0,05+0,01 0,04 +£0,06
9 1050 y-Terpineno 9+25 84+0,2 79+0,1 0,13+£0,02 0,11 +£0,05
10 1080 Terpinoleno 040,02 051+0,05 042+0,03 0,6+0,1 0,57 £ 0,07
11 1200 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 0,35+ 0,02 0,72+0,05 1,0+0,1 N.D. N.D.
12 1283 Alcohol perilico 0,6+£0,2 1,2+0,1 1,45+ 0,05 N.D. N.D.
13 1507 Hidroxitolueno butilado 0,74+0,01 0,72+0,04 1,0£0,1 0,09+0,01 0,1+0,1

** Numero de pico en la Figura 26;*Identificado tentativamente; N.D. No detectado; ? indices de Kovats determinados

experimentalmente en la columna DB5-MS; ®) Promedio de dos extracciones independiente
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11 12

Figura 28. Férmulas estructurales de los productos de biotransformacién
del S-(-)-limoneno en la mezcla agua:metanol, segun su orden de elucion

en al cromatograma (Figura 26). Los nombres aparecen en la Tabla 16.

En la Figura 29, se presentan los productos de biotransformacién
obtenidos en funcion de sus cantidades relativas (%), a diferentes tiempos
de reaccion, siendo éstos: 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona
[0,35% (1 h), 0,72% (5 h) y 1,0% (10 h)] y alcohol perilico [0,6% (1 h),
1,2% (5 h)y 1,45% (10 h)].

% Cuantificacion de los productos de la biotransformacién del S-

(-)-limoneno obtenidos, en metanol, como solvente organico.

La cuantificacién de los productos de biotransformaciéon obtenidos con
metanol como solvente organico, se realiz6 empleando la técnica de
estandarizacion interna descrita en la metodologia (Secciéon 2.3) (Ver
Tabla 17).
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Tabla 17. Cuantificacidon de los productos de biotransformacion del S-(-)-
limoneno con acetonitrilo, como solvente.

Concentracion, ppm?®
Pico Compuesto

N ** Tiempo, h
1 5 10
11 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 3,54 +0,02 6,6 +0,1 8,2+0,2
12 Alcohol perilico 6,4+0,2 10,6 £ 0,1 12,17 + 0,05

** Numero de pico en la Figura 26; ? Promedio de dos extracciones
independientes.
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Figura 29. Productos de biotransformacion del S-(-)-limoneno, empleando
la mezcla agua:metanol, como solvente.

En estudios realizados por Wenijian, L. y colaboradores [83], en los que se
realizd la bioconversién del limoneno empleando varias algas marinas, se
identificaron algunos monoterpenos oxigenados y otros metabolitos como
sesqui-, di- y tri-terpenos, como productos de biotransformacion. Ademas,

se detectaron algunos terpenos generados por biodegradacion o
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rearreglo. Estos productos de biotransformacion solo fueron identificados,
pero no se reportan sus cantidades relativas (%), ni concentraciones de

cada uno de ellos.

3.2.6 Biotransformacién del S-(-)-limoneno, empleando
tetrahidrofurano como solvente organico. La biotransformacion del
S-(-)-limoneno también se realizd en un medio de reaccidon

agua:tetrahidrofurano, a diferentes tiempos de reaccion.

En los perfiles cromatograficos (Ver Figura 30) obtenidos bajo las
condiciones operacionales descritas en la Seccidén 2.3, se aprecia la

formacion de nuevos productos en los ensayos realizados.

También se efectud la conversion del S-(-)-limoneno, empleando la
mezcla agua:metanol, con lo que se logré la formacion de los mismos
monoterpenos oxigenados en cantidades relativas (%) similares, a los
obtenidos durante la bioconversion del R-(+)-limoneno, realizada bajo las
mismas condiciones experimentales. En estos ensayos, ademas de la
formacion de los mismos productos de biotransformacion, también se
identificaron los mismos compuestos no considerados productos de la
catélisis enzimatica, ya que también se observaron en el perfil
cromatografico del blanco de reaccion con Istd, pero no en el perfil de

blanco de reaccion sin Istd (Ver Figura 30).
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Figura 30. Perfiles cromatograficos de los productos de Ila
biotransformacion del S-(-)-limoneno, en mezcla agua:tetrahidrofurano y
del blanco de reaccion, obtenidos por LLE con éter etilico, a cada uno de
los tiempos de reaccién: A. 1 h; B. 5 h; C. 10 h; D. 24 h; E. Blanco de
reaccion sin Istd, F. Blanco de reaccion con Istd. La identificacion de los
picos se reporta en la Tabla 18. GC-MS, columna capilar DB-5MS (60 m),

inyeccion splitless, detector selectivo de masas (El, 70 eV).
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Figura 30, continuacién.
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Figura 30, continuacién.
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Los porcentajes de conversion del S-(-)-limoneno en mezcla
agua:tetrahidrofurano, aumentaron con el tiempo, manejado en funcién de
la adicion del H,O,, exceptuando las 24 h, cuando se observé una leve
disminucion (Ver Figura 31). En esta figura, se observa como a las 10 h
de reaccidén se obtuvo el porcentaje de conversion mas alto (44,5%),
seguido de los porcentajes registrados a las 24 h (41,8%), 5 h (39,1%) y 1
h (37,3%).

