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RESUMEN

TITULO: OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION DE LOS
MONOTERPENOS LIMONENO Y CITRONELOL CON MICROORGANISMOS®

AUTOR: Prieto Suarez, Gloria Astrid™
PALABRAS CLAVE: Biotransformacion, Citronelol, Limoneno, Bioconversion, Terpenos
DESCRIPCION

Los terpenos son compuestos biosintetizados por las plantas como metabolitos secundarios. El
limoneno y citronelol, son monoterpenos Utiles para producir moléculas con similar estructura y de
mayor valor, importantes para las industrias de alimentos, farmacéutica, perfumistica y
agroquimica. Algunos derivados oxigenados del limoneno (DOL) y del citronelol (DO-Cit) obtenidos
por oxifuncionalizacién, resultan ser sustancias llamativas por su costo comercial y sus
propiedades bioldgicas. Los procesos de biotransformacion tienen bajo impacto ambiental, son
reconocidos como metodologia natural y se utilizan para obtener DOL y DO-Cit de connotacion
natural.

En éste trabajo se evalu6 el efecto del biocatalizador, medio de bioconversién, pH, fase de
crecimiento, concentracion y efecto inductor de sustrato, sobre la biotransformacion del limoneno y
citronelol, para optimizar la produccién de DOL y DO-Cit, a escala de laboratorio. Bajo las
condiciones oOptimas se escalaron los procesos a volimenes 10 y 100 veces mayor. Los
terpenoides mayoritarios se purificaron y caracterizaron espectralmente. A los extractos de
biotransformacion se les evalu6 su actividad contra parasitos T. cruzy, L. panamensis y L. chagasi,
su efecto citotéxico para las células de mamifero VERO y su actividad antioxidante.

Los resultados mostraron que cada transformacién microbiana requiere de condiciones especificas
para alcanzar la maxima bioconversion. La biotransformacion del citronelol produjé selectivamente
el hidroxicitronelol con P. digitatum DSM 62840 en una concentraciéon de 1060 mg/L. Este
biocatalizador biotransforma el (R)-(+)-limoneno con alta selectividad formando a-terpineol en una
concentracion de 1864 mg/L. A. niger DSM 821 da lugar a diferentes DOL donde el alcohol perilico
es el producto principal (405 mg/L). La bacteria R. erythropolis DSM 43066 oxifuncionaliza el
limoneno con baja selectividad y conversion y produce linalol, epéxido 1,2 limoneno y carvona. Los
extractos de biotransformacién del citronelol y limoneno por hongos, presentaron actividad
antioxidante y no fueron téxicos para las células VERO.

* Proyecto de Grado
* Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Postgrado en Quimica.
Directora Janeth Aidé Perea Villamil
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ABSTRACT

TITLE: OPTIMIZATION OF BIOTRANSFORMATION PROCESS OF MONOTERPENES
LIMONENE AND CITRONELLOL BY MICROORGANISM*

AUTHOR: Prieto Suarez, Gloria Astrid™
KEY WORDS: Biotransformation, Citronellol, Limonene, Bioconversion, Terpenes
DESCRIPTION

Terpenes are compounds biosynthesized by plants as secondary metabolites. The limonene and
citronellol monoterpenes are useful for producing similar structure molecules higher value
commercial important to the food, pharmaceutical and agrochemical perfumistica industries. Some
oxygenated derivatives of limonene (DOL) and citronellol (DO-Cit) obtained by oxifuncionalization,
are substances interest for its cost and its biological properties. Biotransformation processes have
low environmental impact, are recognized as natural methodology and it used for obtained DOL and
DO-Cit of natural connotation.

In this work there was evaluated the effect of the biocatalyst, bioconversion medium, pH, growth
phase, inducer and concentration of substrate on the biotransformation of limonene and citronellol,
to optimize the production of DOL and DO-Cit at lab-scale. Under optimal conditions the processes
were scaled to volumes 10 and 100 times greater. The major terpenoids were purified and
characterized spectrally. A biotransformation extracts were evaluated for activity against parasites
T. Cruzy, L. panamensis and L. chagasi, its cytotoxic effect to Vero mammalian cells and their
antioxidant activity.

The results showed that each microbial transformation requires specific conditions for maximum
bioconversion. Biotransformation of citronellol produced selectively hidroxicitronelol by P. digitatum
DSM 62840 in a concentration of 1060 mg/L. This biocatalyst biotransformed the (R)-(+)-limonene
with high selectivity to form a-terpineol at a concentration of 1864 mg/L. A. niger DSM 821 gives
rise to different DOL where perillyl alcohol is the main product (405 mg/L). The bacterium R.
erythropolis DSM 43066 oxifuncionalization limonene with low selectivity and conversion and
produces linalool, limonene 1,2-epoxide and carvone. The extracts of limonene and citronellol
biotransformation by fungi, showed antioxidant activity and were not toxic for VERO cells.

* Project Grade
* Universidad Industrial de Santander. Faculty of Science. School Chemistry Posgraduate.
Directed by: Janeth Aidé Perea Villamil.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos veinte afos, el interés por la produccion biotecnolégica de
compuestos con la connotacion de naturales ha aumentado notoriamente. Los
procesos de biotransformaciéon han sido utilizados con gran éxito en la obtencion
de nuevas moléculas y en la modificacion estructural de sustratos organicos, con
la finalidad de incrementar su valor comercial o cientifico. La biotransformacion es
una modificacién quimica de sustratos exdgenos naturales o sintéticos, mediante
el empleo, como biocatalizadores, de células, organismos o0 enzimas puras O
recombinadas, libres o inmovilizadas, para producir un (0s) compuesto (s) con
mayor actividad biologica y valor agregado (Hanson, 1998; Doble et al., 2004). En
sintesis organica, la biotransformacion es considerada una herramienta importante
para producir quimicos finos y precursores quirales que no han podido sintetizarse
eficientemente por otros métodos (Pinheiro, 2007; Valadez, 2007; Held et al.,
2000; Thomas et al., 2002; Rozzell, 1999). Ademas, la biotransformacion es un
instrumento eficaz para ejecutar gran numero de reacciones regio-, quimio-
diastereo-, y enantioselectivas (De Carvalho, 2011) dificiles de llevar a cabo por
procedimientos sintéticos clasicos como la produccion de moléculas complejas de
interés farmacéutico y perfumistico (Rozzell, 1997; Held et al., 2000; Thomas et
al., 2002; Schulze y Wubbolts, 1999; Pollard y Woodley, 2006).

La mayoria de los productos farmacéuticos son racémicos, y, por lo general, solo
uno de los enantibmeros posee la actividad bioldégica deseada; el otro puede ser
inactivo o, incluso, tener actividad nociva (Food and Drug Administration, 1992).
En perfumeria, la quiralidad es importante porque la percepcién del sabor y del
aroma depende de la configuracion del estéreo-isdmero presente. Isomeros del
mismo compuesto pueden tener diferentes propiedades organolépticas, por
ejemplo, el mentol tiene ocho posibles isdmeros y Unicamente el poder odorante
natural lo posee la configuracién absoluta del (-)-(1R, 3R, 4S)-mentol (Serra et al.,
2005).
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Las condiciones suaves de pH y temperatura en las que se llevan a cabo las
biotransformaciones y la alta actividad catalitica de los sistemas enzimaticos
empleados, hacen mas llamativos estos procesos que su contraparte: la catalisis
qguimica. En algunos casos, como la hidroxilacion selectiva de atomos de carbono
no activados, la biotransformacion puede ser la Unica solucion conocida para la
produccion de ciertos compuestos (De Carvhalo, 2011). Por otra parte, el uso de
células completas, en contraste con la sintesis quimica convencional, permite
llevar a cabo la transformacién en un solo paso (Van der Werf et al., 1997); no
obstante, en estas reacciones influyen mas variables por controlar, biocatalizador,
medio de biotransformacion, pH del medio, concentracion de sustrato, tiempo,
temperatura de reaccion y velocidad de agitacién (de Carvhalo y da Fonseca,
2006; Tan y Day, 1998; Demyttenaere et al., 2004).

Ademas, los procesos de biotransformacion cumplen con las exigencias
medioambientales, no involucran intermediarios ni solventes téxicos o
carcinogénicos y generan mas eficiente y naturalmente nuevos productos o
productos conocidos. Por lo anterior, los productos obtenidos por esta via pueden
ser etiquetados como “sustancias naturales” (FDA; Rozenbaun et al., 2006; Serra
et al., 2005). En paises como Alemania, desde 1990, el 70% de la produccién de
compuestos aromatizantes y saborizantes naturales “bioflavors” son producidos

via biotecnolégica (Demyttenaere y De Kimpe, 2001).

Dentro de las biotransformaciones, las biooxidaciones selectivas de moléculas
organicas como alcanos, alquenos y terpenos, constituyen uno de los procesos
tecnoldgicos industriales mas importantes. Los productos obtenidos, llamados
compuestos naturales oxigenados (CNO), tienen un gran valor agregado, por la
preferencia de los consumidores que actualmente buscan productos naturales con
actividad bioldgica. Algunos CNO exhiben excelentes propiedades como agentes
aromatizantes, saborizantes, conservantes o como productos farmacéuticos. Estos

compuestos pueden extraerse de material vegetal, sin embargo, en la mayoria de
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los casos no estan disponibles en cantidades industriales haciéndose necesario su
sintesis a partir de precursores con mayor disponibilidad y menor valor comercial
(Serra et al., 2005; Velazco et al., 2010).

Actualmente, los terpenos son considerados materias primas importantes para
obtener los CNO, por ser sustratos naturales susceptibles a transformaciones
biocataliticas. Los terpenos constituyen el grupo mas grande de productos
naturales con cerca de 40 000 estructuras conocidas, de las cuales, 400
corresponden a las estructuras mas simples, los monoterpenos, formados por dos
unidades isoprénicas (2-metil-1,3-butadieno) enlazadas en forma lineal, ciclica o
mezcla de las dos (De Carvalho y Da Fonseca, 2006; Van der Werf et al., 1999).
La abundancia en especies vegetales del monoterpeno limoneno, lo convierte en

un candidato ideal para generar oxi-derivados.

Otros quimicos finos objeto de estudio para biotransformar son los compuestos
aromaticos tipo cumarinas, alcaloides oxigenados, esteroides hidroxilados y
antibiéticos R-lactamicos, entre otros (Giri, 2001, Thomas et al., 2002; Gavrilescu y
Chisti, 2005; Vanek et al., 1999; Zhang et al., 2004; Borges da Silva et al., 2006;
Tomotani y Vitolo, 2006). A futuro (afio 2050) se estima que los procesos de
biotransformacion podran abarcar hasta el 30% de la sintesis quimica (De
Carvalho, 2011; Gavrilescu y Chisti, 2005) y solucionar algunos de los
inconvenientes que presentan los catalizadores quimicos, que, por lo general, son

de naturaleza inorganica y provienen de recursos no renovables.

1.1 SUSTRATOS MONOTERPENICOS: LIMONENO Y CITRONELOL

Uno de los monoterpenos monociclicos mas abundantes en la naturaleza es el
limoneno (4-isopropenil 1-metil ciclohexeno), que es biosintetizado por mas de 300

plantas diferentes, y existe en dos formas isoméricas (Figura 1): el (S)-(-)-

limoneno, que se encuentra en la Mentha spicata, y el (R)-(+)-limoneno, que se
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puede obtener del aceite esencial (AE) del exocarpo de frutos citricos (naranja,
limén y mandarina) y de la alcaravea (Carum carvi). El (R)-(+)-limoneno tiene un
bajo costo comercial (US $ 1-2/kg), que permite su utilizacion como eslabon para

la sintesis de compuestos de similar estructura de mayor valor agregado.

Figura 1 Isémeros estructurales de la molécula del limoneno

9
////—

CH
H /8— 2
CH CH
16 ° 10 °
(-)-(S)-Limoneno (+)(R)- Limoneno

Los derivados oxigenados de los monoterpenos, comiunmente conocidos como
terpenoides, se caracterizan por tener olores fuertes y agradables, y extraidos de
sus fuentes naturales son considerados aditivos alimentarios seguros, etiquetados
con codigo GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros); dentro de ellos,
uno de los méas importantes es el citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-ol) (Figura 2),
que es un alcohol monoterpénico fragante presente en mas de 30 AE. El AE, rico
en (-) citronelol (50-80%), se extrae de los AE de rosas (Rosa bulgara, Rosa
rugosa) y de geranio (geranio de Reunién y Madagascar y Africano Oriental) (Sell,
2003), mientras que el (+)-citronelol se extrae de plantas como Boronia citridora y
Eucalyptus citridora. En el té negro, el vino y ciertas frutas, el citronelol se
encuentra en un porcentaje menor al 10% (Demyttenaere et al., 2004).
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Figura 2 Estructura del citronelol

El citronelol se puede obtener a partir de diferentes sustratos y procesos: por
biocatélisis del citral (mezcla de geraniol-nerol) con células libres e inmovilizadas
de Rhodotorula minuta (Velankar et al., 2003), o por catalisis quimica mediante
hidrogenacion del citronelal en fase liquida (Arvela et al., 2003), usando sistemas
monometalicos de Ir/SiO, e Ir/TiO, (Sanabria, 2007), Ir-Fe/SiO, (Rojas, 2007) o en
presencia de estabilizantes poliméricos de metales nobles coloidales.

El consumo mundial del citronelol es del orden de 1000 toneladas por afio
(Lapczynski et al., 2008). Comercialmente, este alcohol monoterpénico es muy
importante, por su aroma caracteristico a rosa, y se utliza en cosméticos,
condimentos y fragancias en bajas concentraciones. En algunos pesticidas, el
citronelol es el ingrediente activo y se metaboliza facilmente en las plantas a

sustancias inofensivas (Demyttenaere et al., 2004).

Tradicionalmente, los monoterpenos naturales se aislan de los AE, que consisten
en mezclas de compuestos volatiles obtenidos por procesos fisicos como la
extraccion y la destilaciéon a partir de material vegetal. Una ventaja de los procesos
biotecnoldgicos para obtener flavors naturales es que estan exentos de algunas

restricciones que presentan las fuentes naturales como son la variabilidad en la
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composicion y el rendimiento en los AE de acuerdo con las fuentes geograficas, el
clima y las enfermedades en las plantas (Velazco et al., 2010; Van der Werf et al.,
1997). Algunos monoterpenos, como el (x)-a-pineno, (-)-B-pineno, (+)-limoneno,
citral y ()-citronelal, pueden aislarse a gran escala de AE y usarse como sustratos

para la bioproduccion de compuestos de mayor valor (Van der Werf et al., 1997).

1.2 BIOTRANSFORMACION DE MONOTERPENOS

La biotransformacion de monoterpenos es de gran importancia comercial para las
industrias alimenticia, farmacéutica y perfumistica. En la industria de sabores y
fragancias, por ejemplo, existe un marcado interés por identificar y describir

aromatizantes que exhiban nuevas caracteristicas organolépticas.

Especificamente, la oxifuncionalizacion de terpenos mediante procesos de
biotransformacion utiliza preferencialmente células completas “whole cell” de
bacterias (41%), hongos (33%) y plantas (11%), y en menor grado, enzimas
solubles o inmovilizadas (7%), células completas de cianobacterias (4%) y micro-
algas (4%) (De Carvhalo y Da Fonseca, 2006). En la mayoria de los casos, los
sistemas enzimaticos involucrados son oxigenasas enlazadas a la membrana
celular pertenecientes a las hemoproteinas del complejo citocromo P450 (Figura
3) dependientes de sustratos y cofactores, NAD(P)H, NAD(P)", FAD", FADH, y
ATP (Holland, 2000; Wust, 2001).
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Figura 3 Estructura del grupo hemo y su ubicacion en una oxigenasa P450.
Estructura de cintas y lazos de la oxigenasa P450-Terp (CYP108) de una forma
recombinante de Pseudomonas sp., expresadsa en E. coli que cataliza la

oxidacion de a-terpineol.

Lo anterior hace que los procesos de biotransformacion de terpenos in vitro sean
dificiles de realizar, por ello se prefirere el uso de células completas de
microorganismos (De Carvhalo y Da Fonseca, 2006; Duetz et al.,, 2003), no
obstante, la aplicacion de células completas puede disminuir la selectividad de la

biotransformacion de terpenos por la existencia de otras enzimas.

Para contrarrestar la alteraciéon de la selectividad han sido utilizadas algunas
estrategias como el cambio en la composicién o del caracter hidréfobo o lipofilico
del medio de biotransformacion o la adicion de compuestos que inhiben las
enzimas no deseadas y la inmovilizacion de las células (Giri, 2001).

Los terpenos, generalmente, tienen alto grado de hidrofobicidad con valores entre
1y 5, por lo que resultan téxicos para las células, porque alteran la fluidez y
permeabilidad de la membrana; por ello algunos procesos de biotransformacion de
terpenos han sido llevados a cabo en diferentes sistemas organicos (DMSO,
etanol, metanol, acetona, dioctilftalato, dimetil ftalato, dietil ftalato y ésteres grasos

como etil decanoato, entre otros) (De Carvalho, 2011; Giri, 2001; Berger, 1999;
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Ohlof et al., 1998). No obstante, la respuesta a un solvente dado, bajo iguales
condiciones fisiologicas por diferentes tipos de células, varia considerablemente.

La inmovilizacion de células facilita la interaccion enzima-sustrato, al mantener la
union membrana-complejo enzimatico MO (monooxigenasa)-P450-Reductasa
NADPH-P450. Dentro de los soportes empleados para la inmovilizacién se
encuentran ciclodextrinas, alginato de calcio y el surfactante no i6nico Tween
(Masaphy et al., 1996; Scurig, 2001; Giri, 2001; Tan y Day, 1998).

A futuro se espera conseguir procesos de biotransformacién mas selectivos,
eficientes y productivos aplicando las técnicas modernas de manipulacion genética
a la MO-P450 para elucidar y comprender sus funciones y propiedades
(Carballeira et al., 2009; Julsing et al, 2008).

1.2.1 Modo de accién de las oxigenasas. Las oxigenasas comprenden varias
familias de proteinas que catalizan la insercién de uno o dos atomos de oxigeno
en diversos sustratos con enlaces C-H no activados (monooxigenasas MO y
dioxigenasas, respectivamente) (Figura 4). El aire sirve como fuente de oxigeno
molecular, y los equivalentes de reduccion son obtenidos del NADH o NADPH

gracias a proteinas de transferencia de electrones (Savithiry et al, 2004).

Figura 4 Reacciones generales de oxidacion catalizadas por oxigenasas

ioxi H
RH * o Dioxigenasas |
R—O,
Monooxigenasas + + +
RH + 0O, + NADPH ROH NADP H>0O
AN / " Monooxigenasas N .
= +
/C—C\ O NADPH /C\io /C\ o)

35



El &tomo de oxigeno remanente, en el caso de las MO naturales, por lo general es
reducido a agua por los electrones derivados de los cofactores piridinicos NADH o
NADPH, y transferidos uno a uno, via FAD- y NAD-flavoproteinas (citocromo
P450-reductasas) (Figura 5). La MO-citocromo P450 que actua sobre el naftaleno,
resulta ser la excepcion, no requiere de equivalentes de reduccién porque usa el
peroxido de hidrogeno como donador de oxigeno (Held et al., 2000). En el caso de
las dioxigenasas, la reduccion subsecuente del peroxido formado al
correspondiente alcohol o diol también requiere equivalentes de reduccion
derivados del NAD(P)H (Held et al., 2000).

Las oxigenasas tipo citocromo P450 y que participan en los procesos de oxidacion
de sustratos terpénicos, se encuentran unidas a la superficie citoplasmatica del
reticulo endoplasmatico mediante su extremo N-terminal y junto con las
mitocondrias, lisosomas, citoplasma y microsomas son los 6rganos encargados de
oxidar los sustratos hidréfobos para generar productos mas solubles (Urlacher y
Schmid, 2006; Werck-Reichhart, 2000).

Figura 5 Transferencia de electrones por el sistema citocromo P450
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En general, se ha aceptado que el ciclo catalitico de estas oxigenasas (Figura 6),
inicia con la unién al sustrato (1), seguido por la introduccién del primer electrén
del NAD(P)H a través de una cadena de transferencia de electrones (2);
posteriormente se enlaza el oxigeno molecular (3), y el producto formado es capaz
de aceptar el segundo electron para producir un anién peroxi-férrico que al
protonarse forma el complejo hidroperoxiférrico (4); el posterior rompimiento
heterolitico da lugar a la especie ferrilo, conocida como Compuesto | (5), que
ataca al sustrato y forma el producto hidroxilado (6), que al disociarse regenera la

enzima y da lugar a un nuevo ciclo catalitico.

Corrientemente, el aceptor de oxigeno molecular es un compuesto hidrofébico
deficiente en oxigeno que al oxigenarse mediante reacciones de hidroxilacién y de
epoxidacion forma diversos derivados mas solubles y biol6gicamente activos
como epoxidos, alcoholes y dioles, aldehidos, &cidos carboxilicos y ésteres
(Hayaishi, 2004).

1.2.2 Oxifuncionalizacion de terpenos. La hidroxilacion, conversion de un
enlace C-H en un enlace C-OH, es una reaccion enzimatica fundamental en el
metabolismo oxidativo de muchos compuestos organicos; durante afios ha sido
usada en la produccién industrial de fragancias por hidroxilacién alilica de
terpenos (Farooqg, 2002); de compuestos aromaticos, quimicos finos e
hidroxiesteroides importantes para la industria farmacologica (Aleu, 2001); de 14-
B-hidroxi derivados de alcaloides morfinicos sintéticos Utiles para obtener nuevos
opiaceos (Giri, 2001); de acidos grasos miristico y palmitico hidroxilados en las

posiciones w-1, w-2 y w-3 (Yoshiro, 1975) y en procesos de biorremedacion.
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Figura 6 Esquema general del mecanismo de catalisis del citocromo P450
(Tomado de Ortiz de Montellano, 2005)
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A pesar de su universalidad, la hidroxilacion es una de las reacciones menos
comprendidas y de dificil accesibilidad debido a que la mayoria de las hidroxilasas
son complejos multi-proteinicos enlazados a la membrana celular (Holland, 2000;
Waust, 2001).

No obstante, se han realizado algunos estudios para comprender la especificidad
sustratica y la selectividad de las reacciones de hidroxilacion de terpenos ciclicos
usando células completas de bacterias P. putida, B. bassiana y R. rhodochrous.
Los resultados muestran que los tres biocatalizadores son regio-selectivos y que

la especificidad sustratica es dependiente de cada especie. Ademas, la
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selectividad de la hidroxilacién se ve afectada por la composicion en aminoacidos
del sitio activo de la MO-P450 de P. putida (P450cam) (Figura 7). La P450cam
nativa contiene tirosina (Tir 96) y establece un puente de hidrégeno con el grupo
carbonilo del alcanfor mientras que con la enzima mutada el puente de hidrogeno

ocurre con sustratos sin grupo carbonilo (Swart et al., 2005).

En el caso de las reacciones de oxidacion, la accion de las oxigenasas Yy las
peroxidasas sobre los dobles enlaces C-C conduce a la formacion de epoxidos e
hidroperoxidos, respectivamente. A partir de los epoxidos se pueden obtener
dioles vecinales, compuestos que actian como bloques estructurales para la
formacion de sustancias complejas importantes en la industria farmacéutica y en
sintesis organica. Sin embargo, la presencia de dobles enlaces isoprénicos en los
terpenos hace a estos compuestos facilmente oxidables con el oxigeno
atmosférico ocurriendo una auto-oxidacion. Por lo anterior, es necesario aclarar la
procedencia de los derivados oxigenados formados (Van der Werf, 2000;

Heipieper et al., 1994).

1.2.3 Biocatalizadores potencialmente utiles en la oxifuncionalizacién de
terpenos. Para que un microorganismo sea viable como biocatalizador,
idealmente debe cumplir un conjunto de condiciones: ser de facil adquisicion,
inocuo, ambientalmente abundante, susceptible a modificacion genética,
resistente ante condiciones adversas y poseer alta selectividad hacia los sustratos
de interés; algunas bacterias y hongos reunen las caracteristicas mencionadas,

COoMmo se muestra a continuacion.
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Figura 7. Residuos que conforman el sitio activo de la monooxigenasa P450¢am @)
Enzima nativa con alcanfor enlazado al sitio activo, b) enzima mutante Y96A con
4-hidroxidifenil metanoenlazado al sitio activo, (---) indica el enlace de hidrégeno

alcanfor-tirosina (Tomado de Swart et al., 2005).

o Bacterias. Entre las bacterias, las especies de Rhodococcus vy
Pseudomonas parecen ser las mas promisorias como biocatalizadores para los
procesos de biotransformacion de terpenos por la presencia de alrededor de 400
enzimas, mono Yy dioxigenasas y enzimas catabdlicas (Van der Geize y Dijkhuizen,
2004; Larkin et al., 2005). Estos microorganismos tienen la capacidad de acumular
altos niveles de metales pesados, tolerar sustratos y solventes miscibles y no
miscibles en agua (etanol, butanol, dimetiformamida hasta 50%, n-dodecano y
tolueno hasta 5% v/v), y pueden adherirse a gotas de aceite debido a la
hidrofobicidad de su superficie celular generada por los acidos micdlicos
presentes. Particularmente, la bacteria aerdbica Rhodococcus erythropolis DCL14,
aprovecha como fuente de carbono y energia para su crecimiento, los terpenos:
(4R)-(+) y (4S)-(-) limoneno, (4R) y (4S)-ep6xido 1,2 limoneno, (4R) y (4S)-
limoneno 1,2 diol, (4R) y (4S)-carveol, (4R), (4S)-carvona, (4R) y (4S)-
dihidrocarveol, (4R)-dihidrocarvona, (-)-mentona, (-)-mentol, linalol y geraniol.
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Otros géneros de bacterias utiles en la transformacion de terpenos son
Mycobacterium sp., Bacillus sp y la Pseudomona no patdgena y relativamente
segura P. cepacia o P. putida (De Bont, 1998; Walsh et al., 2001).

o Hongos. Los hongos pueden considerarse una fuente promisoria de
nuevos biocatalizadores principalmente para reacciones quirales; ademas estos
microorganismos tienen la capacidad de producir enzimas P450 activas en un
amplio espectro de sustratos y realizan transformaciones quirales en terpenos,
alcaloides, antibidticos, acidos grasos y aminoacidos, generando productos
biolégicamente activos 0 con bases estructurales que sugieren bioactividad
(Demyttenaere et al., 2004). Algunos procesos quimio, regio y estéreo-selectivos
son mediados por hongos: hidroxilaciones, epoxidaciones, oxidaciones Baeyer-
Villiger, sulfooxidaciones, desracemizaciones y reducciones de cetonas enantio y
esteroselctivas; todas estas reacciones han sido publicadas durante el 2000-2007

(Bastos et al., 2009). En la Figura 8 se ilustra lo relacionado.