A pesar de que se lograron porcentajes de conversion relativamente
altos, los resultados obtenidos bajo estas condiciones no fueron los
esperados porque ademas de los productos de biotransformacion, se
detectaron e identificaron compuestos secundarios, no derivados de la

catalisis enzimatica.

i | 44,5 M8

a0 573 39,1

Conversion %

1 5 10 24
Tiempo de reaccién, h

Figura 31. Conversién del S-(-)-limoneno a diferentes intervalos de
adicién del peroxido de hidrogeno, en la mezcla agua:tetrahidrofurano,

usada como solvente.

En la Tabla 18, se muestran las cantidades relativas (%) de los

compuestos presentes en el patron certificado del S-(-)-limoneno y de los
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productos de biotransformacién en la fase organica, extraidos con éter

etilico.

El extracto obtenido por LLE con éter etilico, presenté en su mayoria
productos de biotransformacion oxigenados, entre los cuales se
encontraban  cis-6xido de limoneno, 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-
etanona y cis—dihidrocarvona. A diferencia de lo obtenido durante la
biotransformacién del S-(-)-limoneno con los otros solventes, se
obtuvieron menos productos de biotransformacion y se registraron

compuestos no derivados de la catalisis enzimatica (Ver Tabla 18).

ulll/////

@)

-
©
N
o
N
-

Figura 32. Férmulas estructurales de los productos de biotransformacion
del S-(-)-limoneno en la mezcla agua:tetrahidrofurano, segun su orden de

elucién en los cromatogramas (Figura 30). Los nombres aparecen en la

Tabla 18.
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Tabla 18. Composicion quimica de los productos obtenidos por LLE con éter etilico, de la biotransformacion del S-(-)-

limoneno, en la mezcla agua:tetrahidrofurano usada como solvente organico.

Cantidad relativa, %"

: a

:Lc:: Ik Compuesto Tiempo, h
1 5 10 24 Blanco

1 862 2-Etoxitetrahidrofurano 0,22+0,01 0,22+0,01 0,11+0,02 0,07 +0,03 0,02+ 0,01
2 871 1,3-Dic|oropro;1§no 1,0+0,3 1,2+0,3 1,05+0,02 24+0,6 0,50 £ 0,02
3 899 2'1'(%‘)’2 S7TIM7], 74 (92),47(32),39(7). 354008 314006 292+009 45+008 0,49 0,02
4 916 Dihidro 2(3H)-furanona 0,9+0,1 1,8+0,1 1,3+0,1 0,9+0,3 0,63 £ 0,02
5 931 Acido 4-hidroxi-butanoico 18,7+0,6 21+1,5 22+1,8 24 £ 3,2 3,1+0,2
6 936 Dihidro 2(3H)-furanona 0,69+0,04 0,79+0,1 49+0/1 9+1,8 0,47 + 0,01
7 952 Contaminacion (Artefacto) 459+0,09 45+£0.1 41+0,3 1,9+0,2 0,15+ 0,01
8 975 B-Mirceno 0,3+0,1 0,24 +0,01 0,17 +0,04 0,08 +0,03 0,02 +0,01
9 1002  2-Metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexadieno 0,15+0,05 0,21+0,04 0,28+0,05 0,08+0,04 0,03 +0,01
10 1021  p-Cimeno 3,7+0,1 29104 1,7+0,3 1,9+0,6 0,7+0,1
11 1037  Limoneno 56,1+09 54+1,3 489+06 52+1,2 93,4+0,2
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Tabla 18. Continuacion.

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

1040
1048
1060
1119
1142
1162
1184
1192
1202
1209
1225

1234
1508

B-Felandreno

N.I. (m/z 87 [M*], 155 (5), 127 (19), 59 (23), 41(33).

y-Terpineno

cis-Oxido de limoneno

trans-Oxido de limoneno

N.I. (m/z 71 [M*], 130 (1), 87 (1), 43 (25).
1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona
1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero)
cis-Dihidrocarvona

trans-Dihidrocarvona

N.I. (m/z 71 [M*], 87 (51), 59 (6), 43 (26).

N.I. (m/z 93 [M*], 135 (8), 121 (26), 87 (30), 71 (60),

41 (34).

Hidroxitolueno butilado (Antioxidante)

0,15+ 0,01
1,9+0,1

1,9+0,2

0,09 £ 0,01
0,24 £ 0,02
0,11 +0,05
0,14 £ 0,01
0,52 £ 0,05
0,35+ 0,03
39+0,5

0,76 £ 0,07

0,02 £ 0,01
0,25 + 0,01

0,53 + 0,01
1,71 £ 0,01
1,58 + 0,02
0,33 +0,03
0,35+ 0,09
0,38 + 0,03
0,43 £ 0,02
1,7+0,3

0,40 + 0,06
0,42 + 0,04
1,48 + 0,02

0,07 £ 0,01
0,15+ 0,04

0,40 £ 0,01
1,5+0,6

1,13 £ 0,01
0,09 £ 0,01
0,50 + 0,07
0,19+ 0,04
0,37 £ 0,02
1,05+ 0,03
1,9+0,2

0,29 £ 0,05
1,4+0,9

0,40 £ 0,01
0,29 £+ 0,01

0,21 +0,03
0,4+0,1
0,56+0,2
0,29 £ 0,1
0,14 £ 0,02
0,5+0,2
0,11 £ 0,04
0,3+0,1
0,2+0,1
0,5+0,2
0,36 £ 0,1

0,36 + 0,06
0,25+ 0,08

0,06 + 0,01
0,03 £0,01
0,16 £ 0,01
N.D.
N.D.
0,02 £ 0,01
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,94 £ 0,03

0,08 + 0,01
0,07 £ 0,01

*|dentificado tentativamente; N.D. No detectado; N.l. No identificado; % indices de Kovats determinados experimentalmente en

la columna DB5-MS; ® Promedio de dos extracciones independiente.
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En la Figura 33, se encuentran graficados los productos de
biotransformacion, cuando se empled la mezcla agua:tetrahidrofurano
como solvente. Los siguientes son los productos de biotransformacion
mayoritarios en el extracto, obtenido por LLE con éter etilico: trans-6xido
de limoneno[(0,24% (1 h), 0,35% (5 h), 0,50% (10 h) y 0,14%(24 h)], 1-
(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona [0,52% (1 h), 1,7% (5 h), 1,05%
(10 h) y 0,3% (24 h)], cis—dihidrocarvona [0,35% (1 h), 0,40% (5 h), 5,0%
(10 h) y 0,,2% (24 h)] y trans—dihidrocarvona [3,9% (1 h), 0,42% (5 h),
0,29% (10 h) y 0,5% (24 h)].

En la biotransformacién del S-(-)-limoneno, empleando la mezcla
agua:tetrahidrofurano como solvente, se obtuvieron los mismos productos
que en la bioconversion del R-(+)-limoneno, bajo las mismas condiciones
(Ver Tabla 12).

m1h
Cantidad Em5h
relativa % m10h
W24 h
Tiempo,
h

21

N° pico Figura 30

Figura 33. Productos de biotransformacion del S-(-)-limoneno, empleando

la mezcla agua:tetrahidrofurano como solvente.
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Demyttenaere y colaboradores [25], realizaron la bioconversion del S-(-)-
limoneno por Corynerpora eassiicola y Penicillium digitatum, obteniendo
trans-dihidrocarvona, como producto de biotransformacion (con
rendimientos de 0,35 y 0,50%, respectivamente). En este trabajo se
obtuvieron los dos enantiomeros de dihidrocarvona en cantidades
relativas apreciables. Con el uso de tetrahidrofurano en la bioconversién
del S-(-)-limoneno, estos monoterpenos oxigenados fueron los productos

de biotransformacion mayoritarios.

% Cuantificacion de los productos de biotransformacién del S-(-)-
limoneno obtenidos, en tetrahidrofurano, como solvente

organico.

La cuantificacion de los productos de biotransformacién obtenidos con
tetrahidrofurano como solvente organico, se realizé empleando la técnica
de estandarizacion interna descrita en la metodologia (Seccién 2.3) (Ver
Tabla 19).

3.3. EFECTO DE LOS SOLVENTES Y EL INTERVALO DE ADICION
DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA FORMACION DE LOS
PRODUCTOS DE BIOTRANSFORMACION

En la Secciéon 3.2, se presentaron los productos generados de la
biotransformacion de los dos enantiomeros del limoneno, empleando
diferentes solventes y tiempos de reaccion. En todos los ensayos
realizados se obtuvieron productos comunes, pero en cantidades
diferentes. Es por esto, que para evaluar el efecto de los solventes
organicos y el tiempo de adicidén del peréxido de hidrogeno, se realizé una
comparacion entre las cantidades obtenidas de algunos compuestos

comunes, generados en todos los ensayos.
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Tabla 19. Cuantificacién de los productos de biotransformacién del S-(-)-limoneno, usando tetrahidrofurano como solvente.

Concentracion, ppm?

Pico N° ** Compuesto Tiempo, h

1 5 10 24
15 cis-Oxido de limoneno 2,51+ 0,01 8,5+0,1 2,51+0,03 8,1+0,2
16 trans-Oxido de limoneno 6,59 + 0,04 9,1+£0,9 13,5+ 0,1 3,82 £ 0,08
18 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona 3,78 £ 0,06 11,03+0,01 9,8 +0,6 3,04 £ 0,09
19 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona (Isémero) 14,1 +0,5 42 +1.4 28,18+ 0,05 8,5+0,2
20 cis-Dihidrocarvona 9,6 £0,1 10,4+ 0,3 13,5+0,2 5,98 £ 0,04
21 trans-Dihidrocarvona 68 + 1,1 11,0+0,3 9,04 +002 146+0,2

** Numero de pico en la Figura 30; 3 Promedio de dos extracciones independientes.
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3.3.1. Productos de biotransformacion del R-(+)-limoneno. Como se
observd en la Seccion 3.2, con el uso de los diferentes solventes
organicos en las reacciones de bioconversion, se obtuvieron compuestos
oxigenados comunes en concentraciones diferentes, a diferentes tiempos
de reaccion. Los siguientes son los productos de biotransformacion que
se obtuvieron en los ensayos de bioconversion del R-(+)-limoneno: cis-
dihidrocarvona, trans-dihidrocarvona y 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-

etanona.