Figura 8 Reacciones estéreo-selectivas catalizadas por hongos (Tomada de Borges
et al., 2009)
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Los hongos con mas aplicaciones reportadas en la transformacion de terpenos
hasta el momento pertenecen a los géneros Aspergillus, Penicillium y Botrytis;

estos tienen habilidad para bioconvertir sustratos terpénicos como limoneno, a-
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pineno, linalol, geraniol, nerol, citronelol, citral (mezcla geraniol-nerol) y el
diterpeno kauronico (Demyttenaere et al., 1996, 1998, 2000, 2001 y 2004; De
Pooter, 1996; Torrenegra, 2002). Otros hongos con capacidad para biotransformar
terpenos son Candida, Cunninghamella, Beauveria, Pleurotus, Hormonema vy

Cladosporium (De Carvalho y Da Fonseca, 2006).

En cuanto a los hongos filamentosos Pencicillium y Aspergillus, presentan
superioridad por su potencial de adaptacion tan elevado; ambos son del orden de
Eurotiales, familia Trichocomaceae, y tienen caracteristicas y morfologia similares.
Entre los géneros utiles en la biotransformacion de terpenos se encuentran A.
niger, A. cellulosae, A. fumigatus, A. carbonarius, P. digitatum, P. roqueforti, P.
italicum, Penicillium sp y Penicillium spg 28 (Demryttenaere y De Pooter, 1996;
Demyttenaere y Willemen, 1998; Demyttenaere y De Kimpe, 2001; Demyttenaere
et al, 2000, 2001, 2004; Castellanos et al., 2007). El género Botrytis
especificamente B. cinérea, se ha utilizado en la biotransformacion de diferentes

monoterpenos y otros sustratos (Aleu y Collado, 2001; Farooq et al., 2002).

1.2.4 Factores que inciden en el desarrollo de biotransformaciones
competitivas de monoterpenos. Held y col. (2000) y Van der Werf y col. (1997)
plantean que para lograr biotransfosrmaciones competitivas de monoterpenos

catalizadas por oxigenasas, se deben tener en cuenta varios factores:

o Requerimiento de cofactores para la incorporacibn de oxigeno. Los
procesos a escala industrial usan como biocatalizadores células completas que
producen oxigenasas y oxidorreductasas, las cuales funcionan como biorreactores
miniaturizados que convierten el sustrato a productos que difunden al exterior
celular y reciclan los cofactores (Held et al., 2000). Sin embargo, el reciclaje de
NAD(P)H in vivo soOlo se lleva a cabo con células metabolicamente activas
capaces de generar los equivalentes de reduccion sin detener la reaccion de

oxigenacion deseada. Lo anterior implica que las células deben mantenerse en
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una etapa que permita una alta velocidad de regeneracion de cofactores. Un
requerimiento minimo para el mantenimiento de este estado es que la membrana
celular permanezca intacta durante el proceso biocatalitico; cuando la
permeabilidad de la membrana aumenta, los metabolitos de bajo peso molecular y
los cofactores se pierden, dando como resultado el deterioro o el rompimiento del
metabolismo intracelular. Asi, para el desarrollo de procesos biocataliticos con
células completas es importante considerar los efectos del medio, las condiciones
del proceso, el efecto de sustratos y los productos sobre la fisiologia celular, la

actividad enzimética y la regeneracion de cofactores.

La reaccion de oxigenacion in vitro es factible, pero relativamente costosa, porque
requiere en primer lugar, de la regeneracion de cofactores, involucrando para ello
el acople de una segunda reaccion enzimatica; la glucosa deshidrogenasa y la
formato deshidrogenasa son enzimas comunmente utilizadas porque producen
NAD(P)H a partir de NAD(P) y forman productos pequefios, acido gluconico y
diéxido de carbono, respectivamente. En segundo lugar, las oxigenasas son
complejos multi-proteinicos ubicados en la membrana celular, de manera que la

purificacion y reconstitucion de tales sistemas in vitro es una tarea desafiante.

o La velocidad de transferencia de oxigeno. La velocidad a la que el oxigeno
puede transferirse a las células completas en tanques agitados influye en la
velocidad de la reaccion biocatalitica. La maxima velocidad de transferencia de
oxigeno a escala industrial en reactores de tanque agitado (de 100 m®) es del
orden de 100 mmolL™h™. La manera como el oxigeno es usado depende del
sistema biocatalitico. Para biocatélisis in vitro es teéricamente posible canalizar
todo el oxigeno en la reaccién, y la productividad volumétrica podria aumentar a
1600 U/L (Held et al., 2000). Para reacciones biocataliticas con células completas,
in vivo, el oxigeno es necesario para el crecimiento y mantenimiento celular, asi
como para la reaccion de oxigenacion. En la practica, mas de la mitad del oxigeno

alimentado en el reactor se usa para el metabolismo celular.
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o Concentraciones bajas de sustratos y productos. Algunos microorganismos,
usualmente, crecen a bajas concentraciones de sustratos y pueden sobrevivir en
condiciones desfavorables; sin embargo, no toleran altas concentraciones de
sustratos no-naturales; de hecho, algunos compuestos tienen propiedades
bactericidas y fungicidas inactivando las células a concentraciones entre 0.2 a 0.5
g/L. Para obtener altos rendimientos en el proceso, las concentraciones de
sustratos o productos no deben ser toxicas. En el caso de la biocatalisis de
compuestos hidrofébicos, la adicion de un solvente organico inmiscible en agua a
la mezcla de reaccion alivia los efectos toxicos. El solvente actia como un
reservorio que separa el sustrato y el producto de la fase acuosa, y mantiene la
concentracion efectiva de estos compuestos en niveles adecuados para el
biocatalizador. Los productos se concentran en la fase organica y pueden
separarse facilmente de la suspension biocatalizadora. Como resultado, las
concentraciones de productos de compuestos bactericidas como 1-octanol o
epoxido de-(S)-estireno pueden incrementarse por lo menos en un orden de
magnitud de ~20 g/L (Held et al., 2000).

o Inestabilidad quimica. Los monoterpenos son compuestos inestables; llevan
a cabo reacciones espontaneas de autooxidacion quimica, isomerizacion cis-trans,
racemizacion, hidratacion, ciclizacion y polimerizacién, que dan lugar a una mezcla
de productos, reduccién del rendimiento y a la necesidad de usar blancos para
diferenciar entre las reacciones quimicas y las biologicas. Diversos factores

afectan la estabilidad quimica de estos compuestos:

. La concentracion de iones metalicos especialmente el hierro y el cobre, y la

exposicion a la luz UV estimulan la autooxidacion.

. Las propiedades intrinsecas de la molécula; por ejemplo, el a-pineno sufre

reacciones de catalisis acida 16 veces mas rapido que el limoneno.
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. El pH del medio: valores de pH mayores que 8 y menores que 6

incrementan las velocidades de las reacciones quimicas.

. La presion parcial de oxigeno y la temperatura. La mayoria de los
problemas de inestabilidad de estos sustratos pueden minimizarse haciendo
crecer las células a temperatura moderada (30 ©°C), usando un pH neutro y un
medio mineral que contenga bajas concentraciones de sales (Van der Werf et al.,
1997).

o Solubilidad. Los hidrocarburos monoterpénicos son escasamente solubles
en agua y dependiendo de la afinidad del sistema bioldgico hacia el sustrato (Ky),
la velocidad de la reaccion podria verse limitada por la biodisponibilidad de este.
Una alta densidad celular disminuye la solubilidad y afecta la velocidad de

biotransformacion; idealmente, esto no ocurre cuando la densidad celular es baja.

o Volatilidad. La propiedad que hacen llamativos a los monoterpenos es su
volatilidad, no obstante, también causa serios problemas durante su
biotransformacién a gran escala. La mayoria de reacciones de biotransformacion
comercialmente interesantes dependen de la concentracion de oxigeno. Al
suministrar aireacion y agitacion vigorosa al sistema puede ocasionar pérdidas de
sustrato y producto. Afortunadamente, los terpenoides producidos son
generalmente menos volatiles que los hidrocarburos terpénicos, por lo que se
esperan pérdidas de producto menores comparadas con las del sustrato (Van der
Werf et al., 1997).

o Toxicidad para las células completas de microorganismos. Se ha observado
gue la adicion de terpenos a los cultivos celulares inhibe el crecimiento e incluso
puede ocasionar lisis celular; aunque la mayoria de monoterpenos son lipofilicos,

los efectos inhibitorios dependen de la concentracion; en general, concentraciones
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mayores al 0.05 % v/v inhiben totalmente el crecimiento (Van der Werf et al.,
1997).

La toxicidad de los monoterpenos y de los solventes organicos altera la integridad
y permeabilidad de la membrana celular. La hidrofobicidad de los solventes
organicos, expresada como la particion del solvente entre octanol y agua (valor de
log Pow), €S un buen indicador de su toxicidad. Sustancias con un valor de log P
en el rango 1- 5 son generalmente toxicas para las células completas. Los
monoterpenos tienen valores de log P en el rango de 2.5 a 4.5. Los terpenoides
son incluso mas toxicos que los hidrocarburos terpénicos de partida, asi que
durante la biotransformacion se acentian los problemas de toxicidad. La
exposicion a la luz UV, en el caso especifico del monoterpeno citral la toxicidad,
aumenta (Van der Werf et al., 1997). Para reducir los efectos toxicos de los
sustratos terpénicos, estos se han agregado al cultivo después de que se ha
obtenido el maximo crecimiento celular, o mediante la adicion secuencial de
cantidades no téxicas del terpeno, o suministrando el sustrato en fase gaseosa o

disuelto en un solvente no toxico para las células (Van der Werf et al., 1997).

o Mineralizacion del sustrato. Algunos microorganismos son capaces de
mineralizar el sustrato impidiendo la acumulacion de productos; esto puede
resolverse agregando inhibidores de enzimas no deseadas en el medio de
crecimiento, variando las condiciones de crecimiento o por mutacion de la cepa.
Sin embargo, como se ha encontrado que varias cepas tienen multiples
trayectorias para metabolizar los terpenos, estos métodos, en general, no han
tenido mucho éxito (Van der Werf et al., 1997).

o Multiples trayectorias metabdlicas. Las biotransformaciones microbianas de
terpenos generalmente conducen a mezclas de metabolitos, y la acumulacién de
un unico producto de reaccion es escasa. Por ejemplo, en la transformaciéon de

(+)-limoneno con una cepa de Pseudomonas sp, se obtuvieron 12 productos
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debido a que este microorganismo tiene tres trayectorias diferentes para
transformar el compuesto (Van der Werf et al., 1997). La purificacion del producto
de interés a partir de la mezcla compleja de compuestos se dificulta; sin embargo,
una excepcion resulta ser la transformaciéon de (+)-limoneno por células de
Corynespora cassiicola, que form6 como uUnico compuesto al (1S, 2S, 4R)-p-
menten-8-eno-1,2-diol. (Van der Werf et al., 1997).

o Bajas concentraciones y rendimientos de productos. Algunos
monoterpenoides producidos durante estudios de biotransformacion se han
obtenido en cantidades traza, algunas veces incluso después de extensivas
investigaciones de optimizacion. Los rendimientos de algunas biotransformaciones
han sido muy bajos, incluso menores al 5%. Sin embargo, se ha reportado la
produccioén de 900 g de (1S, 2S, 4R)-p-menten-8-eno-1,2-diol a partir de 1300 g de
(R)-(+)-limoneno en un fermentador de 70 L en 4 dias. También se ha reportado la
produccion de (+)-a-terpineol a partir de (R)-(+)-limoneno por células de
Penicillium digitatum en concentraciones superiores a los 1.4 g/L (Peschek et al.,
2008).

o Actividad enziméatica no detectable en los extractos celulares. La
determinacion de los mecanismos de biotransformacién de monoterpenos y el uso
de enzimas aisladas para transformarlos, se han limitado sustancialmente por el
hecho de que después de romper las células las actividades enzimaticas se

pierden parcial o totalmente (Van der Werf et al., 1997).

1.3 DERIVADOS OXIGENADOS DE LOS MONOTERPENOS LIMONENO Y
CITRONELOL

Los DO monoterpenicos o terpenoides, se encuentran en las plantas en bajas
concentraciones; su obtencion a partir de fuentes vegetales requiere de grandes

cantidades de materia prima a procesar, la cual a su vezs esta condicionada por la
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variacion estacional y de composicion. Estas limitaciones conllevan a buscar otras
alternativas de produccion a partir de fuentes naturales renovables (Schader,
2007; Schewe et al, 2011).

En los dltimos afios se ha impulsado el uso de células completas de hongos y
bacterias como biocatalizadores para la produccion de derivados oxigenados del
limoneno (DOL) y del citronelol (DOCit) (De Carvalho y Da Fonseca, 2006), debido
a gue las fuertes condiciones de reaccion, las altas temperaturas y las presiones
diferentes a la atmosférica, asi como el uso de solventes clorados, poco amigables
con el ambiente, han puesto en desventaja la catalisis quimica frente a los

procesos biocataliticos (Rafelt y Clark, 2000).

1.3.1 Derivados oxigenados del limoneno. La presencia en la molécula del
limoneno de dos dobles enlaces, dos carbonos alilicos y dos carbonos metilicos,
ademas de su base ciclica, le confieren una alta reactividad originando 11 tipos de
sustancias oxigenadas (DOL), productos resultantes de la oxifuncionalizacion del
limoneno por reacciones de oxidacion/hidroxilacion (Figura 9). Los dobles enlaces
ubicados entre los carbonos C;-C, y Cg-Co, pueden oxidarse formando los
respectivos epoxidos. En los grupos metilenos alilicos posicionados en C3 y Cg,
por razones de estabilidad y reactividad quimica, resulta mas probable la
hidroxilacion formando isopiperitenol (C3) y los isomeros cis/trans carveol (Cg). La
posterior oxidacion de estos alcoholes secundarios da lugar a isopiperitenona y
carvona, respectivamente. Los grupos alilicos ubicados sobre los carbonos C; y
Cio pueden de igual manera hidroxilarse produciendo alcohol perilico (POH) (C7) y
mentol (Cip). La oxidacion inicial de POH forma perilaldehido (PCHO) vy
posteriormente acido perilico (PCOOH) (Duetz et al., 2003).

Los DOL mas importantes por su actividad biolégica y fitosanitaria y por su

aplicacion en la industria de fragancias y perfumes, son a-terpineol, alcohol

perilico, carveol, carvona y mentol, cuyos precios aproximados son hasta 100
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veces superiores al precio del limoneno (Duetz et al., 2003; Da Silva et al., 2003).
La carvona supera de 15 a 30 veces el costo del limoneno (US $ 30-60 /kg); el
alcohol perilico, mas de 100 veces (US $-300/kg); mientras que la mezcla pura 1:1
de cis/trans 1,2 epoéxidos, tiene un valor de US $-213/5g. Por lo anterior, la sintesis
de derivados oxigenados a partir del (R)-(+)-limoneno a escala industrial se
considera importante para generar productos de mayor valor agregado (Duetz et
al., 2003).

En la Figura 9, se resumen los diferentes productos de biotranformacion del

limoneno y las oxigenasas especificas que transforman este compuesto.

Figura 9 Representacion de la estructura quimica optimizada en 3D del limoneno,
carbonos activos para la oxidacion y productos de oxidacion (la estereoquimica no
se define en las estructuras) (Tomada de Castellanos, 2007)

T

Alcohol Perilico Perilaldehido

o g

Carveol Carvona

a-Terpineol
-
““““ _— Epoxi-8,9-limoneno
OH y 4
‘o ¢ o

Epoxi-1,2-limoneno

1.3.2 Derivados oxigenados del citronelol. Dentro de los derivados oxigenados
del citronelol (DOCit) mas importantes se encuentran los isdmeros cis/trans 0xidos
de rosa (Demyttenaere et al., 2004; Adams et al., 2003; Marostica y Pastore,

2007); el 3,7-dimeti- 1,7-octanodiol comunmente conocido como hidroxicitronelol
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(Lozano et al., 2007), el 10-hidroxicitronelol (Hamada et al., 1997) y a-terpineol
(Demittenaere et al.,, 2004). Otros derivados son el linalol, citronelal y acido
citronélico. En la Figura 10, se ilustran algunos de los compuestos importantes

obtenidos por biooxidacion del citronelol.

Los compuestos resultantes de la oxidacion del citronelol tienen aplicaciones
importantes en la industria de alimentos, cosmética, perfumistica y de aseo por
exhibir aromas anicos (Lapczynski et al., 2008; Wust et al., 1999; Wust, 1998;
Miyazawa et al.; Hirvi et al., 1983; Rose Oxide Levo, 1975). El &cido citronélico se
utiliza como material base para preparar diferentes feromonas y derivados o

moléculas complejas con actividad biolégica (Quitino, 2009).

Considerando los estudios realizados hasta el momento, se encuentra que cuando
se pretende desarrollar la produccion de compuestos oxigenados de terpenos, se
requiere para cada sistema sustrato-microorganismo evaluar las variables que
afectan el proceso y el efecto del escalado. Por lo anterior y teniendo en cuenta
que el Centro Nacional de Investigaciones para la Agro-industrializacién de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), tiene entre
sus objetivos buscar alternativas para dar mayor valor agregado a los aceites
esenciales y sus componentes principales, este proyecto tuvo como objetivo
general: “Evaluar y optimizar el proceso de biotransformacién de limoneno y
citronelol empleando diferentes biocatalizadores, para obtener los productos
oxigenados de alto valor agregado con potenciales aplicaciones en la industria

farmacéutica, de alimentos y en perfumeria fina” y como objetivos especificos:
e Establecer las condiciones Optimas de crecimiento celular de los

biocatalizadores: Aspergillus niger DSM 821, Aspergillus carbonarius DSM 872,
Penicillium digitatum DSM 62840 y Rhodococcus erytropolis DSM 43066.
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e Establecer las condiciones optimas del proceso de biotransformacion del
limoneno y del citronelol para obtener compuestos oxigenados, evaluando el
efecto del pH, medio de biconversién, concentracion de sustrato y tiempo de

reaccion.
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Figura 10 Biocatalizadores empleados en la biotransformacion de limoneno. MO: Monooxigenasa, DH:
Deshidrogenasa, EH: Epoxido hidrolasa. (S)-(-)-Limoneno 3-Monooxigenasa (EC 1.14.13.47), (S)-(-)-Limoneno 6-
Monooxigenasa (EC 1.14.13.48), (S)-(-)-Limoneno 7-Monooxigenasa (EC 1.14.13.49), Limoneno 1,2 Epoxido

hidrolasa (EC 3.3.2.8), Peril alcohol Dehidrogenasa (EC 1.1.1.144), (S)-(-)-limoneno sintasa (EC 4.2.3.16), (R)-(+)-
Limoneno sintasa (EC 4.2.3.20).
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Figura 11 Productos de oxidacién/hidroxilacion del citronelol
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o Escalar progresivamente el proceso de biotransformacién del limoneno y el
citronelol, hasta una capacidad maxima de 1 L, en las condiciones seleccionadas
previamente y evaluar métodos de purificacion de los compuestos oxigenados de

interés.

o Evaluar la bioactividad antichagésica y antileishmania y antioxidante de los
productos obtenidos.

De esta forma, en este trabajo se evaluo la biotransformacion del limoneno con los
hongos, Aspergillus niger DSM 821 y Penicillium digitatum DSM 62840 y las
bacterias Rhodococcus erythropolis DSM 43066 y Xantobacter Xp y la
biotransformacion del citronelol con Aspergillus carbonarius DSM 872, Aspergillus
niger DSM 821 y Penicillium digitatum DSM 62840.

El desarrollo del proyecto permitié producir el DOL a-terpineol con alta selectividad
y concentracion (1864 mg/L) a partir de la optimizacion de la biotransformacion del
(R)-(+)-limoneno por P. digitatum DSM 62840 (BIO 1). Mientras que la
optimizacion del proceso de biotransformacién del (R)-(+)-limoneno con
Aspergillus niger DSM 821 dio lugar principalmente al DOL alcohol perilico (405
mg/L) (BIO 2). También se estudi6 la biotransformacién del limoneno usando las
bacterias Rhodococcus erythropolis DSM 43066 y Xantobacter Xp.; la primera
presentd capacidad para oxidar e hidroxilar el limoneno, dando lugar al linalol,
epoxido 1,2 limoneno y carvona (BIO 3). La biotransformacion del citronelol por
Penicillium digitatum DSM 62840 permitié obtener el DOCIit con alta selectividad y
concentracion (1060 mg/L) (BIO 4). Los extractos de las tres biotransformaciones
(BIO 1, BIO 2 y BIO 4) presentaron actividad antioxidante y no fueron téxicos para
las células de mamifero (células VERO), caracteristica importante para su posible

uso en humanos.
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Una vez optimizadas las condiciones a escala de laboratorio se escalaron los
procesos (BIO 1, BIO 2 y BIO 4). En los tres procesos de biotransformacion
disminuy6 la concentracion de los DOL y DOCIit mayoritarios obteniéndose
finalmente, 1275 mg/L, 252 mg/L y 720 mg/L de a-terpineol, alcohol perilico y 3,7-
dimetil-1,7-octanodiol (hidroxicitronelol), respectivamente. La aireacién en todos
los casos favorecio la produccion de otros derivados oxigenados, por lo que la

selectividad de la biotransformacién disminuydé.

La investigacion realizada permitié evaluar de manera integrada las variables que
afectan la biotransformacion de monoterpenos utilizando células completas de
hongos y bacterias, asi como el efecto del escalado. De esta manera, se generan
productos que presentan mayor valor agregado que las materias primas a partir de

las cuales fueron obtenidos.

El proyecto fue financiado por COLCIENCIAS a través del contrato CENIVAM RC
4322004, se desarrollé en el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de la UIS (CICTA) y dio lugar a las publicaciones y participaciones en

eventos que se relacionan a continuacion:

a. Prieto GA, Perea JA, Stashenko E. (2007). Biotransformacion del limoneno
para la obtencién de terpenoides por la accion de bacterias: Rhodococcus
erythropolis y Xanthobacter sp. Scientia Et Technica, abril, afio/vol. XlIl, nimero
033, 291-292.

b. Prieto GA, Perea JA, Ortiz CC. MICROBIAL BIOTRANSFORMATION OF
(R)-(+)-LIMONENE BY Penicillium digitatum DSM 62840 FOR PRODUCTION OF

(R)-(+)-a-TERPINEOL. Vitae. 2011; 18 (2): 163-172.

C. Prieto GA, Perea JA, Stashenko E. Utilizacion del micelio de Aspergillus

niger DSM 821 en la biotransformacion de limoneno. Ill Congreso Internacional
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de Microbiologia "La Biotecnologia como eje de innovacion cientifica vy
tecnologica”. Pamplona-Colombia. Modalidad: Ponencia. (2008).

d. Prieto GA, Perea JA, Rojas JP. Biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por
Penicicllium digitatum. VIII Curso Latinoamericano de Biotecnologia y XV Curso
Internacional de Ingenieria Bioquimica, Universidad Pontificia Catolica de

Valparaiso-Chile. Valparaiso, 2008.

e. Prieto GA, Perea JA, Stashenko E. Obtencion de a- Terpineol por
bioconversion de (R)-(+) limoneno con Penicillium digitatum DSM 62840. 9°

Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos-ACTA, Bogota, 2008.

f. Prieto GA, Ortiz CC, Perea JA. Produccion natural del monoterpenoide a-
terpineol. 10° Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos-ACTA, en
simultdnea con el XVI Seminario Latinoamericano de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos- ALACCTA y 2° Simposio Latinoamericano de Inocuidad de Alimentos-
IAFP. Bogota, 2010.

Enviados para publicacion y participacion en eventos:

g. Prieto GA, Perea JA, Ortiz CC. PRODUCTION BIOCATALYTIC OF
PERILLYL ALCOHOL USING WHOLE CELLS OF Aspergillus niger DSM 821.