Las condiciones de reaccion, bajo las cuales se realiza Ila
biotransformacion de un sustrato, juegan un papel muy importante,
porque dependiendo de ellas, los productos y sus concentraciones
aumentaran o disminuiran. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en este trabajo, se puede concluir, que no necesariamente las mejores
condiciones experimentales son en las que se obtenga el mayor
porcentaje de conversion del sustrato: todo depende del producto que se
desee obtener en mayor concentracion, ya que la mayor concentracion
los productos formados no se obtuvo en el tiempo en el que se dio la

conversion del limoneno mas alta.

En la Figura 34, se observa la variacion de algunos compuestos
oxigenados con el uso de los tres solventes organicos, empleados a una
hora (1 h) de reaccién. Se observa como a 1 h de reaccién y empleando
tetrahidrofurano como solvente, se obtuvo la mayor concentracién de
trans-dihidrocarvona (43,6 ppm). Para el caso de 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-
en-1-il)-etanona, la mayor concentracion 15,3 ppm, se obtuvo con
acetonitrilo.  Finalmente, para cis-dihidrocarvona se obtuvieron
concentraciones muy cercanas con acetonitrilo y metanol (1,1 y 13,4 ppm,

respectivamente).
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Acetonitrilo Metanol Tetrahidrofurano
# ¢/s-Dihidrocarvona

mirans-Dihidrocarvona

B 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il}-etanona

Figura 34. Efecto del solvente sobre la formacién de los productos de la

biotransformacioén del R-(+)-limoneno, a una hora (1 h) de la reaccion.

La concentracion de estos monoterpenos oxigenados aumento a las 5 h
de reaccion, obteniéndose 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona en
concentraciones cercanas, a las observadas cuando se usaron
acetonitrilo y tetrahidrofurano como solventes (18,5 y 18,8 ppm,
respectivamente). La mayor concentracion de cis-dihidrocarvona se logré
con el uso de acetonitrilo (12,5 ppm), pero trans-dihidrocarvona se formé
en mayor concentracion, cuando se empled tetrahidrofurano como

solvente (6,8 ppm) (Ver Figura 35).
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B 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il}-etanona

Figura 35. Efecto del solvente sobre la formacién de los productos de la

biotransformacion del R-(+)-limoneno, a las 5 h de reaccion.

Finalmente, como se observa en la Figura 36, a las 10 h de reaccion,
nuevamente, con tetrahidrofurano, se obtuvo la mayor concentracién de
trans-dihidrocarvona (40,2 ppm), como sucedid a 1 h de reaccion. Lo
mismo ocurri6 con 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona, cuya
concentracion en acetonitrilo fue muy cercana (27,1 ppm) a la obtenida a
1 h de reaccion. Para el caso de cis-dihidrocarvona, el tiempo no fue una
variable significativa, ya que las concentraciones de este compuesto en
los diferentes tiempos de reaccion fueron muy cercanas (Ver Figuras 34-
36).

3.3.2. Productos de biotransformacién del S-(-)-limoneno. En los
ensayos de bioconversion del S-(-)-limoneno con los diferentes solventes,
se formaron los mismos monoterpenos oxigenados, que en la

bioconversion del R-(+)-limoneno.
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A pesar de que con el uso de tetrahidrofurano y un tiempo de 24 h ocurrio
la bioconversion del S-(-)-limoneno, estos compuestos no se tuvieron en
cuenta para la comparacion con metanol y acetonitrilo, debido a que no se

produjo biotransformacion del S-(-)-limoneno con los dos solventes

mencionados.
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1 ¢/s-Dihidrocarvona
mfrans-Dihidrocarvoha
B 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-i}-etanona

Figura 36. Efecto del solvente sobre la formacién de los productos de la

biotransformacioén del R-(+)-limoneno, a las 10 h de reaccion.

A una hora (1 h) de reaccion y empleando tetrahidrofurano como solvente,
se genero la mayor concentracion de trans-dihidrocarvona (67,5 ppm). La
diferencia en la concentraciéon de productos a diferentes tiempos de
reaccion, es significativa, ya que con tetrahidrofurano se logra una
concentracion mayor de los mismos. Para 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-
il)-etanona, el solvente con el que se obtuvo la mayor concentracion fue

acetonitrilo, al igual que para cis-dihidrocarvona (Ver Figura 37).
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Figura 37. Efecto del solvente sobre la formacién de los productos de la

biotransformacion del S-(-)-limoneno, a hora (1 h) de reaccion.