Biotecnologia en el sector agropecuario y agroindustrial.

h. Prieto GA, Perea JA, Ortiz CC. OPTIMIZATION OF THE
BIOTRANSFORMATION PROCESS OF (R)-(+)-LIMONENE BY Penicillium
digitaum DSM 62840 CARRIED OUT IN BIORREACTOR. XI Congreso Nacional

de Fitoquimica. Medellin-Colombia.
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Patente

Janeth Aidé Perea, Claudia Cristina Ortiz, Elena Stashenko, Gloria Astrid Prieto.

Produccion de hidroxicitronelol por biotransformacién con hongos.

Entidad Titular: Universidad Industrial de Santander. Centro de Investigaciones
para la Agro-industrializacion de Especies Aromaticas Vegetales Tropicales y
Medicinales, CENIVAM, Universidad Industrial de Santander

Estado de patente: En proceso (Anexo 1).

1.4 CONTENIDO DE ESTA TESIS

Para cumplir los objetivos planteados, el trabajo fue dividido en etapas, cada una

de las cuales se presenta en capitulos separados, asi:

En el capitulo segundo se describe la “Optimizacion del proceso de
biotransformaciéon de citronelol por hongos. Escalado, purificacacion vy
bioactividad”. Inicialmente se hace el andlisis del estado del arte sobre la
biotransformacién del alcohol monoterpénico citronelol; posteriormente se
presenta la metodologia utilizada para optimizar el proceso a escala de
laboratorio, a volimenes 10 y 100 veces mayor de medio; los métodos para
cuantificar, purificar y caracterizar el DOCit mayoritario; los métodos para

determinar la actividad bioldgica, y, finalmente, los resultados obtenidos.
El capitulo tercero se relaciona con la “Biotransformaciéon de (R)-(+)-limoneno

usando células bacterianas”, se presenta el estado del arte, la metodologia

utilizada en ensayos preliminares y los resultados alcanzados.
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En el capitulo cuarto titulado “Optimizacién del proceso de biotransformacion de
(R)-(+)-limoneno por Aspergillus niger DSM 821. Escalamiento y bioactividad”, se
hace, al igual que en los capitulos anteriores, una revision del tema, se muestra la

metodologia utilizada y los resultados alcanzados.

En el capitulo quinto, se describe la “Optimizacion del proceso de
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por Penicicllium digitatum DSM 62840.
Escalado, purificacion y bioactividad” se presenta una introduccion, una
descripcion de las materias primas y los métodos de analisis utilizados para
optimizar el proceso de biotransformacion a escala de laboratorio y a escala 10 y
100 veces mayor en volumen, ademas de los métodos para cuantificar, purificar y
caracterizar el DOL mayoritario, y los métodos para determinar la actividad

biol6gica. También se presentan los resultados obtenidos.

En el capitulo sexto se presentan las conclusiones del proyecto.

Finalmente se incluye la bibliografia consultada, que permite soportar el proyecto.
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2. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION DEL
CITRONELOL CON HONGOS. ESCALADO, PURIFICACION Y BIOACTIVIDAD

2.1 INTRODUCCION

Los aromas y fragancias son ampliamente utilizados en el mundo moderno y son
considerados esenciales en la calidad final de alimentos y bebidas; las principales
fuentes son los aceites esenciales y sus compuestos monoterpénicos
(Rozenbaum et al.,, 2006); sin embargo, la baja concentracion de estos
compuestos en la fuente natural, ademas de las restricciones quimicas-
ambientales-economicas (clima, enfermedad, complejidad quimica del extracto
vegetal), afectan el rendimiento de la extraccion. Dentro de las rutas comunmente
empleadas para obtener aromas se encuentra la sintesis quimica a partir de
sustratos abundantes en la naturaleza, como los hidrocarburos terpénicos. La
oxidacion microbiana de monoterpenos resulta ser otra via ventajosa, llamativa y
de mayor interés debido a la creciente preferencia de los consumidores por
productos naturales, en vez de sintéticos, y a la simplicidad de los procesos, que
generalmente se llevan a cabo en una sola etapa, a diferencia de la sintesis

quimica.

Una de las materias primas, de gran interés industrial para la sintesis de otros
compuestos aromatizantes, quimicos finos de mayor valor (Maréstica y Pastore,
2006; Boersma, et al.,, 2005; Kamisnska et al., 1989) y otras notas florales
(Schrader y Berger, 2001) es el citronelol, compuesto fragante y aromatizante—
saborizante. Diferentes derivados naturales del citronelol han sido obtenidos por
biotransformacion aprovechando la capacidad de las enzimas o células completas
de microorganismos para transformar de manera enantioselectiva un sustrato
(Serra et al.,, 1994). La biotransformacién del citronelol da lugar a un amplio
namero de metabolitos (Demyttenaere et al, 2004; Griffin et al, 1999; Onken y
Berger, 1999; Cameotra et al, 1998; Brunerie, 1987; Kaminska et al., 1989), y en
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algunos casos, a compuestos naturales enantio-especificos importantes (Serra et
al., 2005; Demyttenaere et al., 2004) como los isbmeros I-cis/trans éxidos de rosa
(Yamamoto, 2002).

BIOTRANSFORMACION DEL CITRONELOL

Los primeros estudios de degradacion microbiana de alcoholes terpénicos
aciclicos y aldehidos data de los afios sesenta del siglo pasado. La bacteria
Pseudomona citronellolis presentd capacidad para transformar los sustratos
citronelal y geraniol. El citronelal se redujo dando lugar al citronelol mientras que el

geraniol se oxid6 produciendo &cido geranico.

Brunerie y colaboradores (1987) fueron los primeros en investigar la
biotransformacion del citronelol utilizando hongos; ellos emplearon una cepa de
Botrytis cinérea crecida en uvas en descomposicion y obtuvieron 2,6-dimetil-1,8-
octadienol y su derivado w-hidroxilado (E)-2,6-dimetil-2-octen-1,8-diol; también
evaluaron el efecto del medio de bioconversion usando mezclas de diferentes
proporciones (1-5:700) de jugo de uva y medio mineral sintético; en este caso

predominé la oxidacion a acido citronélico.

Afos mas tarde, Onken y Berger (1999) llevaron a cabo la biotransformacion de
citronelol por el basidiomiceto Cystoderma carcharia, en un biorreactor de
membrana de capacidad 2L con aireacion. ElI producto principal de
biotransformacion fue 3,7-dimetil, 3, 6, 7-octanotriol y la productividad del proceso
fue 0.15 gLdia™. Modificaciones al proceso como aumento de la superficie por
intercambio de gas, permitieron alcanzar alta saturacion de oxigeno, alto
crecimiento y alta velocidad de transformacion. Asi, se obtuvieron intermediarios:
3,7-dimetil-6,7-epoxy-1-octanol, dioles alilicos, 2,6- dimetil-2-octeno-1,8-diol, 3,7-
dimetil-5-octeno-1,7-diol y 3,7-dimetil-7-octeno-1,6-diol, y los isbmeros cis/trans-

oxidos de rosa, en menor cantidad. Estos autores, ademas, sugieren la
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participacion de una monooxigenasa citocromo P-450 en la oxi-funcionalizacién
inicial del citronelol mientras que los pasos subsiguientes fueron catalizados por

una hidrolasa y transferasa, respectivamente (Onken y Berger, 1999).

En 2004, Demyttenaere y colaboradores propusieron el uso de la técnica de micro
extraccion en fase sélida (SPME) para el screening de cepas con capacidad para
biotransformar el citronelol en el medio YMPG. Los productos de
biotransformacion fueron los Oxidos de rosa formados por combinacion de la

biocatalisis y catdlisis acida/temperatura (Demyttenaere et al., 2004).

Marostica y Pastore (2007) utilizaron el agua residual de yuca (cassava, CM)
suplementada con sales minerales (CC+MM) como medio para llevar a cabo los
experimentos de biotransformacio de citronenol y como biocatalziador, una cepa
de Penicillium sp., y obtuvieron 6xidos de rosa (73.4 mg/L del isbmero cis y 31.5

mg/L del isbmero trans) y 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol y 6-metil-5-hepten-2-ol.

Recientemente Piantini y colaboradores (2011), sintetizaron los 6xidos de rosa por
oxifuncionalizacion del citronelol mediante un proceso combinado de
biocatalisis/catalisis quimica. Como biocatalizador utilizaron la cloroperoxidasa
(CPO) de Caldariomyces fumago en presencia de H,O, y KBr a un pH de 3.6. La
CPO biotransforma el (z) citronelol a (z)-citronelol-bromohidrinas; posteriormente
por tratamiento con t-butilato se obtienen los dioles, cis/trans 6-bromo-3,7-
dimetiloctano-1,7-diol y la accion de acido sulfarico da lugar a los isomeros

cis/trans 6xidos de rosa con un rendimiento del 60% (Piantini et al, 2011).

Kaminska y colaboradores (1989) wusaron, en cambio, las enzimas
peroxidasa/hidrogenoperoxidasa de rabano picante en la presencia de acido
ascorbico como donador de protones para biotransformar el citronelol. El producto
en este caso fue el epdxido de citronelol; su posterior solvélisis con MeOH/H,0

condujo a los dioles y trioles: 6-metoxi 3,7 dimetil 1,7-octanodiol, 7-metoxi-3,7-
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dimetil-1,6-octanodiol, 3,7-dimetil-1,6,7-octanotriol, 3,7-dimetil-1,7-octanodiol, 6-
metoxi-3,7-dimetil-1-octanol, 7-metoxi-3,7-dimetil-1-octanol y 3,7 dimetil 1,7
octanodiol. Los productos resultan del efecto sumatorio de auto-oxidacion y
bioconveridén del citronelol, siendo esta ultima entre 1.5 a 2.5 veces mas rapida
(Kaminska et al., 1989).

En el Figura 12 se resumen los productos obtenidos de la biotransformaciéon de

citronelol usando diferentes biocatalizadores.

En este trabajo se planted la biotransformacion citronelol para obtener compuestos
oxigenados de mayor valor utiles en la industria de alimentos, cosmética y
perfumistica por sus propiedades fragantes, como son el hidroxicitronelol (Cit-OH)

y los isémeros cis/trans 6xidos de rosa.

El 3,7-dimetil-1,7-octanodiol, cominmente conocido como hidroxicitronelol (Figura
13), es un ingrediente fragante de aroma a arandano (Vaccinium corymbosum)
(Hirvi et al, 1983) de significancia comercial, util para la industria cosmética
(elaboracion de cremas), perfumistica (elaboracién de perfumes y lociones) y de
aseo (elaboracion de champus, jabones y detergentes) (Lapczynski et al, 2008).

La concentracién umbral del hidroxictornelol es de 5 mg/kg en agua.
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Figura 12 Metabolitos producidos por la biotransformacion de citronelol utilizando

diferentes biocatalizadores
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Figura 13 Estructura quimica del hidroxicitronelol

OH

Hidroxicitronelol

El Cit-OH comercial se obtiene por métodos quimicos mediante una reaccion de
adiciébn de agua al citronelol catalizada con resinas de intercambio cationico
(Patentes US 4482765, WKU 04056573 y US 3996303). El Unico proceso
biocatalitico reportado a la fecha para producir Cit-OH es el publicado por Lozano
et al., (2007), quienes utilizaron Aspergillus niger DSM 821, medio solido PDA, a

30 °C y 15 dias de reaccién, alcanzandose un rendimiento del 62%.

Los Oxidos de rosa (2-(2-metil-1-propenil)-4metil-tetrahidropirano) (Figura 14), son
éteres ciclicos monoterpénicos; existen en cuatro formas isoméricas: 2 isomeros |-
cis (2S, 4R) y 2 isébmeros I-trans (2R, 4R), diferenciados por sus caracteristicas
odoriferas. El isbmero mas abundante en la naturaleza es el I-cis, que tiene un
aroma impactante a fruta mientras que el isémero d-cis tiene aroma herbal
(Yamamoto, 2002).

El peculiar olor a rosa del 6xido de rosa, lo convierte en la materia prima basica
para crear las diferentes notas a rosa en los diversos productos (Rose Oxide Levo,
1975; Miyazawa et al., 1995; Wust et al., 1999). En los alimentos, el 6xido de rosa
se ha empleado como aromatizante-saborizante de bebidas, dulces y productos

de panaderia; también se usa en la fabricacion de detergentes (0.0005-0.005%),
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jabones (0.005-0.05%), cremas Yy lociones (0.003-0.02%) y en perfumeria (0.04-
0.2%) (Wust, 1998).

Figura 14 Estructuras y propiedades de los isémeros d/| cis/trans 6xidos de rosa

Formas | Formasd
)io /(on O )i O
I, cis (2S, 4R) I, trans (2R, 4R) d, cis (2R, 4S) d, trans (2S,4S)
Olor Verde-floral Verde-floral Verde floral herbal Verde floral herbal
Rosa Menta, fruta Bastante pesado Fruta, rosa, citrico
Umbral 0.5ppb 0.5ppb 50ppb 80ppb

Los oOxidos de rosa estdn presentes en plantas como Rosa bulgaria, Rosa
damascena, geranio (Babu et al., 2002), eucalipto (Eucalyptus citriodora) (Taneja
et al, 2005) y la planta Benth (Dracocephalum heterophyllum) del desierto frio. El
AE de Rosa bulgaria contiene aproximadamente un 0.39% de cis-6xido de rosa y
0.18% del isbmero trans (Kovats, 1987). El AE de D. heterophyllum contiene 1.6%
cis-oxido de rosa, 0.5% trans-Oxido de rosa y 7.4% de citronelol (Kumar et al.,
2003). El principio odorifero del AE de pétalos de Rosa damascena extraido con
solvente e identificado por cromatografia a contracorriente, se atribuye a la
presencia de los diasteroisomeros 4R del 6xido de rosa y de la cetona, (-

damascenona (Ohloff y Demole, 1994).
Wast et al. (1998) demostré que la formacion del 6xido de rosa se lleva a cabo por
oxidacion enzimatica; para ello us6 la enzima citronelil glucosidasa aislada de

especies de Pelargonium y el sustrato citronelol. EI marcaje isotopico de los
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citronelil-glucésidos producidos por la accion E-S permiti6 establecer el

mecanismo de reaccion (Figura 15).

Figura 15 Ruta sintética para la obtencion de éxido de rosa

OH OH 0

Los 6xidos de rosa también han sido sintetizados por diferentes autores usando
catalizadores quimicos y a partir de diferentes sustratos. El I-cis-6xido de rosa se
sintetiza a partir del S-citronelol (Boersma et al., 2005), mientras el (+)-cis-6xido de

rosa a partir de R-(+)-metil ciclohexanona (Gravel y Bordeleau, 1998).
La mezcla de los isémeros cis/trans 6xidos de rosa ha sido obtenida usando
diferentes sustratos y reacciones. Knapp, en 1998, utilizo la ciclacion del 3,7-

dimetil-5-octen-1,7-diol, bajo condiciones acidas (Figura 16).

Figura 16 Catalisis &cida del 3,7-dimetil-5-octen-1,7-diol.

O +
-

(0] (0]

(S)-3, 7-Dimetil-5- (-)- (25,4R)-cis- (+)-(2R, 4R) cis-
octeno-1,7-diol oOxido de rosa Oxido de rosa
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Usando el citronelol como sustrato, Yamamoto et al., (2002) desarrollaron un
proceso sintético “one pot”, que consistié en la bromacién del citronelol para dar
lugar al intermedio “alenil-alcohol (3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol)”, cuya selectividad
hacia los isomeros cis/trans oxidos de rosa, depende del catalizador: complejos de
paladio (Figura 17), HgCl, (Figura 18) y medio &cido (KHSOJ/tolueno) (Figura
19), respectivamente.

Figura 17 Sintesis de 6xidos de rosa catalizada por complejos de paladio
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Figura 18 Sintesis del 6xido de rosa catalizado por sales de mercurio
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Figura 19 Sintesis de Oxidos de rosa catalizada por KHSO4/Tolueno

KOH- Allquat
oH T ween oH
Br
Br

(3s) (3S) (3s)

KHSO /Tolueno Rend. 43,7%
Reflujo

(3s) 4s)

I-cis/I-trasn=90/10

Dincalp et al. (2001), en un periodo de fotélisis de 2 horas con luz solar
concentrada (900-100 sun) y citronelol disuelto en acetonitrilo, obtuvieron como
productos: 76.0% del isobmero cis Oxido de rosa, 6.2% del isbmero trans, 5.9% de
dioles y 3.2% de (-)-citronelol, con el fotosensibilizador ABIPER (dehidroabietil
perilen diimida). Mientras que con el fotosensibilizador BUNAP (n-butil naftaleno),
los porcentajes fueron del 53.9, 23.1, 19.6 y 0.7%, respectivamente, en un tiempo
de fotolisis de 1 h. Estos autores también usaron la mezcla ABIPER/ miristato de
hierro Fe*3, obteniendo 53.4% cis, 5.8% trans, 4.8% dioles y 35.7% de (-)-
citronelol y con la mezcla ABIPER/Cu*® fue de 11.2% (-)-cis, 4.9% (-)-trans, 2.0%
de dioles y 81.1% de (-)-citronelol.

Recientemente, Meyer et al. (2007), usando como sustrato el (S)-(-)-B-(-)-
citronelol, obtuvieron los 6xidos de rosa por oxidacién fotoquimica con oxigeno
singulete (*O.) generado por el foto-sensibilizador sintético, complejo de rutenio
[Ru (‘bpy)s Cly], dicloruro tris-(4,4 -tert-butil-2,2’-bipiridil)-Rutenio (I1) y un diodo de
468 nm tipo L-7113PBC-Azul, como fuente de radiacion. Adicionalmente,
ensayaron el efecto de las diimidas aroméaticas (ABIPER) y (BUNAP) para generar
el anion radical superéxido sin oxigeno singulete (O,) para oxidar soluciones
aireadas de citronelol-acetona y producir eficientemente los 6xidos de rosa

mediante un mecanismo como el que se indica en el Figura 20. Estos
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investigadores centraron su interés en evaluar dos tipos de reactores: reactor
batch y microrreactor, y la eficiencia en términos de rendimiento espacio/tiempo y
eficiencia fotonica. Pero en cuanto a las concentraciones de los oxidos de rosa

producidos no se da informacion (Meyer et al., 2007).

Figura 20 Formacion de 6xidos de rosa a partir de citronelol con *O;

CH,OH CH,OH CH,OH
Sensnblllzador Na,SO so
a, H3SO,
hv \ 2503 \ o
Oxido de Rosa

; Citronelol 3,7 Dimetil-7-Octen-1,6-Diol
() Citronelol hidroperoxido

CH,OH
CH,OH
Na,SO; OH
—_—
Citronelol 3,7 Dimetil-7-Octen-1,6-Diol

Hidroperoxido

Comercialmente, la obtencion de los cis/trans 6xidos de rosa a partir del
precursor citronelol resulta interesante, por tener un precio 250 veces mayor (US
$-169/ 250mL/ US $-168/1mL).

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en la optimizacion de la
biotransformacioén del citronelol usando células completas de tres hongos: dos de
género Aspergillus, Aspergillus niger DSM 821 y Aspergillus carbonarius DSM
872 y uno de género Penicillium, Penicillium digitatum DSM 62840. También se
indican los resultados del escalado del proceso a volumenes 10 y 100 veces
mayor, de la purificacién del producto mayoritario y de los estudios de bioactividad

del extracto de biotransformacion.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Microorganismos, medios de cultivo y reactivos

Microorganismos: Las cepas de los hongos empleadas fueron Aspergillus niger
DSM 821, Aspergillus carbonarius DSM 872 y Penicillium digitatum DSM 62840,
adquiridas de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares

DSMZ (Braunschweig, Alemania).

Medios de cultivo: Los medios de cultivo PDA (papa dextrosa agar, pH 5.6 + 0.2)
y MEA (agar extracto de malta, pH 5.4 + 0.2), y las materias primas requeridas
para preparar el medio complejo YGA (extracto de levadura 3.0 g/L, extracto de
malta 20 g/L, glucosa 20 g/L, peptona bacteriologica 1.0 g/L y agar 20 g/L, pH 6.0),
YMPG (extracto de levadura 5.0 g/L, extracto de malta 10 g/L, glucosa 10 g/L y
peptona bacteriolégica 5.0 g/L) y MYB (extracto de levadura 3.0 g/L, extracto de
malta 20 g/L, glucosa 10 g/L, peptona bacteriolégica 10 g/L), fueron compradas a

OXOID (Hampshire, Inglaterra).

Reactivos: El sustrato citronelol (98%) fue obtenido de Merck (Darmstadt,
Alemania); los isbmeros cis/trans Oxidos de rosa (99%), de Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA); el n-tetradecano, Tween 80, etanol absoluto (299.9 %), acetato de
etilo (299.8%) y otros solventes fueron grado analitico y se adquirieron de Merck
(Darmstadt, Alemania); el nitrbgeno gaseoso se obtuvo de Aga-Fano

(Bucaramanga, Colombia).

2.2.2 Cinética de crecimiento microbiano de los hongos en medio de cultivo
sdlido. El crecimiento de Aspergillus niger DSM 821, Aspergillus carbonarius
DSM y Penicillium digitatum DSM 62840, fue seguido durante 10 dias en los
medios PDA, MEA y YGA de pH 5.4-6.0, a 28 °C para las cepas de Aspergillusy a

23 °C para Penicillium. La cinética de crecimiento de los microorganismos se
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determind por medicion del didmetro de la colonia con el tiempo y la velocidad de
crecimiento radial (VCR, mm/h) usando el método descrito por Trinci y Pirt (Trinci,
1969; Pirt, 1975). Para cada hongo, se seleccion6 el medio con base en la mayor
VCR y se uso para el mantenimiento periodico de la cepa. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

2.2.3 Evaluacion de la actividad antifungica del sustrato. La actividad
antifangica del citronelol sobre P. digitatum DSM 62840 se evalu6 con la finalidad
de determinar la concentracion de sustrato que inhibe parcial y totalmente el
crecimiento del microorganismo (maximo un 25%). La concentracién de citronelol
se vario en el rango entre 0 y 250 mM, adicionando sustrato al medio PDA antes
de la gelificacion. Luego, el medio se inocul6 con 10 yuL de SS de concentracion
1.0*10" esporas/mL. Como blanco se usé el hongo crecido sin citronelol. El
crecimiento microbiano del testigo y del blanco se determiné mediante el registro
del cambio en el diametro de la colonia a los 8 dias (Pandey et al., 1982). Los
experimentos se realizaron por triplicado. ElI porcentaje de inhibicion del
crecimiento se calculé usando la Ecuacion 1, donde Dc es el diametro promedio
de la colonia fangica del testigo y De es el didametro promedio del blanco. Los
resultados se usaron para construir las curvas de inhibicion. La concentracion de
citronelol que inhibe el crecimiento de P. digitatum en un maximo del 25% se
defini6 como concentracion minima inhibitoria (CMI) y la que inhibe el 100%, como

concentracion letal (CL).

Dc—De
Dc

Inhibicién, % = [( ) * 100] Ecuacién 1

Dependiendo de los resultados del efecto antifungico del citronelol puro, se

evaluara el efecto de este sustrato adicionado en solucion etandlica al 40%.
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2.2.4 Optimizacién del proceso de biotransformacion de citronelol utilizando
células completas de hongos a escala de laboratorio

o Preparaciéon de la suspensidn de esporas. Las esporas de A. niger DSM
821, A. carbonarius DSM 872 y P. digitatum DSM 62840 obtenidas en el
respectivo medio de cultivo solido previamente seleccionado fueron re-
suspendidas en 10 mL de solucién salina 0.85% NaCl y 0.1% Tween 80. El
recuento del numero (N) de células por mL, se hizo utilizando una camara de
Neubauer. La concentracién inicial de esporas en el medio de biotransformacion

fue de 1*10” esporas/mL.

i Cinética de crecimiento de los hongos en medio liquido. A. niger DSM
821, A. carbonarius DSM 872 y Penicillium digitatum DSM 62840 se cultivaron en
viales de 22 mL con tapa rosca provistos con septa de teflébn, que contenian 5 mL
de medio liquido estéril YMPG y MYB a 27 °C con agitacién de 150 rpm usando un
agitador orbital (Heidolph Vibramax 100, Schwabach, Germany). El medio se
inoculd6 con 50 pL de suspension de esporas (SS) de concentracion
1*10"esporas/mL. La concentracién de biomasa se determiné por el método de
peso seco de las células, tomando muestras cada 24 h durante 15 dias
(Demyttenaere et al., 2004).

J- Proceso general de biotransformacion a escala de laboratorio. Los
bioensayos se realizaron en viales de 22 mL con tapa rosca provistos con septas
de tefldn, los cuales contenian 5 mL de medio de cultivo liquido estéril, el cual se
inoculd con 50 pL de SS 10”esporas/mL y se pre-incubé a 27 °C durante 72 h con
una agitacion de 150 rpm usando un agitador orbital (Heidolph Vibramax 100). Los
biocatalizadores empleados fueron SS de A. niger DSM 821, A. carbonarius DSM
872 y P. digitatum DSM 62840. Luego de la pre-incubacion se adicioné citronelol
en solucién etandlica al 40% en concentracion 12.8 mM (Lozano, 2007). Al mismo

tiempo, se prepararon dos controles, blanco de biomasa (esporas suspendidas en
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el medio de reaccién sin sustrato) y blanco de sustrato (medio de reaccion vy
sustrato sin suspension de esporas). La biotransformacion microbiana fue
monitoreada durante el experimento. Los productos de reaccion y el sustrato

remanente fueron extraidos y analizados por GC-SM.

Las variables de estudio fueron: biocatalizador, medio de biotransformacion, pH,
fase crecimiento del microorganismo, concentracion de sustrato y efecto inductor
del sustrato. El criterio de seleccion del mejor valor para cada variable fue la
bioconversion, expresada como la concentracién (mg/L) de Cit-OH producida y la
selectividad de la reaccion. También se determind la conversion de sustrato,
utilizando la Ecuacion 2, y el rendimiento de biotransformacion expresado como
mg Cit-OH/mg citronelol*100.

Conversién % = [@] +100 Ecuacion 2

Donde Ci = Concentracion inicial de citronelol, Cf: Concentracion final de

citronelol.
A continuacién se describe el procedimiento para evaluar cada variable.

a. Efecto del tipo de medio de cultivo sobre la biotransformacion microbiana.
La capacidad de biotransformacion del citronelol por los hongos A. niger DSM 821,
A. carbonarius DSM 872 y P. digitatum DSM 62840, se evalué usando los medios
liquidos YMPG y MYB disueltos en buffer citrato-fosfato 0.1 M de pH 2.5, a 27 °C,
150 rpm y una concentracion final de citronelol en el medio de 12.8 mM, usando
una solucién alcohdlica de citronelol al 40% (Lozano, 2007). La cinética de
biotransformacion microbiana fue monitoreada cada 4 dias durante 12 dias de
reaccion. Una vez evaluado el efecto del medio de cultivo, se seleccionaron los

dos mejores biocatalizadores con capacidad para oxifuncionalizar el citronelol
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b. Efecto del pH sobre la biotransformacién del citronelol. Con los dos
biocatalizadores seleccionados en la etapa anterior, se evalu6 el efecto del pH en
la biotransformacion del citronelol. El medio de cultivo MYB se disolvio en buffer
de citrato 0.1 M de pH 2.5 y 3.5, que fueron los valores de pH evaluados. Los
experimentos de biotransformacion se llevaron a cabo usando la metodologia
previamente descrita en el procedimiento general. La transformacion microbiana
se monitored cada 4 dias de reaccion durante 12 dias, luego de la adicion de
citronelol. El pH del medio con mayor selectividad y valor de bioconversion se

selecciond para evaluar otros parametros de biotransformacion.

c. Efecto de la fase de crecimiento. A partir de las curvas de crecimiento de A.
niger DSM 821 y P. digitatum DSM 62840 se pudo establecer el tiempo respectivo
para cada fase de crecimiento: 1, 3, 5, 7 y 9 dias que correspondieron
respectivamente a las fases latencia, exponencial temprana, media y final, y
estacionaria. Luego de crecidos los hongos en cada fase en el medio de cultivo, a
cada una se adicion6é el citronelol en solucion etandlica al 40% en una
concentracion final 12.8 mM para dar inicio a la biotransformacién. En cada caso
se monitoreo la cinética de transformacién microbiana a los 0, 4, 8 y 12 dias de

reaccion.

Luego de evaluado el efecto del pH y la fase de crecimiento se seleccioné el

biocatalizador con mayor bioconversion y selectividad.

d. Efecto inductor de citronelol. El posible efecto inductor del citronelol se
determin6 mediante experimentos de biotransformacion por P. digitatum DSM 821
en el medio MYB de pH 2.5 inoculado con 50 pL de SS 10’esporas/mL,
previamente obtenida por crecimiento del hongo en PDA en presencia de inductor
(1.28 mM de citronelol) y en ausencia de inductor (blanco). Las

biotransformaciones se realizaron a 27 °C, 150 rpm, concentracion de citronelol

74



12.8 mM usando una soluciéon etandlica al 40%. Se monitoreo6 la reacciéon a los 0,
4y 8 dias.

e. Efecto de la concentracion de sustrato. Se utilizaron diferentes
concentraciones de citronelol (0-100 mM) adicionado en solucién etandlica al 40%,
para evaluar la biotransformacion por P. digitatum DSM 62840 en el medio MYB
de pH 2.5, durante 12 dias, a 27 °C y 150 rpm. La concentracion de sustrato
Optima se seleccioné de acuerdo con la mayor selectividad y bioconversion del

sustrato monoterpénico.

2.2.5 Extraccion, identificacion y cuantificacion de sustrato remanente y

productos de biotransformacién

Extraccion liquido-liquido y concentracién de productos: Los productos y el
sustrato remanente obtenidos de los experimentos de biotransformacion fueron
extraidos con acetato de etilo, AcOEt, (2 * 2.5 mL), seguido de centrifugacion a
4000 rpm durante 5 min. La fase organica se recolectdé y sec6 con Na SO,
anhidro; luego se concentrd con corriente de N,. Posteriormente se adicionaron 3
ML de n-tetradecano (estandar interno), se aforé a 1 mL y se tomaron 2 pL para el

analisis cromatografico.

Eficiencia de extraccion (EE): Se prepararon tres soluciones de citronelol: 5 mL
de medio MYB de pH 2.5 y 12 yL de citronelol (12.8 mM); se agitaron a 150 rpm
durante 30 min; posteriormente se realizé la extraccion con AcOEt (2*2.5mL) y la
concentracion de las muestras como se describio anteriormente. A su vez, se
prepararé un blanco (solucion en acetato de etilo de citronelol 12.8 mM con el
istd). La comparacion del valor promedio de concentracion de las muestras
extraidas con su respectivo blanco permiti6 determinar la EE del proceso

utilizando la Ecuacién 3.
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[ (masa analito recuperado) ]

EE % = x 100 Ecuacion 3

masa de analito adicionado

Identificacién: EI citronelol y los DOCit producidos, se identificaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, GC-MS, usando un
cromatografo Agilent modelo 6890N (Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies 5975C con un sistema detector de
ionizacién por impacto de electrones (70 eV) y un analizador de masas
cuadrapolo, operado en modo full scan de 40-400 Dalton (m/z). La relacién Split
fue 1:13 y se us6 un inyector automatico Series HP 7683. Se utiliz6 una columna
capilar DB-WAX (60 m de largo x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 ym de
espesor). La temperatura fue programada a 45 °C mantenida durante 10 min,
luego se elevo hasta 220 °C a una velocidad de calentamiento de 3 °C/min, y esta
temperatura se mantuvo durante 30 min. La identificacion de los compuestos se
realiz6 comparando los espectros de masas de las muestras con los espectros de
los compuestos presentes en las bases de datos espectrales ADAMS, NSB 75K,
138K NIST 05 y WILEY disponibles en el sistema de datos G1701BA HP

Enhanced Chemstation.

Cuantificacién: La cuantificacion de citronelol remanente se realiz6 por el método
de estandar externo por CG-EM. La cuantificcion de los DOCIt, Cit-OH, isbmeros
cis/trans 6xidos de rosa y demas productos generados en cada ensayo de
biotransformacién microbiana, se realizé por el método de estandar interno,
usando n-tetradecano como patrén (2280 mg/L). Se prepararon cuatro soluciones
en acetato de etilo de diferentes concentraciones de citronelol (2000, 3000, 5000 y
8000 mg/L) cada una por triplicado. A 5 mL de cada solucién se adicionaron 15 pL
de n-tetradecano. Las soluciones preparadas se utilizaron para realizar la
respectiva curva de calibracion del citronelol. Las soluciones corrieron en el

cromatografo bajo las condiciones de analisis descritas.
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Para el andlisis de regresion lineal se usé el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV y las curvas de calibracion se definieron segun la ecuacién, X = m*C
+ b, donde X: area de pico, m: pendiente calculada, c: concentracion del patron en
mg/l, b: constante calculada. El RMSE fue calculado segun la definicion:

RMSE = [_Z}LlEiz &

(n-2)
Donde n= numero de patrones, E: error de cada medicion.

Adicionalmente, se determinaron los respectivos limites de deteccién (LOD) y
cuantificacion (LOQ) con base en los parametros de la regresion lineal, empleando
la metodologia RMSE recomendada por la US EPA (Corley, 2003), expresados en

unidades de concentracion definidos como:

LOD = (3 * RMSE)/m
LOQ = (10 * RMSE)/m

Para cada analisis se obtuvieron tres datos de areas y tiempos de retencion y se
analizé la precision (repetibilidad) con base en la desviacion estandar relativa
expresada como porcentaje (RSD%). La cuantificacidbn se hizo empleando las
curvas de calibracion obtenidas y usando los factores de respuesta de cada

componente con las siguientes relaciones:

Donde Cm: concentracion de la muestra; Am: area del pico de la muestra; fr: factor
de respuesta; Ap: area del pico del patrén; Cp: concentracion del patron. La

concentracion del citronelol presente en las muestras obtenidas de los
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experimentos de biotransformacion, fueron corregidas utilizando el respectivo
%EE.

2.2.6 Analisis estadistico. Los ensayos de actividad antifingica se realizaron por
triplicado. Los experimentos de biotransformacion se realizaron dos veces y cada
prueba se llevd a cabo por duplicado. En total se obtuvieron cuatro replicas. La
concentracion de sustrato remanente y los productos de biotransformacion se
expresaron como el promediotdesviacion estandar. Para los calculos se utilizo el

programa Microsof Office Excell 2007.

2.2.7 Escalamiento del proceso de biotransformacion de citronelol por P.
digitatum DSM 62840

2.2.7.1 A escala de 50 mL de medio. Inicialmente se evalu6 el efecto del
biocatalizador sobre el proceso de biotransformacion del citronelol por P. digitatum
DSM 62840, llevando a cabo la biotransformacion con suspension de esporas (sin-
precultivo) y con micelio (con-precultivo) del hongo, manteniendo las condiciones
Optimas establecidas en micro-escala. Previamente fue necesario establecer las
curvas de crecimiento para los dos sistemas en 50 mL de medio estéril MYB de
pH 2.5 ubicados en frascos tapa rosca de 250 mL para determinar el tiempo de
incubacion correspondiente a la fase exponencial temprana, fase Optima para la

biotransformacion.

Sin-precultivo: 50 mL de medio estéril MYB de pH 2.5 contenidos en frascos tapa
rosca de 250 mL fueron inoculados con 500 pL de SS de concentracién 1*10’
esporas/mL. Luego se incubo durante 48 h, a 27 °C y 150 rpm y posteriormente
se dio inicio a la biotransformacion por la adicion de citronelol (12.8 mM) en
solucién etandlica al 40%. Las demas condiciones de reaccidon se mantuvieron

durante 12 dias. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Con pre-cultivo: 45 mL de medio estéril MYB de pH 2.5 se inocularon con el
micelio de P. digitatum obtenido por cultivo en 5 mL del mismo medio durante 72
h, a 27 °C y 150 rpm. La mezcla medio-bioctalizador de 50 mL, se incubd durante
72 h. Posteriormente se adiciond el sustrato en concentracion 12.8 mM en
solucion etandlica al 40% y se mantuvo la agitacion orbital a 150 rpm, a 27 °C
durante 12 dias de reaccion. Los experimentos se realizaron por duplicado.

La extraccion con AcOEt del sustrato remanente y de los productos de
biotransformacion del citronelol por SS y micelio de P. digitatum DSM 62840, se
realiz6 dos veces usando 15 mL de solvente (2*15 mL) y seguido de
centrifugacion a 4000 rpm por 5 min. Del volumen total de fase organica
recolectada (extracto de biotransformacion), se tomaron 5 mL y se secaron con
Na,SO,4 anhidro, se concentraron con corriente de N, se adicionaron 3 uL de n-
tetradecano (estandar interno), y se afor6 a 1 mL. Se tomaron 2 uL para el analisis

cromatografico.

2.2.7.2 A escala de 500 mL de medio. Para establecer el tiempo correspondiente
a la fase exponencial temprana de P. digitatum DSM 62840 se hizo la curva de
crecimiento en 500 mL de medio MYB de pH 2.5 a 100 rpm y 27 °C en el
biorreactor New Brunswick Scientific BioFlo 110. Periédicamente se tomaron

muestras para determinar el consumo de fuente de carbono.

Los experimentos de biotransformacion del citronelol por P. digitatum DSM 62840
en bioreactor se realizaron de acuerdo con el disefio experimental factorial
multinivel 22. Se evalué el efecto de la velocidad de agitacion y de aireacién sobre
la biotransformacion; cada variable se evalué en dos niveles (alto y bajo), y la
variable respuesta fue la concentracion (mg/L) de Cit-OH producido. La extraccion
de sustrato remanente y de productos de biotransformacion del citronelol se llevo

a cabo siguiendo la metodologia indicada anteriormente para 50 mL de medio.
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Bajo las condiciones Optimas de las variables independientes, se realiz
nuevamente la reaccion de biotransformacion para establecer la aproximacion

tedrico-experimental.

El extracto en acetato de etilo obtenido de la biotransformacion del citronelol bajo
condiciones 6ptimas de velocidad de aireacion y agitacion, se recolecto, concentrd

y utilizé para purificar el Cit-OH.

2.2.8 Extraccion y purificacion del Cit-OH. El extracto en AcOEt de la
biotransformacion del citronelol por P. digitatum se concentré por micro-destilacion
fraccionada (7 veces). 10 uL del extracto concentrado se aplicaron a platos de
Silica Gel (Merck) y se desarrollaron con diclorometano-acetona 9:1 (Abraham et
al., 1986); los platos se secaron y rociaron con solucién de vainillina-acido
sulfarico-etanol (0.5 g: 0.5: 9 mL) y calentaron a 100 °C durante 1 min para la
coloracién de los metabolitos (Gilbert y Martin, 2006). La identificacion de los
compuestos eluidos se realizd por comparacion con el R; de patrones de citronelol
e isémeros cis/trans 6xidos de rosa; la mancha correspondiente al Cit-OH fue
raspada y disuelta en AcCOEt y aplicada a una columna ODS-C18 equilibrada con
la fase mévil, mezcla 9:1 de acetona: diclorometano; el flujo de elucion fue de 0.5
mL/min. Se recolectaron fracciones de 1.5 mL, que se analizaron nuevamente por
TLC; las fracciones correspondientes a Cit-OH se reunieron; el solvente se

evaporé hasta sequedad en estufa a 40 °C, para obtener el Cit-OH puro.

2.2.9 Caracterizaciéon espectral del Cit-OH puro. La fraccion obtenida de Cit-OH
luego de evaporar el solvente se analizé por espectroscopia de masas y RMN-'H.
Para la toma del espectro RMN el Cit-OH se disolvié en CCI3;D y se analiz6 en el
espectrofotometro Bruker BioSpm, operado a 400 MHz, equipo del Laboratorio de
Resonancia Magnética de la UIS. El tratamiento de los datos se realiz6 con el
programa Mestre-Nova 6.0.2-5475 Win. Los desplazamientos quimicos se

registraron en ppm, utilizando como referencia la sefal del solvente.

80



2.2.10 Bioactividad del extracto de biotransformacién del citronelol. Para
determinar la posible aplicacion del extracto en AcOEt de biotransformacién del
citronelol obtenido bajo condiciones Optimas de operaciéon del biorreactor
(compuesto 3), se evalud la citotoxicidad en células de mamifero y la actividad
anti-Trypanosoma cruzi, anti-Leishmania y antioxidante. Los tres primeros se
analizaron en el Laboratorio de Quimioterapia del Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales (CINTROP-UIS).

a. Preparacion de los compuestos. Se pesaron 2-3 mg del compuesto 3 y se
disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO). Las soluciones stock se almacenaron a -
20 °C. El Nifurtimox, la Amfotericina B (AmB) y la Miltefosina fueron utilizados

como medicamentos de referencia.

b. Prueba de actividad antiparasitaria. Los epimastigotes de T. cruzi y los
promastigotes de L. chagasi y L. panamensis fueron expuestos a diferentes
concentraciones (0, 1-100 pug/mL) del compuesto 3 durante 72 h a 28 °C. Células
control permanecieron sin el compuesto. En el caso de epimastigotes de T. cruzi,
la inhibicién del crecimiento se determiné por conteo directo y para epimastigotes
de T. cruzi y promastigotes de Leishmania spp., por el método de reduccién de la
sal de tetrazolio MTT. Los resultados fueron expresados como concentracion
inhibitoria del 50 y 90% de los parasitos (Clsp y Clgo) (GOmez et al., 2010; Escobar
et al., 2010; Palma et al., 2009).

c. Prueba de citotoxicidad. Las células VERO (derivadas de riidn de mono
verde africano) fueron expuestas a diferentes diluciones del compuesto 3 (300-0.3
pg/mL). Se realizo incubacion por 72 h a 37 °C, 5% de CO,. Se utilizé un control
de muerte celular como referencia. El ensayo se realizé una sola vez. Tanto las
diluciones del compuesto 3 como las del medicamento de referencia se evaluaron
por triplicado. Los resultados se expresaron como concentracion citotoxica para el
50 y 90% de las células (CCsp y CCqp).
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d. Actividad antioxidante. La actividad antioxidante del extracto de
biotransformacion del citronelol se analizd6 usando el método espectrofotométrico
de barrido (scavenging) del cation radical ABTS™ (Cadena y Herrera, 2008; Re et
al., 1999). Los resultados se expresaron como mili-equivalentes a Trolox/kg de
muestra a partir de la curva de calibracibn de Trolox realizada con
concentraciones entre 0.1-2.5 mM. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en la optimizacién del
proceso a micro-escala de la biotransformacion de citronelol utilizando células
completas de los hongos A. niger DSM 821, A. carbonarius DSM 872 y P.
digitatum 62840. De igual manera se muestran los resultados del escalado del
proceso usando voluménes de medio de 50 y 500 mL; del proceso de purificacion
del derivado hidroxilado mayoritario del citronelol, Cit-OH, y su caracterizacion
espectral, y finalmente la evaluacion de citotoxicidad, actividad antiparasitaria y
antioxidante del extracto de biotransformacion, para determinar su posible

aplicacion.

2.3.1 Condiciones o6ptimas de crecimiento de los hongos en medio sélido.
Inicialmente, se evalud el crecimiento de los hongos A. carbonarius DSM 872, P.
digitatum DSM 62840 y A. niger DSM 821 en los medios de cultivo sélido PDA,
MEA y YGA (Figura 21). En la Tabla 1 se muestran los valores de la VCR
obtenidos par los tres biocatalizadores en los diferentes medios sélidos de
crecimiento. La cinética de crecimiento en medio solido solo se ilustra para A.
carbonarius DSM 872 (Figura 22).
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Tabla 1 Velocidad de crecimiento radial de los hongos en diferentes medios

solidos
Velocidad de crecimiento radial (mm/h) en medios
Hongo de cultivo sdlido
PDA MEA YGA
Aspergillus carbonarius 0.22 £ 0.02 0.43 +£0.02 0.47 £0.02
DSM 872
Aspergillus niger DSM 0.41 +0.03 0.46 + 0.03 0.23+0.04
821
Penicillium digitatum 0.35+0.01 0.24 +0.01 0.31+0.02
DSM 62840

Los mejores medios de crecimiento solido para los biocatalizadores Aspergillus
carbonarius DSM 872, Aspergillus niger DSM 821 y Penicillium digitatum DSM
62840 fueron YGA, MEA y PDA, respectivamente. Por ello, se seleccionaron estos
medios para el mantenimiento periddico de cada cepa y para obtener la
suspension de esporas en cada caso para los experimentos de biotransformacion

del citronelol.

Figura 21 Cepas de A. carbonarius DSM 872, P. digitatum DSM 62840 y A. niger
DSM 821 crecidas en medios de cultivo solido YGA, PDA y MEA,

respectivamente.
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Figura 22 Cinética de crecimiento microbiano de A. carbonarius DSM 872 en
medios PDA, MEA y YGA sobre platos de agar a 27 °C
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2.3.2 Actividad antifungica de citronelol sobre el crecimiento de P. digitatum
DSM 62840. Teniendo en cuenta la menor VCR exhibida por Penicillium digitatum
DSM 62840 en comparacion con los otros biocatalizadores, se selecciond este
microorganismo para evaluar el efecto antifungico del citronelol (Tabla 2). Los
resultados muestran que a una concentracion de citronelol de 2.06 mM se inhibe
el crecimiento del hongo en un 25%, esta concentracion se fij6 como la minima
inhibitoria (CMI). Por otro lado, a esta concentracion se presentad un cambio
brusco en la VCR. Concentraciones superiores a 12.80 mM resultaron ser letales
(CL) para el crecimiento del hongo; este efecto puede atribuirse a la toxicidad del
citronelol, debido a que este compuesto tiene un log Pow de 3.56 (Lapczynski et
al., 2008). Varios autores (Bicas et al., 2008; Onken y Berger, 1999; Tan y Day,
1998; Onhloff 1994) han establecido que los terpenos con coeficientes de particion
n-octanol/agua (log Pow) entre 1 y 5 causan pérdida de permeabilidad especifica

e integridad a la membrana celular.
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Tabla 2 Efecto antifungico del citronelol sobre el crecimiento de P. digitatum DSM
62840 a 23 °C

Concentracion de citronelol mM) Inhibicion (%) VCR (mm/h)
0.00 0.00 0.35+0.01
0.64 7.69 0.28 +0.03
1.28 13.85 0.17 £ 0.03
1.92 23.08 0.15 + 0.02
2.56 32.31 0.10 £ 0.02
3.20 40.00 0.08 £ 0.02
5.12 43.08 0.06 £ 0.02
6.40 50.77 0.06 + 0.02
7.68 56.92 0.04 £ 0.02
9.60 84.62 0.01 £0.02
12.80 100.00 0.0+ 0.00

Cabe notar que la evaluacion de la actividad antifingica del citronelol para P.
digitatum se realiz6 adicionando citronelol puro y se obtuvo una CMI de 2.06 mM,
concentracion relativamente baja. Por lo tanto, se evalu6 el efecto antifungico del
citronelol adicionado en solucién etandlica al 40% (Lozano, 2007), utilizando
concentraciones entre 0-50 mM. Los resultados presentados en la Tabla 3 indican
que la presencia de etanol en el medio hace que las células de P. digitatum DSM
62840 toleren concentraciones mayores de sustrato por lo que la CMI se alcanz6
con una concentraciéon 12.8 mM de citronelol y concentraciones = 150 mM son
letales. Por lo anterior, se seleccioné la concentracion de 12.8 mM de citronelol
adicionado en solucién etandlica al 40% para llevar a cabo los experimentos de

biotransformacion.

Tabla 3 Efecto antifingico del citronelol en solucion etanodlica al 40% sobre el
crecimiento de P. digitatum DSM 62840 a 23 °C

Concentracion de citronelol (mM) Inhibicion (%) VCR (mm/h)
0.00 0.0 0.35+0.01
1.28 5.2 0.30 £ 0.02
1.92 8.4 0.27 £ 0.02
2.56 14.3 0.22+0.01
5.12 17.9 0.18+0.01
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Concentracion de citronelol (mM) Inhibicién (%) VCR (mm/h)
12.8 24.8 0.12 +£0.01
25.0 37.5 0.09 £ 0.01
50.0 53.6 0.07 £ 0.01
75.0 70.7 0.05+ 0.02
100.0 88.4 0.02+0.01
150.0 100.0 0.00+ 0.00

Algunos mecanismos propuestos para explicar la tolerancia a etanol u otro
solvente por microorganismos en especial por bacterias se basan principalmente
en la reacciones de adaptacion que involucran alteraciones en la composicion de
la membrana particularmente en la composicion de acidos grasos, fosfolipidos y
en el contenido proteinico y cambios en la isomeria de acidos grasos, paso de cis
a trans (Heipieper et al., 1994).

2.3.3 Optimizacion del proceso de biotransformacion. Las variables analizadas
para optimizar el proceso de biotransformacion del citronelol por células completas
de hongos fueron: biocatalizador, pH del medio, medio de cultivo liquido, fase de
crecimiento del hongo, concentracién de sustrato e induccion por sustrato y efecto

antifiingico del citronelol.

a. Efecto del medio liquido en la biotransformacion. La biotransformacion
del citronelol se llevé a cabo en los medios liquidos YMPG y MYB de pH 2.5,
usando cepas de A. niger DSM 821, A. carbonarius DSM 872 y P. digitatum DSM
62840. Se observo que todos los hongos utilizados mostraron capacidad para
hidroxilar el C-7 del citronelol y producir el Cit-OH (Figura 23) lo que significa que
en todos actla inicialmente una monooxigenasa de citocromo P450, responsable
de oxidacion del enlace olefinico, y posteriormente una hidrogenasa, que reduce el
epoxido, dando lugar al hidroxiderivado. A diferencia, la hidroxilacion de carbonos
terminales (C-10) en alcoholes monoterpénicos alquilicos, ha sido reportada por
Madhava et al., (1988) y se lleva a cabo por accion de MO tipo Citcromo P-450.

86



Ademas, como se muestra en la Tabla 4, el medio liquido y el biocatalizador
influyen en la bioconversion. En todos los casos, sin embargo, los mayores valores
de produccion de biomasa (Tabla 5), actividad especifica de bioconversion se
alcanzaron en medio MYB, y con P.digitatun, seguido de A. niger. Con A.

carbonarius y en medio YMPG estos parametros presentaron los menores valores.