A las 5 h de reaccién, la concentracion de estos monoterpenos
oxigenados varié significativamente, como se observa en la Figura 38. A
este tiempo, con el uso de tetrahidrofurano, 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-
il)-etanona se formé en mayor concentracion (42,3 ppm). Con el uso de
acetonitrilo se obtuvieron las mayores concentraciones de cis-
dihidrocarvona y trans-dihidrocarvona (16,23 y 6,22 ppm,

respectivamente).
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Figura 38. Efecto del solvente sobre la formacién de los productos de la

biotransformacion de S-(-)-limoneno, a las 5 h de reaccion.

Finalmente después de las 10 h de reaccién, con acetonitrilo como
solvente, 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona y cis-dihidrocarvona
presentaron las mayores concentraciones (87,7 y 43,5 ppm,
respectivamente), en comparacion con las obtenidas con otros solventes.
Pero la formacion de trans-dihidrocarvona se vio favorecida con el uso de
tetrahidrofurano (9,94 pm) (Ver Figura 39).

3.3.3. Variacion en la concentracion de monoterpenos cloro-
oxigenados obtenidos, durante la biotransformacién de R-(+)- y S-(-)-
limonenos. Unicamente con el uso de acetonitrilo en los ensayos de
biotransformacion de los limonenos enantioméricos, se obtuvieron

productos cloro-oxigenados, como consecuencia de la capacidad que
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tiene la cloroperoxidasa de catalizar las reacciones de halogenacion, con

una alta especificidad de sustrato.
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mfrans-Dihidrocarvona
B 1-(1,4-Dimetil ciclohex-3-en-1-il)-etanona

Figura 39. Efecto del solvente sobre la formacion de los productos de la

biotransformacion del S-(-)-limoneno, a las 10 h de reaccion.

El tiempo al cual se obtuvo la mayor concentracién de productos clorados,
fue cuando se adicioné el perdoxido de hidrogeno a una concentracion fija
durante una hora, alcanzando sus concentraciones de hasta 350 ppm.
Cuantitativamente, se observé una variacion de la concentracion de los
compuestos isomeros de 2-cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-ona, lo

que se aprecia en la Figura 40.
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Figura 40. Variaciéon de la concentracion de los productos durante la
biotransformacion de limonenos, realizada en la mezcla agua:acetonitrilo

durante 1 h.

En la Figura 40, se observa cdmo en el proceso de biotransformacién de
R-(+)-limoneno, los isbmeros de 2-cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-1-
ona se formaron en concentraciones similares, pero mas bajas que
durante la bioconversion del S-(-)-limoneno: uno de los isémeros se formd

en mayor proporcion.
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CONCLUSIONES

% Se lograron la oxidacién y la halogenacion de R-(+)- y S-(-)-
limonenos en un proceso a escala de laboratorio, con la enzima
cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago, bajo
condiciones suaves de reaccidn. Los productos de oxidacion
obtenidos poseen importantes aplicaciones en las industrias de

alimentos, cosmética y farmacéutica.

% Se establecid, que los solventes organicos afectan
significativamente la actividad catalitica de la cloroperoxidasa y el
tipo y distribucion de los productos de oxidacion y halogenacion de

ambos enantidmeros del limoneno.

% Se logré establecer, que solo en acetonitrilo, como medio de
reaccion, se formaron compuestos halogenados isomeéricos en
cantidades relativas apreciables, asi, para
R-(+)-limoneno, 14,1-25,6%, para S-(-)-limoneno, el rango fue de
8,8-12,9%. Durante la bioconversién del R-(+)-limoneno, a una
hora (1 h) de reaccibn se obtuvieron dos productos de
biotransformacion halogenados en mayor cantidad relativa (25,3 y

25,6%), tal como sigue:

133



Cantidad relativa, %

R-(+)-Limoneno S-(-)-Limoneno
Compuesto halogenado
Tiempo, h
1 5 10 1 5 10

2-Cloro-4-(1-metiletenil)-
ciclohex-5-en-1-ona
25,3 17,3 14,1 8,9 9.4 8,8
2-Cloro-4-(1-metiletenil)-
ciclohex-5-en-1-ona

256 20,9 18,0 12,9 13,9 10,5
(Isbmero)

% Se establecid, que el metanol fue el solvente, que no favorecio la
catalisis enzimatica de R-(+)- y S-(-)-limonenos; con él se
obtuvieron porcentajes de conversion de alrededor de un 30%, y se

formaron productos en cantidades relativas bajas (< 5,1%).

% Se establecio, que con el uso de tetrahidrofurano, se obtuvieron
varios compuestos oxigenados en cantidades relativas no mayores
del 5%, y se generaron compuestos secundarios en cantidades
relativas apreciables, que, posiblemente no son productos de la

catalisis enzimatica.

% Se establecid, que cuando se emplearon metanol y acetonitrilo
como solventes, durante la biotransformacién a un tiempo de
adicion del peréxido de hidrégeno de 24 h, no se detectaron
productos de biotransformacion, posiblemente, debido a que la
concentracion de peroxido de hidrogeno no fue adecuada durante
un tiempo de reaccion tan largo, por lo que la enzima no se activd

lo suficiente para catalizar la bioconversién de los limonenos.
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RECOMENDACIONES

% En este trabajo se analiz6 la influencia de algunas variables
(Tiempo de adicidén del peréxido de hidréogeno y tipo de solvente),
en el proceso de biotransformacién del limoneno. Sin embargo,
existen variables que no fueron monitoreadas y que pueden influir
de manera significativa en el proceso, por ejemplo, el pH, la
concentracion de peréxido de hidrégeno, entre otras. Para el
desarrollo de un sistema optimizado y escalado seria necesario

incluir estas variables y analizar su influencia sobre el proceso.

% Se recomienda realizar la cuantificacion de los productos de
biotransformacion  mayoritarios empleando el método de

estandarizacion externa con patrones certificados.

% Debido a que los procesos de biotransformacion se consideran
muy promisorios actualmente, es necesario seguir estudiando la
biodiversidad natural. Por ejemplo, identificar, extraer y emplear
enzimas recolectadas de plantas, animales o células microbianas,

de diferentes zonas de Colombia.
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ANEXO 1. Rutas de fragmentacion del limoneno y de algunos productos

de su biotransformacion.
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Figura 1-1. Espectro de masas del limoneno (El, 70 eV).
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Esquema 1. Rutas de fragmentacion del limoneno (EI, 70 eV) [29].
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Figura 1-2. Espectro de masas del carveol (El, 70 eV).
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion del carveol (El, 70 eV).
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Figura 1-3. Espectro de masas de dihidrocarvona (El, 70 €V).
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Figura 1-4. Espectro de masas de 1-(1,4-dimetil-3-ciclohexen-1-il)-
etanona (El, 70 eV).
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentaciéon de 1-(1,4-dimetil ciclohex-3-
en-1-il)-etanona (El, 70 eV).
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Figura 1-5. Espectro de masas del alcohol perilico (El, 70 eV).
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacién del alcohol perilico (EI, 70
eV).
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Figura 1-6. Espectro de masas de 2-cloro-4-(1-metiletenil)-ciclohex-5-en-
1-ona (El, 70 eV).
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion de 2-cloro-4-(1-metiletenil)-

ciclohex-5-en-1-ona (El, 70 eV).
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ANEXO 2. Fotocopia del trabajo publicado en las memorias del IX
Congreso Colombiano de Fitoquimica, Pereira del 8 al 11 de mayo de
2007.
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BIOTRANSFORMACION DE TERPENOS R(+)-LIMONENO, a-PINENO Y ?-TERPI

POR MEDIO DE CLOROPEROXIDASA de Caldariomyces fumago

RESUMEN

En este trabajo. se llevd a cabo la biotransformacion enzimatica de los
monoterpenos R(+)-limoneno. a-pineno v -terpineno, por medio de la enzima
cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago. Las reacciones enzimaticas
se llevaron a cabo en mezclas de acetonitrilocagua, v los productos obtenidos
fueron extraidos con éter etilico. secados con sulfato de sodio vy finalmente
analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Finalmente, se identificaron carvona y (E)-carveol como productos de la
biotransformacion del R(+)limoneno.

PALABRAS CLAVE: Cloroperoxidasa, Caldariomyeces fumago, terpenos,
biotransformacion enzimatica

ABSTRACT

The enzvmatic biotransformation of the monoterpenes R(+)-limonene, a-pinene
and P-terpinene was performed using chlovoperoxidase from Caldariomyces
Jumago. The enzymatic reactions were carried out in acetonitrile:water mixtures
and the obtained products were extracted with diethyl ether, dried with sodium
sulphate and finally analyzed by gas chromatography- mass spectrometry (GC-
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MS). Carvone and (E) -carveol were identified as biotransformation products of

R(+)-limonene..
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1. INTRODUCCION

Las biotransformaciones de productos mnaturales
constituyen un area de gran interés farmacéutico. dado
que es posible potenciar su actividad bioldgica a través
de reacciones Dbiocataliticas altamente regio v
enantioselectivas. En especial. las biotransformaciones de
terpenos son muy  estudiadas porque permiten la
produccion de compuestos enanfiomeéricamente puros
bajos condiciones suaves de reaccion, gue pueden ser
utilizados en la  industria  farmacéutica.  Los
monoterpenos, en particular, representan un grupo
abundante de sustancias quirales que pueden ser
transformadas en componentes bioactivos de gran valor
tales como saborizantes, fragancias v farmacos. [1]

Estas reacciones de biotransformacion pueden ser
llevadas a cabo por microorganismos o través de
reacciones enzimaticas utlizando enzimas oxidativas
como mono o di-oxigenasas o peroxidasas. Las
peroxidasas son enzimas muy interesantes que pueden ser
utiles a la hora de llevar a cabo reacciones de
biotransformacion. va que on muy abundantes en la
naturaleza y altamente enantio v regioselectivas.