Figura 23 Bioconversion del citronelol por hongos
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Tabla 4 Produccién de biomasa por A. niger, A. carbonarius y P. digitatum, en los
medios YMPG y MYB, a las 48 horas, a 150 rpm, 27 °Cy pH 2.5

Aspergillus
Aspergillus niger carbonarius Penicillium
Concentraci DSM 821 DSM 872 digitatum DSM
on de 62840
biomasa Medio Medio Medio Medio Medio Medio
(9/L) YMPG MYB YMPG MYB YMPG MYB
3.48+0.1 | 3.67+0.2 | 2.28+0.1 | 3.44+0. | 2.69+0.1 | 3.67+0.1
8 0 9 09 7 1
mgCit-OH/g
célulaseca* | 219,1+11 | 227.9+13 | 151.1+12 | 212.1+7 | 372.4+£19 | 289.1+12
.0 2 .9 4 4 7

"Actividad especifica de bioconversién. Determinada utilizando la concentracién de
Cit-OH a los 12 dias de reaccion
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Por lo anterior, se seleccionaron el medio MYB y los hongos A. niger DSM 821 y
P. digitatum DSM 62840, para continuar evaluando el efecto de otras variables en

la biotransformacion del citronelol.

Es importante aclarar que estos experimentos se llevaron a cabo a pH 2.5 y que
dieron lugar también a una reaccion de auto-oxidacién del citronelol. De este
modo, la produccion de Cit-OH a este pH resulta del efecto combinado de las dos
catélisis: enzimatica (90%) y quimica (10%). Resultados similares de
autooxidacion fueron reportados por Adams et al., (2003) y Demyttenaere et al.,

(2004), usando un pH en el medio de 3.5.

A los 12 dias de reaccion, en todos los casos se producen trazas del isbmero cis-
oxido de rosa en concentraciones de 11.1, 19.2 y 26.1 mg/L, usando como
biocatalizdores A. carbonarius, A. niger y P. digitatum, respectivamente.

Tabla 5 Efecto del medio de cultivo en la biotransformacion del citronelol usando
células completas de A. niger, A. carbonarius y P. digitatum, a 150 rpm, 27 °C y
pH 2.5

Concentracion de Cit-OH (mg/L)
Aspergillus niger Aspergillus Penicillium digitatum
DSM 821 carbonarius DSM 872 DSM 62840
Tiempo Medio Medio Medio Medio Medio Medio
(dias) YMPG MYB YMPG MYB YMPG MYB
0 0 0 0 0 0 0
4 179.2+13.6 | 252.6+18.7 90.6+£7.4 208.5+15.6 | 308.1+28.8 | 277.8£19.9
8 310.149.6 | 294.3+22.2 | 313.1+23.3 | 311.5+17.9 | 454.4+20.2 | 671.9+19.7
12 761.2+20.1 | 855.4+32.8 | 343.5+22.9 | 736.4+21.8 | 993.2+28.8 | 1060.5+43.2
b. Efecto del pH sobre la biotransformacién del citronelol. El efecto del pH

en la biotransformacién del citronelol fue evaluado usando células completas de A.
niger DSM 821 y P. digitatum DSM 62840, en el medio MYB a pHs &cidos de 2.5y
3.5. A un valor de pH mas acido la transformacion microbiana con A. niger y P.
digitatum es altamente selectiva formandose el hidroxicitronelol (Cit-OH) como

producto principal y trazas del isdmero cis-0xido de rosa (Figura 24) mientras que
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a pH 3.5 la selectividad disminuye dando lugar a Cit-OH, los dos isdbmeros
cis/trans Oxidos de rosa y 2,6-dimetil-2,6-octadieno usando P. digitatum. Con A.

niger adicionalmente se produce geraniol (Figura 25).

En la Tabla 6 se reporta la cantidad de los diferentes metabolitos producidos.

Figura 24 Cromatograma de biotransformacion de citronelol por A. niger DSM 821
en el medio MYB de pH 2.5 a 27 °C
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Figura 25 Metabolitos producidos de la biotransformacién de citronelol por A. niger
DSM 821 a pHs &cidos en el medio YMPG a 8 dias de reaccion
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El efecto del pH sobre la biotransformacion del citronelol ha sido evaluado por
otros autores. Lozano et al., (2007), reportan la produccién de Cit-OH por
biotransformacioén de citronelol usando A. niger DSM 821 en medio sélido PDA de
pH inicial 5.6 £ 0.2. A los 15 dias de reaccion el pH descendié a 1.5 y el porcentaje
relativo de Cit-OH fue del 62% (total de compuestos eluidos). En este trabajo,
también se formaron a nivel de trazas los isomeros cis/trans Oxidos de rosa
(Lozano et al., 2007).

Respecto a estos compuestos, Demyttenaere et al., (2004) reportan la produccion
de cis/trans-O0xidos de rosa usando cepas de P. digitatum, en medio YMPG de pH
4.5. Con el basidiomiceto C. carcharias estos isdbmeros se produjeron en un medio

complejo mineral de pH 5.0-5.2 (Onken y Berger, 1999).

Tabla 6. Relacion de metabolitos obtenidos en la biotransformacion del citronelol
por A. niger DSM 821 y P. digitatum DSM 62840 en medio MYB, a 27 °C, 150 rpm,

a una concentracion de citronelol 12.8 mM y 12 dias de reaccion

Concentracion (mg/L), pH 2.5
Productos Aspergillus niger Penicillium digitatum
DSM 821 DSM 62840

Citronelol remanente 1144.6+55.2 939.5+39.9
Cit-OH 855.4+32.8 1060.5+43.2
cis 6xido de rosa 19.2+1.8 26.1+1.4

Concentracion (mg/L), pH 3.5
Citronelol remanente 1454.9+86.0 1223.8+66.2
Cit-OH 423.1+33.3 715.2+41.4
cis 6xido de rosa 34.5+12.2 39.948.8
trans Oxido de rosa 27.8+9.7 ND
2,6-dimetil-2,6-octadieno 23.245.9 21.1+6.6
Geraniol 36.5+4.6 ND

ND: No detectado.

En este estudio, para continuar evaluando el efecto de otras variables en la

biotransformacion de citronelol, se seleccion¢ el pH 2.5.
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C. Efecto de la fase de crecimiento de los hongos sobre la
biotransformacidon del citronelol. El citronelol fue adicionado al medio de cultivo
con el microrganismo en diferentes fases de crecimiento. En todos los casos, las
células de P. digitatum producen Cit-OH (Figura 2.6), pero la méaxima
concentracion (1060.5£43.2 mg/L), se obtiene cuando el citronelol se adiciona al
medio que contiene el microorganismo en la fase exponencial temprana (48 h).
Con el P. digitatum en las fases exponencial media, exponencial tardia y
estacionaria, la produccion de Cit-OH decrece en un 62, 69 y 85%,

respectivamente.

Figura 26 Efecto de la fase de crecimiento de Penicillium digitatum DSM 62840
sobre la biotransformacion de citronelol. Condiciones de cultivo: medio MYB de pH
2.5a 27 °Cy 150 rpm, citronelol 12.8 mM
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El A. niger DSM 821 tiene comportamiento similar al P. digitatum, en todos los
casos; las células producen Cit-OH y su concentracibn aumenta con el tiempo,
alcanzando un maximo (855.4+32.8 mg/L), a los 12 dias de reaccion cuando el

citronelol se ha adicionado al medio en la fase exponencial temprana del hongo

91



(48 h) (Figura 27). En las otras fases de crecimiento, la produccion de Cit-OH
decrece entre el 70 y 76%.

En este caso, aun cuando la maxima concentracién de Cit-OH se alcanza cuando
el hongo esta en fase exponencial temprana, se seleccioné el P. digitatum DSM
62840 para continuar los estudios, en razén a que con él se alcanza la maxima

bioconversion del producto de interés.

Figura 27 Efecto de la fase de crecimiento de Aspergillus niger DSM 821 sobre la
biotransformacion de citronelol. Condiciones de cultivo: medio MYB de pH 2.5 a 27
°Cy 150 rpm
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d. Efecto de la concentracion de sustrato. Las diferentes concentraciones

del sustrato afectaron la selectividad y conversion del citronelol por P. digitatum.
Concentraciones entre 12.8 y 50 mM fueron favorables para la produccion de Cit-
OH vy del cis 6xido de rosa, mientras que concentraciones superiores afectan
negativamente la produccion de estos dos DOCiIit y la selectividad de la reaccion,
formando otros compuestos, como se muestra en la Tabla 7. En este caso, aun

cuando la mayor bioconversion se alcanzd con una concentracion de citronelol de
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50 mM, se seleccioné la concentracion de 12.8 mM, teniendo en cuenta que el
incremento en la produccion de Cit-OH entre estas dos concentraciones fue solo
de 5.6% vy el citronelol en cualquier caso, puede tener un efecto toxico debido a su

coeficiente de particion Log Pow de 3.56 (Lapczynski et al., 2008).

Tabla 7 Metabolitos producidos durante la biotransformacion de citronelol por P.
digitatum a diferentes concentraciones de sustrato en el medio MYB de pH 2.5, a
27 °Cy 150 rpm

Concentracion Concentraciéon de productos (mg/L)
citronelol Cit-OH Cis oxido Cis Trans | 3,7-dimetil-
(mM) de rosa Geraniol | Geraniol 1,7-
Octadieno
0 0 0 0 0 0
12.8 1060.3+43.2 | 26.1+1.4 ND ND ND
20 1070.3+43.2 | 63.0+4.6 20.5+1.7 ND 72.5+8.8
32 1098.7+40.1 | 96.8+6.2 68.9+7.5 | 34.6+2.8 | 169.9+12.3
50 1112.3438.4 | 140.8+13.1 | 118.2+4.59 | 92.6+3.1 | 140.65+16.7
75 929.5433.2 | 123.5+10.9 | 75.74#3.8 | 51.842.3 | 71.2+10.7
100 889.4+29.7 | 112.1+10.2 | 46.846.2 | 49.5+2.2 60.5+5.9

ND: No detectado.

Adicionalemente, es de destacar que la biotransformacion del citronelol se dirigié
también hacia la produccion del isémero cis-6xido de rosa, y su maxima
concentracion, de 140.8+13.1 mg/L, se obtiene utilizando una concentracién de
citronenol 50 mM. A diferencia de otras investigaciones solo se obtuvo el isbmero
cis-0xido de rosa, y el valor alcanzado, supera los valores reportados por otros
autores (Mardstica et al., 2007; Demyttenaere et al., 2004; Adams et al., 2003).
Por lo anterior, las células de P. digitatum DSM 62840 biosintetizan una MO-P450

estereo-selectiva que da lugar al isbmero cis-6xido de rosa.

Otros DOCIit formados a concentraciones mayores a 12.8 mM son los isébmeros

cis/trans geraniol y el 3,7-dimetil-1,7-octadieno.
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e. Efecto inductor del citronelol sobre la capacidad de
biotransformacion. La adicion previa de citronelol como inductor de las células
del hongo P. digitatum no incrementaron la produccion de Cit-OH comparado con
el control a los 12 dias de reaccion (Tabla 8). Los resultados anteriores sugieren
que las enzimas del complejo citocromo P450 de P. digitatum DSM 62840,

responsables de la oxifuncionalizacién del citronelol, no son inducibles.

Tabla 8 Efecto inductor del citronelol sobre la biotransformacion por P. digitatum
DSM 62840 en medio MYB de pH 2.5, concentracion de citronelol 12.8 mM, a 27
°C, 150 rpm y 12 dias de reaccion

Concentracién de productos (mg/L)
Productos de Sin inductor Con inductor
biotransformacion
Citronelol remanente 2039.1+65.5 2084.3+77.9
Cit-OH 1060.3+43.2 987.0+£36.3
Cis 6xido de rosa 26.1+1.4 54.1+9.7

Marostica y Pastore (2007) evaluaron el efecto inductor del citronelol sobre una
cepa de Penicillium sp. En este caso los autores encontraron que las células al
estar en contacto durante 8 dias con el citronelol, aprovechan inicialmente el
sustrato monoterpénico como fuente de carbono y posteriormente metabolizan el
terpeno, lo que se manifesta en cambios morfologicos (color), desarrollados por la
biosintesis de pigmentos extracelulares tipo melaninas. La formacién de estos
compuestos disminuyen la produccion de los isébmeros cis/trans 6xidos de rosa en
un 90%, por lo que los autores concluyen que las monooxigenasas de P.

digitatum, no son inducibles.

Ademas del estudio mencionado, no hay otros que hayan evaluado el efecto

inductor.
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Finalmente, con base en los resultados obtenidos a escala de laboratorio, se
establecio que las células completas de los biocatalizadores A. niger DSM 821, A.
carbonarius DSM 872 y P. digitatum DSM 62840 son fisiologicamente activas y
tienen capacidad para oxifuncionalizar el citronelol con alta selectividad formando
el derivado hidroxilado Cit-OH. La bioconversion del citronelol es afectada por
variables como biocatalizador, edad del hongo, pH, composicién del medio liquido
y concentracion de sustrato. La mayor biotransformacion (1112.3+38.4 mg Cit-
OH/L) se da con P. digitatum DSM 62840 crecido hasta fase exponencial
temprana (48 h), en el medio MYB de pH 2.5, con una concentracion de citronelol
50 mM, un tiempo de reaccion de 12 dias a 27 °C y 150 rpm. Sin embargo, por el
efecto de la toxicidad del citronelol, se escoge una concentracion de sustrato de
12.8 mM, alcanzando con esta una concentraciéon de 1060.3+43.2 mg Cit-OHIL,
una conversién del 53% (mg producto/mg sustrato inicial), una actividad especifica
de bioconversion de 288.9+13.0 mg Cit-OH/g célula seca y una productividad del
3.68 mgL™h™. No obstante, la transformacién del citronelol resulta de un efecto
combinado de auto-oxidacién (10%) y biotransformacion (90%), debido al bajo
valor de pH (2.5).

2.3.4 Escalado del proceso de biotransformacion. En las condiciones
selecionadas anteriormente, se procedid a escalar a 50 mL; en este caso se
evaluo el efecto de la forma metabdlica del hongo: solucién de esporas y micelio.

Posteriomente se escalé a 500 mL.

2.3.4.1 A 50 mL de medio. Previamente fue necesario establecer el tiempo
requerido para alcanzar la fase exponencial temprana (fase 6ptima) de crecimiento
de P. digitatum DSM 62840, en un volumen de medio MYB de pH 2.5 de 50 mL,
para los dos sistemas: miceélio (con-precultivo) o suspension de esporas (sin-
precultivo) (Figura 28). Para el sistema sin-precultivo el tiempo fue de 48 h,
mientras que con-precultivo fue de 36 h; la biomasa producida en cada caso fue
0.97+0.09 g/L y 0.58+0.08 g/L, respectivamente.
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Figura 28 Cinética de crecimiento microbiano de P. digitatum DSM 62840 en 50mL
de medio MYB de pH 2.5 a 27 °C y 150 rpm. (A) Con Suspension de esporas y (B)

Con micelio.
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La morfologia de P. digitatum fue diferente, como se muestra en la Figura 29.
Inoculando el medio con SS se forma un pellet (Figura 29 A) mientras que
inoculandolo con micelio aumenta de tamafio y continda en forma de agregado
(Figura 29 B); esta situacion afecta la biotransformacion de citronelol, como se ve
en la Tabla 9; con SS se obtiene 2.15 veces mas Cit-OH y la selectividad es
mejor.

Comparando los resultados alcanzados en 5 mL con los obtenidos en 50 mL, la
concentracion de Cit-OH disminuy6 el 16% al utilizar SS, y el 61%, con micelio. A
escala de 5 mL no se alcanza a formar definidamente el pellet y
macroscopicamente se observa uno solo, asi el area de contacto hongo-sustrato
es mayor. En un volumen de 50 mL inoculado con SS, se forman varios pellet que
podrian tener un comportamiento individual y diferente; en el caso del medio
inoculado con micelio, este aumenta de tamafio en forma de un agregado
compacto impidiendo una interaccion E-S favorable para la oxi-funcionalizacion del

citronelol teniendo en cuenta que las monooxigenasas CYP-450 son enzimas
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ligadas a la membrana celular. Por ello, para escalar a 500 mL, se selecciono el

sistema de inoculacién con SS.

Figura 29 Morfologia de P. digitatum DSM 62840 adquirida en el medio MYB de
pH 2.5a27 °Cy 150 rpm

2.3.4.2 A 500 mL de medio de cultivo. Previamente se estableci6 el tiempo en el
que P. digitatum DSM 62840 alcanza la fase exponencial éptima de crecimiento en
500 mL de medio MYB de pH 2.5 ubicados en un erlenmeyer de 1 L agitado
mecanicamente a 27 °C y 100 rpm con una produccién de biomasa de 1.48+0.12
g/L (Figura 30). Este tiempo fue de 60 h.

Tabla 9 Productos de biotransformacién del citronelol por P. digitatum DSM 62840
en 50 mL de medio MYB de pH 2.5 a 27 °C, 150 rpm, 12 dias de reaccion y

concentracion de citronelol 12.8 mM

Con suspension
Productos de esporas Con micelio
Citronelol remanente 1030.1+48.8 1456.5+45.5
Cit-OH 890+37.7 413.9+£28.3
cis 6xido de rosa 56.1+9.9 14.5+3.3
trans Oxido de rosa 23.8+4.1 4.3+0.8
cis-2,6-dimetil-2,6-Octadieno ND? 65.4+4.8
3,7-dimetil-6-octen-1-ol ND? 45.4+3.2
Conversion (%) 48.5+3.3 27.2+2.2
Rendimiento (%)" 44.5+1.5 20.7+0.9

2ND: No detectado; ° (mg Cit-OH/mg Citronelol*100)
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Figura 30 Cinética de crecimiento de P. digitatum DSM 62840 en 500 mL de medio
MYB de pH 2.5, a 27 °C y 100 rpm agitado mecanicamente
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Seleccion de las condiciones de operacion del bioreactor para producir Cit-OH

En el proceso de biotransformacién del citronelol por P. digitatum en biorreactor se
evalué el efecto de la velocidad de agitacion y de aireacion mediante la aplicacion
del disefio experimental factorial multinivel 22. En la Tabla 10 se presentan los
valores de los niveles evaluados. Los valores de la variable respuesta

(concentracion de Cit-OH, mg/L) se presentan en la Tabla 11.

Tabla 10 Variables y niveles evaluados en el disefio factorial multinivel 22

Niveles
Variables -1 +1
Velocidad de agitacion 100 150
(rpm)
Velocidad de aireacion 0.00 0.05
(vwwm®)

&ywwm: velocidad de aireacion por volumen de medio
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Tabla 11 Matrix del disefio factorial multinivel 22, y la concentracién de Cit-OH

obtenida por GC-MS, 12 dias de reaccion

Niveles de las variables Variable
Puntos del independientes respuesta
disefio Concentracion
Agitacion (rpm) | Aireacion (vvm) de Cit-OH
(mg/L)
1 -1 -1 255.2
2 1 -1 720.0
3 -1 1 173.2
4 1 1 185.3

Los minimos y maximos de concentracion de Cit-OH fueron de 173.2 y 720 mgl/L,
equivalentes a una conversion del 8.7 y 36%, respectivamente; el valor mas alto
de concentracion de Cit-OH se obtuvo en el nivel mas alto de velocidad de

agitacion (150 rpm) y sin aireacion.

Los datos fueron analizados aplicando analisis estadistico de efectos principales,
analisis de varianza (ANOVA) y metodologia de superficie de respuesta,
empleando el programa de analisis estadistico STATGRAPHICS CENTURION XV.
El analisis de efectos principales, que permite evaluar por separado el efecto de
cada una de las varibales analizadas, muestra que la produccion de Cit-OH es
directamente proporcional a la agitacion e inversamente proporcional a la
aireacion (Figura 31). En tanto que el andlisis de varianza ANOVA, que permite
ver el efecto de cada una de las variables y la interrelacion entre ellas, muestra
que la velocidad de aireacion (B) y su interaccion con la velocidad de agitaciéon
(AB), tienen un efecto negativo, mientras que la velocidad de agitacion (A) tiene un

efecto positivo (Tabla 12).
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Figura 31 Diagrama de efectos principales

Gréfica de Efectos Principales para concentracion hidroxicitronelol
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Tabla 12 Efectos estimados y andlisis de varianza para la concentracion de Cit-
OH (mg/L)

Efecto Coeficiente de Ss Df
regresion
Promedio 333,425
A:agitacion 119,225 56858,4 1
B: velocidad -154,175 95079,7 1
aireacion
Ab -113,175 51234,3 1
Error total 0,0 0
Total (corr.) 203172 3
Coeficiente de determinacion, r* 100,00

Abreviaturas: SS= Suma de cuadrados; Df=grados de libertad
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Figura 32 Diagrama de estandarizacion de efectos

Diagrama de Pareto para concentracion hidroxicitronelol
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El coeficiente de determinacién (R?) para la variable respuesta fue 1.0, que indica
gue no se observan variaciones en los puntos del disefio y que se puede aplicar el

modelo desarrollado.

La ecuacién de regresion ajustada a los datos despliega la siguiente ecuacion de

modelo ajustado:
CCit-OH = 333,425 + 119,225*VAg - 154,175*VAi - 113,175*VAg*VAI

Donde CCit-OH corresponde a la concentracion de Cit-OH (mg/L), VAg a la

velocidad de agitacion, y VA, a la velocidad de aireacion.

A partir de esta ecuacion se obtiene la grafica de superficie de respuesta (Figura
33) que permite establecer que la maxima concentracion de citronelol se obtiene
en un sistema en el cual se aplica una velocidad de agitacion de 150 rpm y sin

aireacion. Bajo estas condiciones, el modelo predice una formacién de
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hidroxicitronelol del orden de 684 mg Cit-OH/L. Al realizar el experimento en estas
condiciones, para corroborar el modelo, se encontré que la bioconversion a esta
escala (720 mg/L de Cit-OH) disminuye en un 32%, comparada con la alcanzada a
escala de laboratorio, mientras que la selectividad no se ve afectada, se mantiene
la formacion de los mismos compuestos (Figura 34). La disminucion obtenida es
aceptable, teniendo en cuenta que se trata de un sistema biologico y que a un
mayor volumen es posible que el comportamiento individual del microorganismo
sea diferente; ademas, es posible que se manifiesten los efectos de inhibicién por
producto (Duetz et al., 2001).

Figura 33 Superficie de Respuesta Estimada para Cit-OH, luego de 12 dias de

biotransformacién como funcion de la velocidad de aireacién y agitacion
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Figura 34 Cromatograma de biotransformacioén de citronelol por P. digitatum en

biorreactor a 150 rpm y 0.05 vvm
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Un aspecto importante de destacar en el escalado a 500 mL es que la aireacién
afecta notoriamente la selectividad, como se refleja en los datos mostrados en la
Tabla 13, debido probablemente a que el efecto combinado agitacién/aireacion en
el medio permite rearreglos intramoleculares de las moléculas de citronelol y del
DOCIt, Cit-OH. Ademas se lleva a cabo fragmentacién y ciclacion de las moléculas
de sustrato, dando lugar a nuevos productos. También se presenta pérdida de

especificidad de las enzimas MO-P450.

Finalmente se puede decir que el escalado progresivo del proceso de
biotransformacion del citronelol por P. digitatum DSM 62840 utilizando primero un
volumen de medio 10 veces mayor, bajo las condiciones Optimas obtenidas en el
proceso a lab-scale, resulté ser dependiente de la morfologia del hongo y afectd6 la
bioconversion. El producto mayoritario continio siendo el Cit-OH y la maxima
concentracion de 890 mg/L se consiguid realizando el proceso con suspension de
esporas de P. digitatum. Comparado con el bioensayo a 5 mL de medio, la

concentracion de Cit-OH disminuyé en un 16%.

A un volumen de medio 100 veces mayor, el proceso se llevd a cabo en

biorreactor, utilizando agitacion mecanica. Pese a optimizar la velocidad de
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aireacion y de agitacion, la bioconversién de Cit-OH disminuydé en un 32%. En
estas condiciones, se alcanz6 una conversion de sustrato del 38.5%, una actividad
especifica de bioconversion respecto al Cit-OH de 476 mg/g célula seca y una
productividad del proceso de biotransformacion de citronelol de 2.50 mg Cit-OH
L*h™.

Cabe destacar que a la fecha no hay estudios semejantes.
Tabla 13 Metabolitos producidos en la biotransformacion de citronelol por P.

digitatum DSM 62840 en 500 mL de medio MYB de pH 2.5 ubicados en bioreactor

a las diferentes condiciones de operacion

Concentracion promedio (mg/L)
Productos (100 rpm, (150 rpm, (100 rpm, (150 rpm,
0.00vvm) 0.00 vvm) 0.05 vvm) 0.00 vvm)
Citronelol 1616.0 1231.0 1653.5 1501.7
remanente
Cit-OH 255.2 720 173.2 185.3
Cis 6xido de rosa 56.7 31.9 20.7 14.1
Trans oxido de 20.4 17.0 7.3 4.9
rosa
cis-2,6-dimetil-2,6- 51.7 ND ND ND
octadieno
2,3 dimetil pentano ND? ND 6.26 4.8
3-metil-hexano ND ND 3.7 18.8
2,7-dimetil-1- ND ND 12.5 8.31
octanol
Geraniol ND ND 122.8 ND
2-metil-hexano ND ND ND 16.2
Heptano ND ND ND 4.4
Metil-ciclohexano ND ND ND 9.4
Limoneno ND ND ND 145.1
Total
biotransformacioén 384.0 769 346.5 498.3
Conversion (%) 19.2 38.5 17.3 24.9
Rendimiento (%)° 8.17 23.04 5.54 5.93

2ND: No detectado; ° Rendimiento: (mg Cit-OH/mg Citronelol)*100

104




2.3.5 Purificacion y caracterizacion de Cit-OH. Para purificar el citronelol se
recogieron los extractos del proceso utilizando 500 mL de medio. El extracto fue
concentrado en un factor de 10 por microdestilacion fraccionada. EI extracto
concentrado se utiliz6 para purificar el Cit-OH usando tres cromatografias
consecutivas; la primera fue cromatografia liquida en columna sobre Silica Gel 60
usando como fase movil la mezcla binaria diclorometano-acetona (9:1) (Abraham
et al., 1986); la segunda fue la cromatografia de capa fina (TLC) utilizada para el
analisis de las fracciones recolectadas en la primera cromatografia. Teniendo el
perfil cromatografico del extracto sin purificar y del patrén citronelol como
comparacién, se seleccionaron las fracciones que correspondieron al Cit-OH
(Figura 35).

Figura 35 Cromatografia de capa fina del extracto concentrado de
biotransformacion del citronelol por P. digitatum DSM 62840 sin purificar. 1, 2y 3

patrén del citronelol; 4, extracto de biotransformacion

:
| 34

1, 2 y 3: Patrén citronelol
4: Extracto de biotransformacién

La mancha correspondiente al Cit-OH sobre la placa de TLC fue raspada y
disuelta en AcOEt y aplicada a una columna ODS-C18 equilibrada con la fase
movil, mezcla 9:1 de acetona: diclorometano. El flujo de elucién fue de 0.5 mL/min.

Se recolectaron fracciones de 1.5 mL y se analizaron nuevamente por TLC. Las
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fracciones correspondientes a Cit-OH se reunieron; a esta muestra se le determind

su espectro de masas (Figura 36).

Figura 36 Espectro de masas obtenido por GC-MS (EIMS, 70 eV) del

Hidroxicitronelol
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El espectro de masas del hidroxicitronelol se caracteriza por la presencia de los
fragmentos diagnostico m/z:  59.1 [M-(CH,)¢CH,OH]", 43.1 [M-O-CH,-
(CH,)sCH>OH]", 159.0 [M-CH3]"y 123.1 [M-CHz-(H20),]".

El solvente presente en la fraccién recolectada luego de la cromatografia de
columna sobre Silica-Gel 60, se evapor6 hasta sequedad en estufa a 40 °C, para

obtener el Cit-OH puro y determinar su espectro RMN-'H (Figura 37).

En el espectro RMN-'H del hidroxicitronelol se observa solo un fragmento de la
molécula, que, sin embargo, evidencia la existencia del hidroxi-derivado del
citronelol. La sefial mas caracteristica del fragmento se muestra en el singulete
intenso de los protones metilicos de C-1 y C-2 en 1.185 ppm. Los protones
metilénicos enlazados a C-3 resuenan como multiplete en 1.497-1.611 ppm. En

1.974 ppm aparece la sefal del proton del grupo hidréxilo unido a C-2.
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Figura 37 Espectro RMN-'H del hidroxicitronelol
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La fragmentacion del DOCit posiblemente se presentd en el proceso de
concentracion por destilacion fraccionada, o en la etapa de evaporacién del
solvente. Al comparar con el espectro simulado del 2-metil-2-butanol (Figura 38),
la separacion del multiplete de los protones del C-3 es un indice de que el

compuesto no es 100% puro.

Figura 38 Estructura del fragmento del hidroxicitronelol
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2.3.6 Bioactividad: citotoxicidad, actividad antiparasitaria y antioxidante.
Para estas pruebas no fue posible tener la cantidad necesaria de los compuestos
puros, por lo que se evalud la citotoxicidad y la actividad antiparasitaria del
extracto de biotransformacion de citronelol en células Vero y en las formas libres
de T. cruzi y de L. panamensis y L. chagasi. El extracto identificado como
compuesto 3 (Anexo 3) no mostré toxicidad para T. cruzi, L. panamensis y L.
chagasi, porque presento tanto ICso como ICyo >100 pM, indicando ser inactivo.
Tampoco mostré toxicidad en células de mamifero, porque el CCsy y el CCgp,

fueron mayores a los compuestos de referencia Nifurtimox, AmB y Mitelfosina.

El hecho de que el extracto de biotransformacién del citronelol, no presente
toxicidad para las células de mamifero resulta ser importante, porque podria ser
utilizado en humanos, siempre y cuando se realicen ensayos adicionales de
genotoxicidad y mutagenicidad, para su posible aplicacion en la industria de

aromatizantes y cosmeticos.

En cuanto a la actividad antioxidante se encontré6 que el extracto de
biotransformacion de citronelol en AcOEt, evaluado por el método de barrido
(scavenging) del catiéon radical ABTS™, mostr6 un porcentaje de inhibicién del
ABTS™ de 11.3% correspondientes a 0.145 miliequivalentes a Trolox/mM (TEAC),
determinado por la curva de calibracion (Anexo 3). El patron de citronelol presentd
un porcentaje de inhibicion del catién-radical de 5.7%. Lo anterior permite suponer
que los productos de biotransformacién principalmente Cit-OH, aportan a la

actividad antioxidante del extracto.

Finalmente, se puede concluir que el proceso de biotransformacion del citronelol
utilizando células completas de P. digitatum DSM 62840 es altamente dependiente
de las variables: pH, medio de bioconversion, biocatalizador y concentracién de
sustrato; que encontrar los valores éptimos de cada variable permitié obtener

selectivamente Cit-OH y el isdbmero cis-0xido de rosa; que hasta la fecha no se
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registra en los estudios reportados en la literatura, la produccién del hidroxicitronel
por procesos de biotransformacion y que los reportados han hecho énfasis en la
produccion de oxido de rosa. Ademas, que el Cit-OH resulta ser un compuesto de
importancia comercial para la industria de alimentos, cosmética, perfumistica y de
aseo por sus propiedades fragantes y su aroma a arandano (Vaccinium

corymbosum).

La produccion del Cit-OH resulta de un efecto combinado
biotransformacion/catalisis 4cida (Figura 39). En el caso de la biotransformacién
del citronelol, inicialmente ocurre la oxidacion del doble para formar un epoxido
intermediario. La enzima responsable de este paso es una MO-P450. La posterior
ruptura reductiva del epéxido da lugar al Cit-OH. Este mecanismo ha sido
propuesto por diferentes autores (Badeel et al, 2011; Tan y Day et al 1998;
Abraham et al, 1985). La catdlisis acida debida al bajo pH (2.5), involucra una
reaccion de adicion de agua al enlace olefinico del citronelol, formando un
carbocation intermediario que al hidratarse forma el 2,6-dimetil-3-octadien-2,8-diol.

La posterior reduccion del doble enlace conduce al Cit-OH.

Figura 39 Produccion del derivado hidroxilado del citronelol. Biotransformacion con
P. digitaum DSM 62840 (A); Catélisis acida (B)
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3. BIOTRANSFORMACION DEL (R)-(+)-LIMONENO POR BACTERIAS

3.1 INTRODUCCION

En los dltimos veinte afos, los procesos de biotransformacion constituyen una
herramienta importante para sintetizar moléculas de alto valor agregado con
aplicabilidad en la industria quimica, farmacéutica, agroquimica, perfumistica y de

alimentos, imposibles de obtener por métodos tradicionales.

A partir del monoterpeno limoneno obtenido de AEs extraidos de cascaras de
frutos citricos, se obtienen flavors, quimicos finos y derivados oxigenados de
monoterpenos (DONT) via biotransformacién (Bicas et al, 2010; Lerin et al., 2010;
De Carvalho y Da Fonseca, 2006; Duetz et al., 2003). EL limoneno por ser un
sustrato de bajo costo (USD 1-2/kg) resulta ser una molécula potencialmente

interesante para el desarrollo de productos existentes y nuevos.

Los DONT adquieren especial relevancia por las propiedades funcionales que
presentan; por ejemplo, los ep6xidos de limoneno son sustratos apetecibles en
sintesis fina para la obtenciébn de compuestos quimicos quirales (Chiral Blocks
Building), importantes en la fabricacién de drogas seguras y sustancias complejas
(Cagnoli et al., 2005; De Vries et al., 2003; Van der Werf et al., 2001 ; Villa, 2002;
Archelas y Furstoss, 2001); ademas, tienen precios, aproximados, de hasta 100
veces superiores al precio del limoneno (Duetz et al., 2003; Da Silva et al., 2003);
asi, la mezcla pura 1:1 de cis/trans 1,2 epdéxidos tiene un valor de US $-213/5g.
Cabe destacar que estos precios corresponden a compuestos producidos por
sintesis quimica, mientras que los de los obtenidos por procesos de

biotransformacion, por ser una metodologia limpia y natural, serian mayores.

Los epOxidos se obtienen por reacciones de oxidacion de dobles enlaces. Si el

proceso se lleva a cabo enzimaticamente, los biocatalizadores que actuan son las
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oxigenasas y las peroxidasas, que dan lugar a la formacion de epoxidos e
hidroperoxidos, respectivamente.

3.1.1 Epo6xidos de limoneno. El epoxido 1,2 limoneno hace parte de la fraccion
volatil de algunas especies vegetales como Micromeria silicica (Duru et al., 2004) y
Michelia alba (Shang et al., 2002). El epoxido 8,9 limoneno sélo se encuentra en la
fraccion volatil de Citrus reticulata y Zingiber officinale (Van der Werf et al., 2000) y
puede ser transformado al aldehido p-ment-1-en-9-al, por la accion de una
epoxido-isomerasa. Este compuesto se utiliza como saborizante y aromatizante y
es reconocido como seguro (FEMA GRAS 3178) (Hartmans, 1989).

En la Figura 40, se ilustran las estructuras de los dos epdxidos de limoneno; la
reactividad intrinseca del anillo oxirano presente los convierte, ademas, en
intermediarios de alto valor para la produccibn de compuestos 6pticamente
activos, para la resolucion cinética de mezclas racémicas y como materiales
constructores quirales (Chiral building blocks), es decir son importantes en sintesis

organica y en la industria farmacéutica (Archelas y Furstoss, 2001).

Figura 40 Estructura quimica de los epdéxidos de limoneno: a) 1,2 b) 8,9

Los mono y diepoxidos de limoneno son importantes intermediarios para la

elaboracion de fragancias, perfumes y aditivos alimentarios (Villa, 2002). A partir
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de los epdxidos se pueden obtener dioles vecinales por reaccion principalmente
con nucledfilos como haluros, carbono, nitrégeno, azufre y oxigeno, o por
hidrolisis. Los dioles vecinales son compuestos que actian como bloques
estructurales para formar sustancias complejas importantes en la industria

farmacéutica y en sintesis quimica (de Vries y Janssen, 2003).

La biorresolucion de diferentes epoxidos quirales se ha llevado a cabo utilizando
diferentes epéxido hidrolasas (EHs) aisladas de hongos, bacterias, levaduras y
microsomas humanos: EH terpénicas, EH glicidil acetil derivadas, EH
epoxialilalifaticas y EH epoxiarométicas (Steiner, 2002).

3.1.2 Biotransformaciéon del limoneno dirigida hacia la produccion de sus
derivados epoéxidos. Segun la mayoria de publicaciones, la biotransformacion de
monoterpenos se ha hecho con células completas; en su orden, bacterias (41%),
hongos (35%), plantas (11%), cianobacterias (4%) y microalgas (4%). Unicamente
en el 7% de los estudios se han empleado enzimas aisladas (De Carvalho y Da
Fonseca, 2006). Los epoxidos del limoneno han sido principalmente obtenidos por
procesos de biotransformacion utilizando bacterias como biocatalizadores; entre
ellas, las especies de Rhodococcus y Xanthobacter (Van der Werf, 2000) y

algunas bacterias marinas de los géneros Vibrio y Listonella (Houjin et al., 2006).

El género Rhodococcus es un grupo de bacterias Gram-positivas que tienen la
habilidad para ocupar diferentes nichos ecolégicos aun en condiciones inhdspitas
(Flitsch et al., 1999). Este género, junto con las Pseudomonas, tiene gran
capacidad para degradar diversos compuestos organicos, debido a la presencia
de alrededor de 400 enzimas catabdlicas dentro de las cuales se ubican diferentes
tipos de monooxigenasas (incluidas MO-P450) y dioxigenasas (Van der Geize y
Dijkhuizen, 2004 y Larkin et al., 2005). Ademas, las Rhodococcus tienen habilidad
para utilizar diferentes sustratos, por su fisiologia, su alta tolerancia a sustratos y

solventes (Flitsch et al., 1999) y la capacidad de acumular altos niveles de metales
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pesados, tolerar sustratos y solventes miscibles y no miscibles en agua (etanol,
butanol, dimetilformamida hasta 50%, n-dodecano y tolueno hasta 5% v/v);
ademas, pueden adherirse a gotas de aceite debido a la hidrofobicidad de su
superficie celular generada por los acidos micolicos presentes. Por tal razon, estas
especies son usadas ampliamente en bioprocesos industriales encaminados a
obtener farmacos, productos quimicos y energia, y en biorremediacién (Larkin,
2005).

Van der Werf et al.,, (1999) biotransformaron el limoneno con R. erythropolis
DCL14 y lograron producir el epoxido 1,2 limoneno (0,1g/L). Esta bacteria
aerobica tiene la capacidad de aprovechar como fuente de carbono y energia para
su crecimiento, los terpenos: (4R)-(+) y (4S)-(-) limoneno, (4R) y (4S) epoxido 1,2
limoneno, (4R) y (4S) limoneno 1,2 diol, (4R) y (4S)-carveol, (4R) y (4S)- carvona,
(4R) y (4S)-dihidrocarveol, (4R)-dihidrocarvona, (-)-mentona, (-)-mentol, linalol y
geraniol (Van der Werf et al., 1999).

De otra parte, Rhodococcus erythropolis DCL14 ha utilizado el limoneno como su
Unica fuente de carbono y energia, para generar como productos principales el 1-
hidroxi-2-oxolimoneno y el &cido 3-isopropenil-6-oxoheptandico (Van der Werf,
1999); esta misma cepa expresa una limoneno 1,2-monooxigenasa, dando lugar al
epoxido 1,2-limoneno, y una epoxido hidrolasa que cataliza la hidrolisis del
epoxido a limoneno-1,2-diol (Barbirato et al.,, 1998; Van der Werf et al., 1998)
(Figura 41).
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Figura 41 Reacciones de oxidacion catalizadas por diferentes monooxigenasas de
Rhodococcus erythropolis DC 14 y Xanthobacter sp.
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Van der Werf y colaboradores, emplearon la bacteria Xanthobacter sp C20 para
biotransformar el limoneno; esta cepa dio lugar al epoxido 8,9 de limoneno. La
méaxima velocidad de bioconversion se observé a una concentracion inicial de
sustrato 12 mM y la cantidad del epéxido 8,9-limoneno fue de 0.8 g/L. La
bioconversion es fuertemente limitada por inhibicién por producto (Van der Werf et
al., 2000).

Las bacterias marinas Vibrio cholerae, Listonella damsela y Vibrio alginolyticus,
biotransformaron el limoneno a una mezcla de epoxidos, alcoholes, cetonas,
aldehidos y ésteres. Los ensayos se hicieron a 28 °C durante 6 dias en agitador

rotatorio (Houjin et al., 2006).
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Existen dos patentes que reportan la produccion de epdxidos de limoneno por
transformacion microbiolégica; en ambos casos utilizaron levaduras (US 435701 y
US 6943001).

Es de destacar que la mayoria de los trabajos realizados hasta la fecha para la
obtencién de epdxidos de limoneno han sido llevados a cabo con catalizadores
guimicos heterogéneos (Alarcén et al., 2007; Saikia et al., 2006; Cagnoli et al.,
2005; Gonzéalez et al., 2004; Villa et al., 2002). Algunos procesos reconocidos
como procesos “limpios”, basados en quimica verde, son la oxidacién de limoneno
con H,0O,, empleando un catalizador de titanio Ti-MCM-41 (tipo tamiz molecular
mesoporoso). Este catalizador presenta actividad catalitica hacia los epoxidos de
limoneno (1,2 y 8,9) y su produccion se lleva a cabo con una conversion del 52% y
una selectividad del 60% hacia los epdxidos en un tiempo de 7 h de reaccién
(Cagnoli et al., 2005). La oxidaciéon en fase liquida del limoneno, empleando
catalizadores heterogéneos de vanadio/titanio (V.0s/TiO,) preparados por
procedimientos sol-gel, permiti6 producir polimeros de limoneno, 6xido de

limoneno, carveol y carvona (Oliveira et al., 2006).

Por lo anterior, se seleccionaron las cepas de las bacterias de Rhodococcus
erytropolis DSM 43066 y Xanthobacter sp. DSM 6696 para biotransformar el

limoneno con miras a la produccion de los epdéxidos 1,2 y 8,9-limoneno.

3.1.2 Obtencion de epdxidos via catalisis quimica. Los epdxidos Opticamente
activos derivados del limoneno son moléculas de alto interés, por ser materia
prima clave en la sintesis de fragancias, productos farmacéuticos y saborizantes
artificiales; su sintesis se lleva a cabo utilizando el método tradicional consistente
en la transferencia directa de oxigeno, u oxidacion del limoneno. La existencia de
dos enlaces olefinicos (1,2 y 8,9) en la molécula del limoneno, ambos susceptibles
a oxidacién, pueden dar lugar a dos tipos de diastereoisomeros (Saikia et al.,
2006).
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Por lo anterior, en los ultimos afios se han dedicado esfuerzos para transformar
cataliticamente y selectivamente el limoneno. Hasta la fecha, uno de los mejores
meétodos para la epoxidacion enantioselectiva de olefinas no funcionalizadas es la
epoxidacion de Jacobsen-Katsuki, en la cual se emplean catalizadores basados en
complejos de salen de manganeso (lll) Opticamente activos y los agentes
oxidantes, hipoclorito de sodio o yodosilbenceno (Reyes et al.,, 2008). La
isomerizacion del sustrato es uno de los temas que mas se ha discutido debido a
gue a partir de cis-olefinas se obtienen mezcla de cis- y trans-epoxidos (Reyes et
al., 2008; Adam et al., 2002; Ito y Katsuki, 1999; Dalton et al., 1998). No obstante,
el mecanismo de la reaccién de epoxidacion de olefinas todavia se encuentra bajo
intenso debate (Reyes et al., 2008; Dalton et al., 1998; Palucki et al., 1998).

Reyes et al. (2008) evaluaron el efecto del tipo de agente oxidante, la quiralidad y
la estabilidad del catalizador de Jacobsen (Figura 42) en la epoxidacion
diastereoselectiva del R-(+)-limoneno. Estos autores propusieron un mecanismo
de reaccién modificado a Jacobsen-Katsuki para la epoxidacion asimétrica de R-
(+)-limoneno con complejos de salen de Mn (lll) (Figura 43), el cual involucra la
participacion de una especie oxidante activa al agente oxidante diferente a las
especies Mn" (oxo) (Figura 44).

Figura 42 Catalizador de Jacobsen. (a) Quiral; (b) Aquiral. (Tomado de Reyes et
al., 2008)
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Figura 43 Ciclo catalitico modificado propuesto para la epoxidacion Jacobsen-
Katsuki (Tomado de Reyes et al., 2008).
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Usando un sistema catalitico heterogéneo compuesto por tres fases: PW-
Amberlita/ peroxido de hidrogeno acuoso/ acetonitrilo, se llevd a cabo la
epoxidacion de limoneno. Barrera et al. (2007) propusieron para el proceso una
expresion cinética ajustada a los datos experimentales, considerando la
desactivacion del catalizador de orden uno con miras a poder simular y disefiar el

reactor bajo condiciones cercanas a las reales.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Microorganismo, medios de cultivo y reactivos

Microorganismo: Las cepas certificadas de las bacterias Rhodococcus erytropolis
DSM 43066 y Xanthobacter sp. DSM 6696 fueron adquiridas de la Coleccion

Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares DSMZ (Braunschweig,

Alemania).
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Medios de cultivo: Las materias primas requeridas para preparar el medio
complejo YGA (extracto de levadura 5.0 g/L, glucosa 2.0 g/L y agar 15 g/L) fueron
adquiridas de OXOID (Hampshire, Inglaterra).

Reactivos. El sustrato (R)-(+)-limoneno (98%), Tween 80, acetato de etilo
(299.8%) y otros solventes fueron grado analitico y adquiridos de Merck
(Darmstadt, Alemania). EI nitrdbgeno gaseoso se obtuvo de Aga-Fano

(Bucaramanga, Colombia).

3.2.2 Crecimiento celular. Las bacterias Rhodococcus erytropolis DSM 43066 y
Xanthobacter sp. DSM 6696 crecieron a 30 °C sobre caja petri en el medio de
cultivo YAG (agar levadura-glucosa); Xanthobacter, ademas, crecié expuesta a
gases de ciclohexano. Una vez crecidas las células bacterianas, se adicionaron 10
mL de medio salino (0.85% NaCl y 0.1% de Tween 80); luego se centrifugé y se
retird la solucién sobrenadante para obtener el pellet, que se lavd con solucion
buffer fosfato 50 mM. El pellet se disolvié en 7 mL de buffer y se almacené a 4 °C;

esta solucién de células fue utilizada para los ensayos de biotransformacion.

3.2.3 Ensayos de biotransformacion. La biotransformacion del (R)-(+)-limoneno
se llevo a cabo en el medio mineral (MM) reportado por Hartmans et al., (1989):
2.2 g KoHPO4, 1.7 g KH2PO4, 1.0 g (NH4)2SO4, 0.08 g MgCl,*6H,0, 0.005 g
MnCl,*4H,0, 0.003 g FeSO4*7H,0, 0.013 g CaCl,*2H,0, 0.001 g Na,MoO,*2H,0,
0.005 g ZnCl,*7H,0, 0.005 g CoCl,*6H,0, 0.001 g CuS0O,, 0.005 g NiSO4*6H,0,
0.43 g NaH,P0O4*2H,0, 0.001 g ZnSO4*7H,0 y 0.005 g EDTA, disueltos en 500

mL de agua destilada.

Los bioensayos se llevaron a cabo en viales head space de 15 mL provistos con
agitadores magnéticos estériles. A los viales se adicionaron 5 mL de medio MM
estéril y se inocularon con 300 uL de solucion de células y 10 pL de una solucion

de limoneno al 10%. Posteriormente se sellaron los viales con agrafes provistos
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con septa de silicona para evitar la evaporacion del limoneno. Los viales se
agitaron a 100 rpm y a 30 °C. La cinética del proceso de biotransformacion (PB)

se obtuvo por monitoreo del proceso con el tiempo cada 24 h, durante 180 h.

En este estudio se evalud la conversiéon del limoneno, determinada como se

expresa en la Ecuacién 4

(Ci—Cf)

i

Conversion % = [ ] * 100 Ecuacion 4

Donde Ci = Concentracion inicial de sustrato, Cf: Concentracion final de sustrato.

Para la cinética del proceso de biotransformacion se hizo seguimiento al consumo

de sustrato con el tiempo.

Finalmente se evalué el efecto de la concentracibn de sustrato sobre la
biotransformacion por R. erythropolis y Xanthobacter sp., analizando las
concentraciones de 170, 340, 510 y 850 mg/L. Todos los experimentos se

realizaron por duplicado

3.2.4 Extraccion, identificacion y cuantificacion de sustrato y productos de

reaccion

Extraccion: Finalizada la reaccién se realizé la extraccion del sustrato remanente
y de los productos de biotransformacién usando diclorometano (2*3 mL) como
solvente extractor. Se recolectd la fase organica y se secé con Na,SO,4 anhidro, se
concentro por corriente de nitrdgeno hasta obtener el volumen final de 1.0 mL y se
adicionaron 3 uL de n-tetradecano como estandar interno (istd). Se tomaron 2 pL

para el analisis cromatogréfico.
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Identificacién: El limoneno y los derivados oxigenados producidos se identificaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
usando un cromatégrafo Agilent modelo 6890N (Palo Alto, CA, USA) acoplado a
un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975C con un sistema
detector de ionizacion por impacto de electrones (70 eV) y un analizador de masas
cuadrapolo, operado en modo full scan de 40-400 Dalton (m/z). La relacién Split
fue 1:13 y se us6 un inyector automatico Series HP 7683. Se utilizd una columna
capilar DB-WAX (60 m de largo x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 ym de
espesor). La temperatura del inyector se programé a 45 °C mantenida durante 10
minutos, a una velocidad de calentamiento de 3 °C/min hasta 220 °C, y luego se
mantuvo por 30 min. La identificacion de los compuestos se realiz6 comparando
los espectros de masas de las muestras con los espectros de los compuestos
presentes en las bases de datos espectrales ADAMS, NSB 75K, 138K NIST 05 y
WILEY disponibles en el sistema de datos G1701BA HP Enhanced Chemstation.