La enzima cloroperoxidasa (CPO) de Caldariomyces
fumago, la cual se utilizd en este estudio, es una enzimm
muy versatil, ya que no solo cataliza las reacciones
clasicas de las peroxidasas. sino que también reacciones
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de transferencia de oxigeno v halogenaciones con una
alta especificidad de sustrato [2-4]. Ademas, se
caracteriza por ser una glicoenzima muy estable a 40 °C
vapHentre 30y 55[3]

En afios recientes. se ha ido reconociendo a esta hemo
peroxidasa por su gran estereoselectividad que resulta ser
muy util en sintesis organica [6, 7]. Asi por ejemplo, se
ha uwsado la CPO en epoxidacion de olefinas con
hidroperdxidos, debide a que los epdxidos quirales son
intermediarios importantes en la sintesis asumétrica de
compuestos biologicamente activos. De igual forma =
han estudiado las reacciones de transferencia de oxigeno
al doble enlace carbono-carbono en un gran rango de
mono-olefinas arilicas, v los efectos en la posicion del
doble enlace a lo largo de la cadena y la estereogquimica
cis/trans en la enantioselectividad v reactividad de la
enzima se han observado en diferentes reacciones. [8]

Estas biotransformaciones se han realizado
tradicionalmente en sistemas acuosos. debido a que estos
medios son generalmente compatibles con las enzimas.
Sin embargo, la solubilidad de los terpenos en agua es
muy baja, por lo que es necesario emplear algunos
solventes organicos en el medio de reaccidon. Cuando se
emplean solventes no-acuosos en vez del medio acuoso
natural, las enzimas exhiben nuevas propiedades,
incluyendo la habilidad de catalizar reacciones



76

imposibles en agua. aumento de la termoestabilidad v
selectividad. entre otras. La principal desventaja del
funcionamiento de la enzimas en solventes organicos es
que se reduce su actividad catalitica comparada con la
que presenta en medio acuoso: una de las principales
causas de esta inactivacion no es el efecto mismo del
solvente organico sino la desnaturalizacion de la enzima
por su previa deshidratacion, usualmente por medio de
liofilizacion [9]. El objetivo principal de este trabajo fue
evaluar la capacidad de biotransformacion de los
monoterpenos R(+)-limoneno, a-pinenc y 7-terpineno
(Ver Figura 1) por la enzima cloroperoxidasa de
Caldariomyces fumage en medios organicos.

R-(+) imoneno a-pineno 7-terpineno

Figura 1. Esttuctura de los sustratos sometidos a
biotransformacion con CPO de Caldariomyces fumago

2. CONTENIDO

2.1. Materiales y Métados

2.1.1 Reactivos

Cloroperoxidasa de  Caldariomyces  fumago  fue
gentilmente donada por el Dr. Rafael Vazquez-Duhalt
(UAM-México). R-(+)-limoneno (97%, Aldrich), a-
pinenc (98%. Aldrich) v 7?-terpinenc (98% Aldnich).
monoclorodimedona (MCD), acetonitrilo, buffer fosfato
3.50, cloruro de potasio, perdxido de hidrogeno. éter
etilico, sulfato de sodio v n-tetradecano (ISTD). fueron
de grado analitico

2.1.2 Reacciones de hioconversion de terpenos con
CPO de Caldariomyces fumago

La actividad de la cloroperoxidasa fue determinada por el
metodo  descrito por Morris v Hager (1996). Las
reacciones se levaron a cabo bajo condiciones estandar
de reaccién a 25°C. en buffer fosfato (50 mM) de pH
2,70, cloruro de potasio 20 mM, moneclorodimedona 0,1
mM. peréxido de hidrégeno 2 mM, cuantificando la
formacién de diclorodimedona (DMCD) a una longitud
de onda de 278 nm en un espectrofotometro ultravioleta
UWV-2401 PC  (Shimadzu. UV-VIS Recording
Spectrophotometer). La enzima utilizada presentd una
actividad de 4000 U/mL para la cloracion de la
monoclorodimedona (MCD).
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Para las conversiones de los terpenos se emplearon 1ones
cloruro de KCI. con una actividad enzimatica de CPO de
40 U/mL v condiciones de reaccidon de buffer fosfato pH
350 (100 mM)., con el 40% de acetonitmlo y una
concentracidon de 10 mM de los diferentes sustratos
(patrones de terpenos certificados). El perdxido de
hidrédgeno fue afiadido a una concentracién total de 2 mM
en un tiempo total de reaccion de 60 min, en porciones de
10 uL cada 6 min. La conversidn enzimatica se llevd a
cabo por triplicado a temperaturas entre 8-12°C
Posteriormente, hs muestras fueron extraidas con éter
etilico, secadas con sulfato de sodio durante 12 horas, v
analizadas por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) en un equipo Agilent
Technologies 6890 Plus (HP, Palo Alto. California,
USA). acoplade a un detector selective de masas Agilent
Technologies MSD 5975. En una columna capilar de
silice fundida polar, DB-WAX (J & W Seientific,
Folsom, CA, EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada
e inmovilizada de poli(etilenglicol). de 60 m x 0.25 mm
DI 0.25 pm, dg.