Cuantificacion: La cuantificacion del limoneno remanente se realizé por el

método del estdndar externo (Anexo 5).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Crecimiento celular. Las colonias de R. erythropolis fueron de color rosado
y ligeramente viscosas sobre YAG, mientras las de Xanthobacter sp., fueron de
color amarillo y aiin més viscosas. A 30 °C, las bacterias crecieron a los 4 y 8 dias,

respectivamente.

3.3.2 Biotransformacién. En la Figura 44 se muestra la evoluciéon de la
concentracion de limoneno con el tiempo; se observa que el consumo de este
sustrato ocurre mas rapidamente cuando se utiliza R. erythropolis; a las 48 h de
reaccion, ya no hay limoneno en el medio, mientras que en el caso de Xantobacter

sp., a este tiempo hay una concentracion de limoneno aproximadamente del 58%.
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Ademas, R. erythropolis, consume el limoneno como fuente de carbono y energia
y para la transformacion microbiana de éste sustrato. A diferencia, Xanthobacter
sp., solo utiliza el limoneno para su desarrollo. La literatura reporta que la cepa
Xanthobacter sp C20 o 124X, tiene capacidad para transformar el limoneno
oxidandolo al epoxido 8,9-limoneno (Van der Werf, 2000); a su vez, hidroxila y
oxida sustratos hidrofébicos, como los compuestos aromaticos, estireno, tolueno y

acido hidroxifenilacético (Hartmans et al., 1989).

Figura 44 Seguimiento con el tiempo del proceso de biotransformacion del
limoneno por accion de bacterias usando una concentracion de limoneno de
850 mg/L
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La biotransformacién de (R)-(+)-limoneno por R. erythropolis, se llevé a cabo en el
medio mineral (MM) de pH 7.0 utilizando diferentes concentraciones de sustrato,
170 - 850 mg/L. Cuando la concentraciéon fue de 170 mg/L, el principal producto
obtenido fue el linalol, en una cantidad relativa del 30.4% a las 48 h, mientras que
a las 72 h fue de 58.7%. Al incrementar la concentracion de sustrato 5 veces (850

mg/L) se pierde selectividad y se forman otros DOL: un alcohol, el linalol (0.15%),
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un epoxido, oxido trans 1,2-limoneno (0.10%) y una cetona, carvona (0.071%). En

la Figura 45, se ilustra el cromatograma respectivo.

Los tres productos generados se obtienen por reacciones de hidroxilacion-
oxidacion y ruptura ciclica de la molécula del limoneno, probablemente a través de
reacciones catalizadas por las enzimas sintetizadas por R. erythropolis DSM
43066 (Figura 46). Sin embargo, el grado de conversion alcanzado fue sélo del

0.32%, contribuyendo el epoxido de limoneno en 0.10%.

Figura 45 Cromatograma del proceso de biotransformacion del limoneno por la
accion de R. erythropolis a 850 mg/L de limoneno, 72 h de reaccion. (Linalol tg,

11.578 min, oxidos trans limoneno tg, 12.561 min y carvona tg, 15.301min)
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Figura 46 Biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por bacteria R. erythropolis DSM
43066, medio mineral de pH 7.0, a 28 °C, 100 rpm con agitacion mecanica a, 48 h

de reaccion y concentracion de sustrato 850 mg/L
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Con base en los resultados mostrados, y debido a los bajos valores de conversion
alcanzados, se tomo la decision de no continuar con el estudio usando bacterias, y

se procedi6 a evaluar los hongos para biotransformar el (R)-(+)-limoneno.
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4. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION DEL
LIMONENO POR Aspergillus niger DSM 821. ESCALAMIENTO Y
BIOACTIVIDAD

4.1 INTRODUCCION

Como resultado de la oxifuncionalizacion microbiana del limoneno, se obtiene el
alcohol perilico (POH), monoterpeno ciclico (Figura 47) presente en forma natural
en el AE de plantas como lavanda (Lavandula hybrida), hierbabuena (Mentha
spicata), menta (Mentha piperita), apio (Perilla frutescens), alcaravea (Prunas sp y
Carum carvi), cerezas (Eugenia uniflora) y mora (Morus nigra) (Belanger, 1998;
Gupta y Myrdal, 2004).

Figura 47 Estructura del alcohol perilico

OH

El POH obtenido por oxidacion del limoneno se considera el derivado de mayor
valor comercial (US $-300/kg), un valor 100 veces mayor al limoneno; sin
embargo, la extraccién del POH a partir de las fuentes naturales mencionadas
anteriormente, no es rentable econdmicamente por la baja concentraciéon (menor

al 0.1% p/p) en que se encuentra (Nakayama et al., 1978; Wang et al., 1997). Por
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ello, hoy la produccién del POH y sus derivados peril aldehido (PCHO) y &cido
perilico (PCOOH), a escala industrial, se realiza mediante sintesis quimica a partir
de B-pineno y limoneno. No obstante, utilizando B-pineno el rendimiento es mas
bajo y el proceso es menos amigable ambientalmente (Cagnoli et al., 2005; Duetz
et al., 2003). En el caso del limoneno, las propiedades similares de los carbonos
metilicos y metilénicos alilicos en la molécula, dificultan la incorporacion especifica
de grupos hidroxilos o carbonilos dando lugar generalmente a mezclas de

terpenoides.

Los inconvenientes sefialados con la catdlisis quimica en la oxifuncionalizacién de
monoterpenos hacen que la via biocatalitica se presente como una alternativa, por
ser un proceso ambientalmente amigable, realizarse en condiciones suaves de
reaccion y dar lugar a reacciones quimio, regio y estéreo selectivas (De Carvalho,
2011).

En general, los aceites esenciales ricos en monoterpenos se reconocen por su
funcibn como conservantes y antioxidantes naturales y por su actividad
anticancerigena (Fisher y Phillips, 2008; Sandri et al., 2007; Schelz et al., 2006;
Crowell, 1999). El limoneno y algunos de sus derivados oxigenados como el
alcohol perilico (POH), el carveol, el mentol y la cetona carvona, poseen actividad
bioldgica in vivo para interrumpir o inhibir la progresion metastasica de células de
melanoma, y para destruir tumores malignos existentes debido a la capacidad de
inhibiciébn de la prenilacion proteinica (farnesil transferasa) y de la apoptosis
(Peffley et al., 2007; Chung et al., 2006; Xu et al., 2004).

Ante el marcado incremento mundial de pacientes con riesgo de cancer, en los
altimos afos se ha incrementado notablemente la demanda de compuestos
anticancerigenos (Skouridou et al., 2004); el POH y el acido perilico (PCOOH),
derivados oxigenados en el C-7 del limoneno, son compuestos interesantes por su

poder medicinal, demostrado en diferentes pruebas preclinicas in vitro e in vivo; el
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POH se reconoce como agente no toxico con propiedades terapéuticas y
quimiopreventivas potenciales para el tratamiento de canceres de pancreas y
mama (Peffley et al., 2007; Yuri et al., 2004; Pohanish et al., 2002; Bailey et al.,
2002), de pulmén (De Caravalho, 2005; Yuri et al., 2004), higado, colon, piel y
prostata (Pohanish et al., 2002; Gerhauser et al., 2003) y de ovario (Chung et al.,
2006; Bailey et al., 2002). ElI POH ha sido sometido a pruebas preclinicas de Fase Il,
sin embargo, los estudios de su aplicacion en humanos todavia estan restringidos
por la estabilidad y el escaso conocimiento de su mecanismo de accion (Peffley et
al., 2007). Con el primer producto de oxidacion del POH, el peril aldehido (PCHO),
se realizd un screening con células tumorales y se evalué su citotoxicidad, con el

objeto de utilizarlo también como medicamento.

Ademas, el POH, el PCHO y el PCOOH han sido objeto de estudio en la busqueda
de nuevos farmacos naturales quimioterapéuticos para el tratamiento de
leishmaniasis. Nifio et al., evaluaron la actividad de los tres DOL como agentes
anti-Leishmania utilizando promastigotes de L. amazonensis y lesiones derivadas
de amastigotes; el POH present6 un IC50s de 0.8+0.08 y 5.2+0.18 mM,
respectivamente; mientras que el PCHO fue de IC50s de 68+4 y 152+40 yM (Nifio
et al., 2005). Adicionalmente, estos autores realizaron estudios in vivo de toxicidad
con ratones tratados topicamente o intracelularmente con POH y PCHO por 15
dias; al no encontrar efectos colaterales sistémicos o locales realizaron ensayos
con células tumorales BABL de ratones adicionando POH durante 3 semanas; los
resultados mostraron que POH tiene respuesta terapéutica significativa con

retardo en la aparicion de lesiones (Nifio et al., 2005).

Produccion biocatalitica de POH

Los procesos de biotransformacién del limoneno utilizando células completas de

diferentes microorganismos: hongos, bacterias, levaduras y plantas, han permitido
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la produccion del POH y el PCOOH gracias a la hidroxilacion regioselectiva del

grupo metil (C-7) del anillo del limoneno.

Bacterias

Chatterjee y Bhattacharyya (2001) encontraron que la Pseudomona putida MTCC
1072 biotransforma el limoneno en POH (36%) y p-menta-1-eno-6,8-diol (44%),
productos que fueron caracterizados por FTIR y RMN. Un screening realizado a
1800 bacterias permitié seleccionar a Mycobacterium HXN-1500, por su capacidad
especifica para hidroxilar el C-7 del limoneno. Posteriormente, la alcanohidroxilasa
de Mycobacterium fue clonada y co-expresada en Pseudomonas putida. La
enzima resultante presentd una actividad especifica de 3U/g de células secas y
transformé el limoneno en fase organica [bis-(2-etilhexil)-ftalato] a las 75 h en POH
a escala de gramos (6.8 g/L) empleando un biorreactor de 2L y una densidad
celular de 15 g/L. Adicionalmente se produjo 0.14 g/L de PCOOH (Van Beilin et al.,
2005).

La biotransformaciéon del limoneno empleando la bacteria Pseudomona putida
DSM 12264 produjo PCOOH mediante la aplicacion de un sistema integrado
consistente en la recirculacion continua del caldo no filtrado y recuperacion in situ
del producto (ISPR) por acople al biorreactor de una columna de lecho empacada
con una resina de intercambio iénico (Amberlita IRA 410 CI). La produccién de 31
g de PCOOHY/L hace que este sea uno de los procesos de biotransformacion de

terpenos mas exitosos a la fecha (Mirata et al., 2009).

Las bacterias marinas Vibrio cholerae, Listonella damsela y Vibrio alginolyticus
biotransforman el limoneno, obteniendo una mezcla de productos: alcoholes
dentro de los que se encuentra el POH, epoxidos, cetonas, aldehidos y ésteres.
Los bioensayos se hicieron a 28 °C durante 6 dias en agitador rotatorio (Houjin et
al., 2006).
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Para incrementar las propiedades lipofilicas del POH e investigar su actividad
biolégica, este compuesto se esterificd con &cido decanoico empleando lipasas de
varas fuentes: Pseudomona cepacia (PcL) y Candida cylindracea (CcL) (Skouridou
et al, 2004).

Hasta el momento se han publicado diferentes patentes referentes a la aplicacion
de bacterias como biocatalizadores para producir POH a partir de limoneno (Duetz
et al., 2003; Chastain et al., 1999; Jourdat et al., 2002). Existen también patentes
registradas para la preparacion de acidos y ésteres perilicos por pirélisis de 1,2
diésteres de limoneno y para la preparacion de alcohol perilico y acetato de perililo
por catalisis quimica acida a partir de 6xido de B-pineno (Chastain et al., 1999). En

el Figura 48 se ilustra el proceso de biotransformacion del limoneno con bacterias.

Hongos

Menéndez y colaboradores (2002) realizaron la biooxidacion del limoneno
empleando una cepa de A. niger BFQU 68, y produjeron POH (28,5%) y acidos
grasos de cadena corta (propanoico, isobutirico e isopentanoico). Para interrumpir
la produccion de acidos grasos sin afectar la del POH, se adicioné ketoconazol al
medio como inhibidor de oxidasas citocromo P450, logrando con ello alcanzar la
maxima selectividad (100%). Otras especies de Aspergillus, como A. cellulosae,
presentan capacidad para transformar los dos isémeros del limoneno. A partir del
(R)-(+)-limoneno se obtienen isopiperitenona, limoneno-1,2-diol, carveol y POH,
mientras que el S-(-)- limoneno produce POH, trans limoneno-1,2-diol vy

neodihidrocarveol, como productos principales (Noma et al., 1992).

Usando una suspension de esporas (SS) de A. niger DSM 821 de concentracion
4*10* esporas/mL en el medio YMPG de pH 6.5, y una concentracién 4.9 mM de
limoneno, a 28 °C y 300 rpm y 6 dias de reaccién, se obtuvo como producto
principal POH (14.7%, 76.3 mg/L) (Castellanos, 2007).
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Con el micelio de Fusarium verticilloides se biotransformé el limoneno a derivados
hidroxilados, dentro de los que se encuentra el POH, que fue purificado por
cromatografia de columna usando silica gel 60 e identificado por *H-RMN. El
medio liquido utilizado para la transformacién microbiana fue un medio complejo
de pH 7.0 constituido por licor de maiz, extracto de levadura y glucosa. La
reaccion se llevé a cabo a 30 °C y 100 rpm, adicionandose secuencialmente el
limoneno 12 mM cada 24 horas durante un tiempo total de 60 horas. El trabajo
hizo énfasis en la identificacion del POH, sin reporte alguno del rendimiento (de

Oliveira y Strapasson, 2000).

Los hongos psicrotroficos Mortierella minutissina, Chrysosporium pannorum, M.
alpina, Penicillium chrysosgenum, P. cyclopium y P. islandicum también fueron
evaluados en la biotransformacion del limoneno para producir POH (121 mg/L) en
medio YMPG (Tritek y Fiedurek, 2005).

Figura 48 Biotransformacién del limoneno por células de bacterias
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Figura 49 Productos de biotransformacion de limoneno, utilizando diferentes
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Levaduras

Martins et al. (2007) evaluaron las levaduras Candida parapsilosis y Yarrowia
lipolytica en la biotransformacion de D-limoneno en medio YMPG. Las variables
independientes fueron el pH evaluado entre 6.8 y 7.2 y la temperatura entre 28 y
30°C, a una concentracion de sustrato fija (0.2% v/v). Se midi6 la biomasa antes y
después de la adicion de limoneno y los productos formados. Las levaduras
presentaron capacidad para transformar el limoneno y producir PCOOH como

producto principal (Martins et al., 2007).
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Células vegetales

La biotransformacion del limoneno con células de Picea abies alcanzé una
conversion del 4% de R-(+)-limoneno distribuida en los derivados oxigenados,
POH, epodxido 1,2 limoneno, carveol y 1,8-cineol (Lindmark-Henriksson et al.,
2004).

En el presente trabajo se evalud la capacidad de Aspergillus niger DSM 821 para
biotransformar el (R)-(+)-limoneno y producir principalmente POH. Se midi6 el
efecto de diferentes variables con el fin de optimizar el proceso a escala de
laboratorio (5 mL) y luego escalar a volimenes 10 y 100 veces mayor. Ademas, se
tratd de aislar el POH del medio de bioconversion y de los demas productos
presentes. Posteriormente se evalud la posible bioactividad del extracto de

biotransformacion.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Quimicos y reactivos. El (-)-alcohol perilico fue proporcionado por Sigma-
Adrich (Steinheim, Suiza). Los demés reactivos y solventes fueron de grado

analitico.

4.2.2 Microorganismo y cultivo. La cepa de Aspergillus niger DSM 821 se
obtuvo de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares DSMZ
(Braunschweig, Alemania). Los medios de cultivo sélido PDA (papa dextrosa agar,
pH 5.6 £ 0.2) y MEA (agar extracto de malta, pH 5.4 + 0.2), y las materias primas
requeridas para preparar el medio complejo de YGA (extracto de levadura 3.0 g/L,
extracto de malta 20 g/L, glucosa 20 g/L, peptona bacteriologica 1.0 g/L y agar 20
g/L, pH 6.0), YMPG (extracto de levadura 5.0 g/L, extracto de malta 10 g/L,
glucosa 10 g/L y peptona bacterioldgica 5.0 g/L), MYB (extracto de levadura 3.0
g/L, extracto de malta 20 g/L, glucosa 10 g/L, peptona bacteriolégica 10 g/L) y YG
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(extracto de levadura 3.0 g/L, extracto de malta 20 g/L, glucosa 20 g/L, peptona
bacteriol6gica 1.0 g/L) fueron comprados a OXOID (Hampshire, Inglaterra).

4.2.3 Cinética de crecimiento microbiano de Aspergillus niger DSM 821 en
medio soélido. Aspergillus niger DSM 821 fue cultivada en los medios PDA, MEA
y YGA a 28 °C durante 10 dias; su cinética de crecimiento fue establecida por
seguimiento del diametro de la colonia con el tiempo, y se determind la velocidad
de crecimiento radial (VCR, mm/h) de acuerdo con el método de Trinci y Pirt
(Trinci, 1969; Pirt, 1975). El medio de crecimiento se selecciond con base en la
mayor VCR, y posteriormente fue empleado para el mantenimiento periédico de la

cepa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.2.4 Evaluacién de la actividad antifungica del sustrato. La actividad
antifangica del sustrato se evalu6 adicionando diferentes concentraciones de (R)-
(+)-limoneno (0 -75.0 mM) al medio MEA antes de su gelificacion; posteriormente,
los medios fueron inoculados con 20 pL de SS (1.0*107 esporas/mL). Durante 8
dias de crecimiento del hongo se determind la variacion del diametro de las
colonias. Los porcentajes de inhibicion se calcularon utilizando la Ecuacion 2
(Numeral 2.2.2). La concentracién de limoneno que inhibe méaximo un 25% el
crecimiento de A. niger se definié como la minima inhibitoria (CMI) y la que inhibe

el 100%, como concentracion letal (CL).

4.2.5 Optimizacién del proceso de biotransformacién de (R)-(+)-limoneno

utilizando Aspergillus niger DSM 821 a escala de laboratorio

o Preparaciéon de la suspensiéon de esporas (SS). Las esporas obtenidas
en el medio previamente seleccionado, y crecidas durante siete dias, fueron
resuspendidas en 10 mL de una solucion salina NaCl al 0.85% y Tween 80 al

0.1%; posteriormente se realizO el recuento en camara de Neubauer. La
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concentracion de esporas con la que se inoculé el medio de biotransformacion fue

de 1*10” esporas/mL.

o Cinética de crecimiento de A. niger en medio liquido. La cinética de
crecimiento de Aspergillus niger  se realiz6 por seguimiento de la biomasa
producida en los medios liquidos YMPG, MYB y YM de pH 5.0 ajustado con buffer
citrato-fosfato 0.1 M, cada 24 h durante 15 dias. La concentracion de biomasa se
determiné gravimétricamente, previo lavado, filtrado del micelio en papel Whatman
N.°1 y secado a 105 °C durante 24 h. La velocidad especifica de crecimiento (p)
del hongo en cada medio de cultivo, se determind estableciendo la pendiente de la
recta de la grafica semi logaritmica concentracion de biomasa versus tiempo (Eng

et al., 2003). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

o Proceso general de biotransformacion a escala de laboratorio. Los
bioensayos fueron llevados a cabo en viales de 22 mL provistos con tapones de
tefléon, que contenian 5 mL de medio liquido estéril inoculados con 50 pL de SS de
concentracion 1.0*10" esporas/mL. Los medios fueron preincubados a 28 °C
durante 72 h con una agitacion de 300 rpm, empleando un agitador orbital
(Heidolph Vibramax 100). Finalizado el tiempo de pre-incubacion, la reaccion de
biotransformacién se inicié adicionando (R)-(+)-limoneno en la concentracion
preestablecida para cada experimento. La transformacién microbiana fue
monitoreada en el tiempo. Todos los experimentos se realizaron por duplicado y
se utilizaron blancos, blanco de biomasa (suspensiéon de esporas en el medio de
reaccion sin sustrato) y blanco de sustrato (medio de reaccion y sustrato sin
suspensién de esporas) para determinar la posible catélisis acida. En cada caso
se utilizaron muestras destructivas. Los productos obtenidos y el sustrato

remanente fueron extraidos y analizados por CG-EM.

o Variables de estudio. Las variables de estudio del proceso de

biotransformacion del limoneno por A. niger fueron: efecto inductor del sustrato,
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efecto del pH, del etanol como cosolvente, del medio de biotransformacion, de la
fase de crecimiento del hongo y de la concentracion de sustrato. La seleccion del
mejor valor de cada variable se realizé con base en la concentracion de POH
formado (mg/L) (bioconversion) y la selectividad de la reaccion. También se

determind la conversién de sustrato utilizando la Ecuacién 5

(Ci-Cf)
Ci

Conversion % = [ ] * 100 Ecuacion 5

Donde Ci = Concentracion inicial de sustrato, Cf: Concentracion final de sustrato.
A continuacion se detalla el procedimiento para evaluar cada variable.

a. Efecto inductor de (R)-(+)-limoneno. Teniendo en cuenta los resultados
de Castellanos (2007) se utilizé el medio YMPG para evaluar el posible efecto
inductor del (R)-(+)-limoneno en la biotransformacion; solo que en este caso el pH
del medio (6.5) se ajustd con buffer citrato-fosfato 0.1 M. El medio se inoculé con
50 pL de SS de concentracién 1.0¥10" esporas/mL obtenidas creciendo el hongo
en 20 mL de medio MEA a 28 °C en presencia de inductor (0.74 mM de (R)-(+)-
limoneno) (Tan y Day, 1998). La incubacion del hongo en el medio se realiz6
durante 72 h a 28 °C y 300 rpm y posteriormente se dio inicio a la reaccién de
biotransformacion adicionando 50 pL de una solucion etandlica de limoneno al
20% equivalente a una concentracion en el medio de (R)-(+)-limoneno 12 mM. La
biotransformacién microbiana se monitoreé periédicamente durante 6 dias. Como

control se utilizé SS crecidas sin inductor.
b. Efecto del pH del medio. El buffer citrato-fosfato 0.1 M fue utilizado para

ajustar el pH del medio liqguido YMPG en valores de 3.5, 5.0 y 6.5; posteriormente

fueron realizadas las reacciones de biotransformacion de acuerdo con la
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metodologia anteriormente descrita. Los experimentos se llevaron a cabo por

duplicado.

C. Efecto de etanol en el medio de bioconverion. Para evaluar el efecto del
etanol como cosolvente en la biotransformacion del limoneno, se prepararon
soluciones del sustrato disuelto en etanol absoluto de diferente concentracion O,
10, 20 y 40%. En cada caso, a 5 mL de medio YMPG de pH 5.0 se adicion6 un
volumen de solucion etandlica de limoneno de modo que la concentracion de
limoneno en el medio fuera constante: 12 mM. Los experimentos de

biotransformacion se realizaron por duplicado como se describié anteriormente.

d. Efecto del medio de biotransformacion. Los experimentos de
biotransformacion fueron llevados a cabo en los medios liquidos, YMPG, MYB y
YM de pH 5.0 ajustado con buffer citrato-fosfato 0.1 M, bajo las condiciones
especificadas previamente y utilizando una concentracion final en el medio de (R)-
(+)-limoneno 12 mM a partir de una solucién etandlica de limoneno al 20%. La
cinética de biotransformacion microbiana se monitored periédicamente durante 6
dias de reaccién. El medio liquido en el que se obtuvo la mayor bioconversion fue

seleccionado para evaluar las demas variables.

e. Efecto de la fase de crecimiento del hongo. Para apreciar el efecto de la
fase de crecimiento de A. niger DSM sobre la biotransformacion de (R)-(+)-
limoneno se realizaron los experimentos creciendo el hongo de forma
independiente en el medio MYB de pH 5.0 ajustado con buffer citrato-fosfato 0.1
M. El microorganismo fue cultivado durante 6 horas, 1, 3, 5 y 7 dias, que
corresponden a las fases de latencia, exponencial temprana, exponencial media,
exponencial tardia y estacionaria, respectivamente. Una vez crecido A. niger en
cada fase, se adicion¢ el (R)-(+)-limoneno al medio, a una concentracion final de
12 mM. La cinética de transformacion microbiana fue monitoreada en cada caso a

los 0, 3, 6 y 9 dias de reaccion. La fase de crecimiento con la que se obtuvo la
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méaxima concentracion de alcohol perilico fue seleccionada para evaluar los deméas
parametros. Los ensayos fueron realizados por duplicado y se evalud la posible

catalisis acida.

f.  Efecto de la concentracion de sustrato. El efecto de la concentracion de
(R)-(+)-limoneno sobre la biotransformaciéon por A. niger DSM 821 fue examinado
utilizando diferentes concentraciones de limoneno en el medio MYB de pH 5.0 (O,
12, 25, 50, 75 y 100 mM) en un tiempo de reaccion de 6 dias. Se consideré como
concentracion 6ptima aquella en la que se obtuvo mayor selectividad y mayor

bioconversion.

4.2.6 Extraccion, identificacion y cuantificacion de (R)-(+)-limoneno

remanente y productos de biotransformacién

Extraccion liguido-liquido y concentracién de productos: Los productos y el
sustrato remanente, obtenidos de los experimentos de biotransformacion fueron
extraidos dos veces con AcOEt (2 * 2.5 mL) seguido de centrifugacion a 4000 rpm
durante 5 min. La fase organica se recolect6 y sec6 con Na,SO, anhidro, luego se
concentr6 con corriente de N,. Posteriormente se adicionaron 3 pL de n-
tetradecano (estandar interno), se aforé a 1 mL y se tomaron 2 pL para el analisis

cromatografico.