2.2. Resultados y Discusidn.

2.2.1 Biotransfor macién de R(+)limoneno

El R-(+)-limoneno es un terpeno monociclico que ha sido
utilizado en diversos procesos industriales quimicos,
farmacéuticos ¥ alimenrticios. como solvente industrial.
materia prima para la fabricacién de otros compuestos
quimicos, componente aromatico. entre otros. Debido al
gran uso que tiene este compuesto, se ha mcrementado el
nimero de investigaciones relacionadas con  su
biotransformacion en sustancias de mayor valor agregado
v aplicaciones especificas [10].

La biotransformaciéon de R-(+)}-limoneno con CPO
permitid la formacion de productos derivados oxmgenados
y compuestos clorados. destacandose el E)-carveol v la
carvona, un monoterpeno oxidado de gran valor agregado
(ver Tabla | v Figuras 1y 2).

Producto Iones espectro de masas (m/z)

Derivado 170 [MT], 134 (30), 121 (41), 93 (63), 79 (39),

oxigenado 68 (100). 53 (16). 41 (14).

Carvona 150 [MT], 108 (46), 03(41), 82 (100), 67 (11). 54
(30), 41 (17).

(EyCarveol | 152 [M ], 137 (12). 110 (24), 100 (100), 91 (3D),

84 (51). 77 (15), 60 (10), 55 (23). 41 (19).

Derivado clorado | 188 [M, 2C1), 170 (8). 135 (17), 108 (37), 03
voxigenado | (32).82 (13). 71 (100). 58 (15). 43 (37)

Derivado clorado | 188 [M, 2CIJ. 170 (13). 135 (35). 108 (33). 3
v oxigenado (37).82 (15). 71 (100), 58 (16). 43 (38).

Tabla 1. Datos de espectros de masas de productos de
biotransformacién de R(+)-Limoneno
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2.2.2 Biotransformacion de ?-Terpineno:

Los resultados obtenidos muestran que durante el tiempo
de reaccién se obtuvieron diversos productos oxgenados,
que posiblemente pueden ser productos de
biotransformacion con mejores propiedades
aromatizantes que el sustrato de partida (ver Figura 3).

En este cromatograma se observan dos seiiales bastantes
intensas en comparacion con las sefiales de los otros
productos de biotransformacin, que representan a un
derivado oxigenado del sustrato empleado v al derivado
del solvente que aparece en cada uno de los
cromatogramas obtenidos, por lo que no es considerado
como producto de la biotransformacién.

(CY]

Derivado del solvente

Gy \‘n

400 47,00 4300 4500 50 00 5100 52 00 57 00 5400 55 00 56 00 57 00 56.00

(B)
A00000
0000
0000
30000 Derivado oxigenado
200000 A .
"\, Derivado
250000
del
200000
solvente
150000
100000 \
\
0000
L N ) i !

4EL00 47 110 4,00 48,00 5000 51 (0162 00 53,00 54 00 5500 55 00 &7 00

Figura 3. Cromatogramas de: (A) Blanco del sustrato 7-
Terpmeno, y (B) productos de biotransformacion de 7-
Terpimeno.

2.4. Biotransformacién de a-pinenao:

La biotransformacién de a-pineno al igual que la de los
otros sustratos empleados fue exitosa, ya que se
obtuvieron algunos denvados ongenados (ver Figura 4).
Los productos obtenidos indican una posible oxigenacién
ariica de este sustrato por la enzima CPO de
Caldariomyces fumago.

Los resultados obtenidos en esta biotransformacion
concuerdan con los resultados de otras investigaciones,
en las que emplean Armillariella rneilea el cual es un
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hongo dulce en vez de enzimas. [11] La ventaja que
presenta el uso de esta enzima como catalizador en las
diferentes reacciones es el corto tiempo de reaccion y la
enantio y esterecespecifidad que presenta con cada uno
de los sustratos empleados.

(A)
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—
—
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scan.
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=aon  AzOn  mama meDd AmDo oo Bzoa edan  sean  emon 7000
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260040
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230000 e e .
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189000 3-hydroxy-.alpha...alpha..
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-

120000 \__\‘\.
129000 )
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Derrvado N
sooan) . solvente
asaon, OXigenado )
20000 -~ h

0 1 " )

20,00 52.00 54.00 56,00 55.00 80.00 02.00 (<400 £3.00 G8.00 T0.00 7200

Figura 4. Cromatograma de: (A) Blanco del sustrato a-Pineno,
v (B) productos de biotransformacién de a-Pineno.

3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El porcentaje  relativo  de los productos de
biotransformacién obtenidos no es muy alto (carvona
0,041%, (E)carveol 1,099%) en las condiciones
utilizadas en estas reacciones enzimadticas, por lo que es
necesario optimizar la reaccion de biotransformacidn
para obtener una mayor conversion de los terpenos. Los
productos obtenidos son en su mayoria compuestos
oxigenados, destacandose la formacién de carvona v (E)-
carveol a partir de R-{+) limoneno. Estos resultados
demuestran que es posible que se lleven a cabo
reacciones de oxidacion de terpenos y productos de
mayor valor agregado v actividad biolégica.
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