Para evaluar la eficiencia de la extraccion se prepararon tres soluciones de (R)-
(+)-limoneno que contenian 5 mL de medio MYB de pH 6.5y 12.5 yL de limoneno
(14.7 mM); se agitaron a 150 rpm durante 30 min, y posteriormente se realizé la
extraccion liquido-liquido y la concentracion de las muestras, como se describio
anteriormente. De igual manera, se procedio con el derivado oxigenado POH, solo
gue la cantidad adicionada al medio equivalié a una concentracion 10 mM (1520
mg/L). A su vez, se prepararon blancos, soluciones en AcOEt que contenian

cantidades exactas de las concentraciones de analisis del limoneno y POH vy del
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istd. La comparacion de los valores de concentracion promedio de los respectivos
blancos y de las muestras extraidas permiti6 determinar la EE del proceso,

utilizando la Ecuacién 6

(masa analito recuperado) ]

EE % = | * 100  Ecuacion 6

masa de analito adicionado

Identificacién: El limoneno remanente, los derivados oxigenados formados y
demas productos de biotransformacion fueron identificados por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) utilizando un cromatografo
Agilent modelo 6890N (Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector selectivo de
masas Agilent Technologies 5975C con un sistema detector de ionizacion por
impacto de electrones (70 eV) y un analizador de masas cuadrupolo, operado en
modo full scan de 40-400 Dalton (m/z). La relacion Split fue 1:13 y se uso un
inyector automatico Series HP 7683. Se utilizd una columna capilar DB-WAX (60
m de largo x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 ym de espesor). La temperatura
del inyector se programé a 45 °C, se mantuvo por 10 min, y luego se elevé a una
velocidad de calentamiento de 3 °C/min hasta 220 °C, y a esta temperatura se
mantuvo por 30 min. La identificacién de los compuestos se realizé comparando
los espectros de masas de las muestras con los espectros de los compuestos
presentes en las bases de datos espectrales ADAMS, NSB 75K, 138K NIST 05 y
WILEY disponibles en el sistema de datos G1701BA HP Enhanced Chemstation.

Cuantificacién: La cuantificacion de limoneno remanente y de POH producido en
los ensayos de biotransformacion microbiana se realizé por el método de estandar
externo por CG-EM. Para la cuantificacion del POH se prepararon cuatro
soluciones en acetato de etilo de diferentes concentraciones (400, 800, 1200 y
2000 mg/L), cada una por triplicado. A 5 mL de cada solucion se adicionaron 15 L
de n-tetradecano como patron (2280 mg/L). Las soluciones preparadas se
utilizaron para realizar la respectiva curva de calibracion del alcohol terpénico

establecida por analisis de regresion lineal y determinada por el programa
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estadistico Statgraphics Centurion XV. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Para el analisis de regresion lineal se uso el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV, y las curvas de calibracion se definieron segun la ecuacion X = m*C
+ b, donde X: &rea de pico, m: pendiente calculada, c: concentracion del patron en
mg/l, b: constante calculada. El RMSE fue calculado segun la definicion:

RMSE = [_Z}LlEiz &

(n-2)
Donde n= numero de patrones, E: error de cada medicion.

Adicionalmente, se determinaron los respectivos limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion, (LOQ), con base en los parametros de la regresion lineal,
empleando la metodologia RMSE, recomendada por la US EPA (Corley, 2003),

expresados en unidades de concentracion y definidos como:

LOD = (3 * RMSE)/m

LOQ = (10 * RMSE)/m
Para cada andlisis se obtuvieron tres datos de areas y tiempos de retencion y se
analizé la precision (repetibilidad) con base en la desviacion estandar relativa
expresada como porcentaje (RSD%). La cuantificacidbn se hizo empleando las

curvas de calibracién obtenidas y usando los factores de respuesta de cada

componente con las siguientes relaciones:
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Donde Cm: concentracion de la muestra; Am: area del pico de la muestra; fr: factor

de respuesta; Ap: area del pico del patron; Cp: concentracion del patrén.

Para la cuantificacion de otros productos de biotransformacion se tuvo en cuenta
el factor de respuesta del patron interno n-tetradecano y la relacion de area del
compuesto a cuantificar; todos los experimentos de biotransformacion se
realizaron por duplicado, asi la concentracion de sustrato remanente y los

productos de biotransformacion se expresaron como el promedio.

4.2.7 Andlisis estadistico. Los ensayos de actividad antifingica se realizaron por
triplicado. Los experimentos de biotransformacion se realizaron dos veces y cada
prueba se llevo a cabo por duplicado. En total se obtuvieron cuatro replicas. La
concentracion de sustrato remanente y los productos de biotransformacion se
expresaron como el promediotxdesviacion estandar. Para los calculos se utiliz6 el

programa Microsof Office Excell 2007.

4.2.8 Escalamiento del proceso de biotransformacién por A. niger DSM 821

4.2.8.1 A escala de 50 mL de medio. La biotransformacion del (R)-(+)-limoneno
por A. niger DSM 821 en un volumen de medio de 50 mL se llevé a cabo utilizando
las condiciones Optimas de cada variable encontradas en los bioensayos en
microescala (5 mL). Inicialmente se evalu6 el efecto de la morfologia del
biocatalizador, suspension de esporas, SS (sin-precultivo) y micelio (con-
precultivo), sobre la biotransformacion. Para cada sistema fue necesario
establecer previamente la curva de crecimiento del hongo en 50 mL de medio
estéril MYB de pH 5.0 ajustado con buffer citrato-fosfato 0.1 M, con el fin de
determinar el tiempo en el que el hongo se encuentra en la fase exponencial

media, fase 6ptima de crecimiento.
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Sin-precultivo: Se tomaron 50 mL de medio provistos en frascos tapa rosca de
250 mL y se inocularon con 50 yL de SS de concentracién de esporas 1*10’
esporas/mL. El periodo de incubacion a 28 °C y 300 rpm fue de 96 h.
Posteriormente se dio inicio a la biotransformacion adicionando el (R)-(+)-limoneno
en solucion etandlica al 20%. La concentracion de sustrato fue 50 mM. El tiempo

de reaccion fue de 6 dias. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Con pre-cultivo: 45 mL de medio MYB de pH 5.0 estéril se inocularon con micelio
de A. niger obtenido por cultivo en 5 mL del mismo medio durante 72 h, a 28 °C y
300 rpm. La mezcla medio-biocatalizador de 50 mL, se incub6 durante 84 h a 28
°C y 300 rpm. Posteriormente se adicioné el sustrato en concentraciéon 50 mM y se
mantuvieron las condiciones de reaccién durante 6 dias. Los experimentos se

realizaron por duplicado.

Para ambos sistemas (Sin pre y Con pre-cultivo) se realizé la extraccion con
acetato de etilo (2 * 15 mL) de los productos y de sustrato remanente. Del extracto
se tomo6 una alicuota de 5 mL, se secO con Na,SO, anhidro, se concentré con
corriente de N,, se adicion6 3 pL de n-tetradecano y se aforé a 1 mL. Se tomaron

2 uL para el analisis cromatogréafico.

4.2.8.2 A escala de 500 mL de medio. Para establecer el tiempo correspondiente
a la fase exponencial media de A. niger se hizo la curva de crecimiento en 500 mL
de medio MYB de pH 5.0 a 200 rpm y 28 °C en el biorreactor New Brunswick
Scientific BioFlo 110. Se evaludé el efecto de la velocidad de agitacion y de
aireacion sobre la biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821,
aplicando el disefio experimental factorial multinivel 22. Cada variable se evalu6 en
tres niveles (alto-medio-bajo), y la variable respuesta, fue la concentraciéon (mg/L)

de DOL formado. En todos los casos, el tiempo de reaccion fue de 6 dias.
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Finalizado cada bioensayo se filtré el micelio de A. niger DSM 821, se adicionaron
50 mL de la mezcla de reaccién y se realiz0 la respectiva extraccion con AcOEt

(2*15 mL), siguiendo la metodologia indicada anteriormente en 50 mL de medio.

Con base en las condiciones 6ptimas de velocidad de agitacion y de aireacion,
arrojadas por el andlisis de resultados del disefio experimental aplicando
metodologia de superficie de respuesta y analisis de optimizacion multivariable, se
determind la aproximacion tedérico-experimental llevando a cabo nuevamente el

experimento de biotransformacion del limoneno (2 veces).

Posteriormente se realizd la extraccion de productos y sustrato remanente del
medio de bioconversion utilizando alicuotas de 50 mL. Se recolectd la fase
organica, y el extracto concentrado de biotransformacion se utilizé para los

ensayos de bioactividad.

4.2.9 Purificacion del POH del extracto de biotransformacion. El extracto en
AcOEt de las biotransformaciones del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821,
obtenido bajo las condiciones éptimas de velocidad de aireacion y agitacion en el
biorreactor, se concentr6 por micro-destilacién fraccionada (10 veces). Del
concentrado obtenido se tomaron 5 mL y se aplicaron a una columna de Silica Gel
60 (14.5 x 1.8 cm) equilibrada con una mezcla diclorometano-acetona 9:1
(Abraham et al., 1986). Los productos fueron eluidos a una velocidad de 1.0
mL/min, recolectandose fracciones de 4 mL. Las fracciones obtenidas se
analizaron por TLC usando platos de Silica Gel (Merck) y diclorometano-acetona
9:1 como eluente (Abraham et al., 1986). Los platos se secaron y aspersaron con
solucion de vainillina-acido sulfarico-etanol (0.5 g: 0.5 mL: 9 mL) (Gilbert y Martin,
2006) y calentaron a 100 °C por 1 min para colorear los metabolitos. La
identificacion de los compuestos eluidos se realiz6 por comparacion con el R¢ de

patrones de limoneno y de POH.
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4.2.10 Bioactividad del extracto de biotransformacion del (R)-(+)-limoneno
por A. niger DSM 821. Para determinar la posible aplicacion del extracto de
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821 concentrado
obtenido bajo condiciones Optimas de operacién en biorreactor (muestra 2) y
solucién patron de POH en AcOEt (muestra 5), se evalud la citotoxicidad en
células de mamifero y la actividad anti-Trypanosoma cruzi, y anti-Leishmania en el
Laboratorio de Quimioterapia del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales (CINTROP-UIS). Ademas se determiné la capacidad antioxidante del

extracto.

o Citotoxicidad en células de mamifero y la actividad anti-Trypanosoma
cruzi, anti-Leishmania. Los compuestos fueron pesados entre 2-3 mg y disueltos
en dimetilsulféxido (DMSO). Las soluciones stock se almacenaron a -20 °C. El
Nifurtimox, la Amfotericina B (AmB) y la miltefosina fueron utilizados como

medicamentos de referencia.

a. Prueba de actividad antiparasitaria. Los epimastigotes de T. cruzi,
promastigotes de L. chagasi y L. panamensis fueron expuestos a diferentes
concentraciones (0.1-100 pg/mL) de los compuestos 1y 4 durante 72 h a 28 °C.
Células control permanecieron sin el compuesto. La inhibicién del crecimiento, en
el caso de epimastigotes de T. cruzi, se determind por conteo directo, y para
promastigotes de Leishmania spp., por el método de reduccién de la sal de
tetrazolio MTT. Los resultados fueron expresados como concentracion inhibitoria
del 50 y 90% de los parasitos (Clsp y Clgo) (GOmez et al, 2010; Escobar et al.,
2010; Palma et al., 2009).

b. Prueba de citotoxicidad. Las células VERO (derivadas de rifidn de mono
verde africano) fueron expuestas a diferentes diluciones de los compuestos (300-
0.3 pg/mL). Se realiz6 incubacion por 72 h a 37 °C y 5% de CO,. Se utilizé6 un

control de muerte celular como referencia. El ensayo se realizé una sola vez.
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Tanto las diluciones de los compuestos 1 y 4 y el medicamento de referencia se
evaluaron por triplicado. Los resultados se expresaron como concentracion

citotoxica para el 50 y 90% de las células (CCso y CCyqp).

c. Actividad antioxidante. La actividad antioxidante del extracto de
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno y del patron de POH, se analizé usando el
método espectrofotométrico de barrido (scavenging) del catién radical ABTS™
(Cadena y Herrera, 2008; Re et al.,, 1999). Los resultados se expresaron como
mili-equivalentes a Trolox/kg de muestra a partir de la curva de calibracion de
Trolox realizada con concentraciones entre 0.10-2.0 mM. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Cinética de crecimiento de Aspergillus niger DSM 821 en medio de
cultivo sélido. El crecimiento de A. niger DSM 821 fue evaluado en los medios

PDA, MEA y YGA (Figura 50).

Figura 50 Aspergillus niger DSM 821. Cepa crecida en los medios de cultivo
sélidos: MEA, PDA 'y YGA a 28 °C, 8 dias de crecimiento

MEA PDA YGA
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Para evaluar el crecimiento de A. niger DSM 821 en los medios PDA, MEA Yy YGA
se hizo seguimiento del didmetro de la colonia en el tiempo. De las curvas de
crecimiento del hongo se observa que la composicion del medio influye en el
crecimiento de A. niger. El mayor crecimiento del hongo se obtuvo en el medio
MEA, seguido del medio PDA y YGA (Figura 51). El medio MEA se diferencia por
su mayor contenido en fuente de carbono y nitrégeno y un pH (0.2 y 0.6 unidades)

ligeramente mas acido comparado con los medios PDA 'y YGA.

Figura 51 Cinéticas de crecimiento de Aspergillus niger DSM 821 en los medios
sélidos PDA, MEA y YGA cultivado a 28°C
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La mayor VCR del hongo se obtuvo en el medio MEA y fue 1.1 y 2.0 veces mayor
a los medios PDA y YGA, respectivamente (Tabla 14). Por lo anterior, se

seleccion6 el medio MEA para la conservacion de A. niger.

4.3.2 Evaluacion de la actividad antifungica del sustrato. Para determinar el
efecto del (R)-(+)-limoneno sobre el crecimiento de A. niger DSM 821 se vario la
concentracion de sustrato en el medio de cultivo MEA, entre 0 y 50 mM. Se
observd que la presencia de limoneno afecta negativamente el crecimiento del

hongo, disminuyendo la VCR (Tabla 15). La concentracion de limoneno que
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inhibié el crecimiento de A. niger en un 25% (CMI) fue de 12 mM, mientras que
concentraciones superiores a 50 mM, fueron letales (CL) por inhibir totalmente el
crecimiento del hongo. El efecto observado puede ser consecuencia de la
toxicidad del (R)-(+)-limoneno, al tener un coeficiente de particion n-octanol-agua
(log Pow) de 4.8 (Tan y Day, 1998; Onken y Berger, 1999; Martins et al., 2007).
Terpenos con log P,y entre 1 y 5 ocasionan pérdida de permeabilidad especifica e
integridad de la membrana celular (Bicas et al., 2008; Onken y Berger, 1999;
Kraidman et al., 1969).

Tabla 14 Velocidad de crecimiento radial (VCR) de Aspergillus niger DSM 821 en

diferentes medios de cultivo sélido

Medio de cultivo VCR
solido (mm/hora)
PDA 0.41 +0.03
MEA 0.46 + 0.03
YGA 0.23+ 0.04

4.3.3 Optimizacion del proceso de biotransformacién. En el Anexo 6 se
encuentra el porcentaje de recuperacion del alcohol perilico, y los pardmetros
evaluados para la validacion del método de cuantificacion.

Las variables analizadas en la optimizacion del proceso de biotransformacion del
limoneno por células completas de Aspergillus niger DSM 821 fueron: induccién
por sustrato, efecto de co-solvente, medio de cultivo liquido, pH del medio, fase de
crecimiento del hongo y concentracién de sustrato. A continuacion se detallan los

resultados de cada una.
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Tabla 15 Actividad antifungica del (R)-(+)-limoneno sobre A. niger DSM 821, medio
MEA cultivado a 28 °C

Concentracion de Diametro Inhibicion VCR
limoneno (mM) (mm) (%) (mm/h)
0 78 0.46 £ 0.02
3.7 76 2.56 0.43+0.04
7.3 75 3.85 0.38 £ 0.02
11.0 72 7.69 0.34 +0.04
14.7 55 29.49 0.14 £+ 0.01
22.0 52 33.33 0.13+0.02
30.0 46 41.03 0.12+£0.01
50.0 0 100.00 0.00
a. Efecto inductor del (R)-(+)-limoneno. Siguiendo la metodologia de Tan y

Day (1998) para evaluar el efecto inductor del sustrato en la biotransformacion del
(R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821, se suplementé el medio MEA con el
sustrato en una concentracion de 0.74 mM (Tan y Day, 1998). Con las esporas
inducidas, se llevaron a cabo los experimentos de biotransformacién en el medio
YMPG, a una concentracion de sustrato de 12 mM, a 28 °C y 300 rpm. Los
resultados mostraron que la biotransformacion es diferente cuando el hongo es
pre-expuesto al limoneno. En presencia de inductor, se llevan a cabo reacciones
de oxidacién e hidroxilaciébn dando lugar a los derivados carvona, cis/trans carveol
y 1,2-limoneno diol (Tabla 16). Sin induccion previa, solo hay reacciones de
hidroxilacion, y el producto principal es el POH. Otros derivados son cis/trans
carveol, linalol y fenil etanol. En estas condiciones la concentracion de POH es
129 mg/L. Lo anterior significa que la produccibn de POH mediante

biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A. niger no es inducible.

Tabla 16 Productos de biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM
821

Sin inductor Con inductor (0.74 mM limoneno)
Producto Concentracioén Producto Concentracioén
promedio (mg/L) promedio (mg/L)
Limoneno 1243.3+8.5 Limoneno 1501.948.9
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Sin inductor Con inductor (0.74 mM limoneno)
Producto Concentracion Producto Concentracion
promedio (mg/L) promedio (mg/L)
remanente remanente
Linalol 80.6+2.2 Carvona 60.9+2.8
Trans-carveol 71.1+1.9

Cis-carveol 54.3+1.5 1,2 limoneno diol 22.7+1.7
Fenil etanol 55.7£2.0 Trans-carveol 21.1+2.0
Alcohol perilico 129.1+2.9 Cis-carveol 28.2+2.4
Conversion (%) 23.920.6 Conversion (%) 8.1+0.5

b. Efecto del pH del medio de biotransformacion. Se evalud la capacidad de
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821 a valores de pH de
3.5, 5.0 y 6.5, en medio YMPG. El pH del medio afect6 la selectividad de la
biotransformacion y dio lugar a derivados hidroxilados. A pH 3.5 se obtuvo
principalmente fenil etanol, y su concentracion (450 mg/L) fue 15 y 100 veces
mayor a la del linalol y 1,2-limoneno-diol, respectivamente (Tabla 17). A pH de 5.0,
el producto mayoritario es POH, obtenido en una concentracion de 129 mgl/L.
Otros productos fueron los alcoholes linalol, 1,2 limoneno-diol y fenil etanol. A pH
6.5, aunque la reaccion fue mas selectiva, formando fenil etanol y 1,2 limoneno-
diol, la bioconversién fue menor. El efecto del pH sobre la biotransformaciéon del

limoneno por A. niger no ha sido evaluado por otros autores.

Tabla 17 Efecto del pH en la biotransformacion del (R)-(+)-limoneno utilizando

Aspergillus niger DSM 821

Concentracion de productos (mg/L)
pH 3.5 pH 5.0 pH 6.5
1,2- Fenil _ 1,2- Fenil 1,2- Fenil
Linalol | [imoneno- | Etanol ﬁgﬂf‘cﬂ Linalol | imonen | etanol | limonen | etanol
diol o-diol o-diol
4.5+0.3 | 30.8+2.3 |450.7£18.2|1129.1+2|18.4+2.|35.1+3.1/66.9+3.{30.7+1.9/85.2+3.
.9 6 7 0
Conversion 29.7+1.3 Conversion 15.3+0.|/Conversi|7.1+0.3
(%) (%) 8 on
(%)
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c. Efecto de etanol en el medio de bioconversion. La presencia de etanol en el
medio de biotransformacion, influye notablemente en la capacidad de las células
de A. niger DSM 821 para transformar el (R)-(+)-limoneno. Tanto en presencia
como en ausencia de etanol el hongo puede oxifuncionalizar el limoneno. Sin
embargo, la presencia de etanol favorece la biotransformacion del limoneno y
produce los derivados hidroxilados: POH, isémeros cis/trans carveol y linalol. La
maxima produccion de POH (129.1 mg/L) se consigue cuando se utiliza una
solucion etandlica de limoneno al 20% seguida de la solucion al 40% (ver Tabla
18). Es decir, que concentraciones de etanol entre 48 y 128 mM son favorables
para la bioconversion del limoneno hacia POH. Concentraciones elevadas de
etanol (289.4 mM) disminuyen 16 veces la capacidad de las células fungicas para
biotransformar el limoneno; de igual manera ocurre en ausencia de etanol (0 mM),
porque la concentracion de POH es 11 veces mas baja. En conclusién, la
presencia de etanol en el medio es requerida para que las células de A. niger DSM
821 tengan maxima capacidad de transformar el limoneno y producir POH. A su
vez, el hongo puede sintetizar oxigenasas activas y producir acidos grasos. La
presencia de etanol en el medio favorece la esterificacion, dando lugar a los
ésteres etilicos: etil laureato, etil oleato, etil linoleato y etil estearato.

Tabla 18 Metabolitos producidos en la biotransformacion del limoneno por A. niger

DSM 821 por efecto de etanol como co-solvente

Concentracién de etanol (mM)
0 289.4 128.7 48.3
Productos (10%)? (20%)? (40%)?
Concentracion (mg/L)

Limoneno 1623.4+1.3 | 1595.6%6.0 | 1319.9+22.0 | 1514.5+10.0
remanente
Linalol ND 5.7£0.7 18.4+2.6 6.8+1.0
Alcohol perilico 11.5+1.3 7.8+1.0 129.1+2.9 86,7+2.2
Etil laureato ND 5.5+0.9 8.4+1.2 3.8+1.1
Etil oleato ND 8.1+x1.1 13.2+1.5 3.9+0.9
Etil linoleato ND 6.9+1.0 11.0+1.5 5.0+£1.9
Etil estearato ND 5.3+1.3 8.4+1.6 3.8+0.7
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Concentracion de etanol (mM)
0 289.4 128.7 48.3
Productos (10%)* (20%)* (40%)°
Concentracion (mg/L)
Trans carveol ND ND 13.9+2.0 5.8£1.2
Cis carveol ND ND 10.5+£1.9 4.5+1.1
Fenil etanol ND ND 66.9+3.7 ND
Limoneno 1,2-diol ND ND 35.1+3.1 ND
Conversion (%) 0.7+0.1 2.4+0.4 19.3+1.3 7.4+0.6

ND: No detectado. * Concentracion de la solucidon etandlica de limoneno

empleada

La obtencién de etil-ésteres de acidos grasos superiores por procesos de
biotransformacion de terpenos no ha sido reportada hasta la fecha. Se han
producido acidos grasos de bajo peso molecular (&cido propanoico, isobutirico e
isopentanoico) mediante la adicion de limoneno puro en el medio de
biotransformacion (Menéndez et al, 2002); bajo estas condiciones se obtuvo un
28.5% de POH (porcentaje relativo al pico maximo, limoneno remanente); es
posible que ante la presencia de etanol en el medio TSB (caldo de triptona-soya)
empleado por estos autores, los acidos grasos se esterifiguen y den lugar a los

respectivos etil-ésteres.

Castellanos (2007), utilizando una solucién etandlica del limoneno al 40% como
sustrato en la biotransformacién por A. niger DSM 821 en el medio YMPG,
encontré una concentracion de POH de 72.6 mg/L (Castellanos, 2007). En este
trabajo la concentraciéon de POH en el medio YMPG de pH 5.0 fue 1.2 veces

mayor.

d. Efecto del medio de cultivo liqguido en el crecimiento de A. niger y en la
biotransformacién del limoneno. La cinética de crecimiento de A. niger DSM
821 en los medios liqguidos YMPG, MYB y YG a pH 5.0 (Figura 52) mostr6é que la

composicién del medio de cultivo influye en el crecimiento del hongo. EI mayor
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crecimiento se obtuvo en el medio MYB caracterizado por su igual contenido en
fuente de carbono y nitrégeno seguido del crecimiento en los medios YG y YMPG,
respectivamente. Sin embargo, las velocidades especificas de crecimiento (u) en
los tres medios fueron relativamente similares: 0.03 h™ para MYB y YG y 0.02 h*
para YMPG.

Figura 52 Produccién de biomasa de Aspergillus niger DSM 821 en diferentes
medios de cultivo liquido: YMPG, MYB y YM de pH 5.0 a 28°C y 300 rpm
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La biotransformacién del (R)-(+)-limoneno por A. niger se llevé a cabo utilizando
los tres medios liquidos. Los resultados muestran que en los medios MYB, YMPG
y YG de pH 5.0, el POH es el producto mayoritario (Tabla 19); no obstante, en el
medio MYB se produjo una concentracion de 246.4+5.6 mg/L, concentracion 1.7 y
3.4 veces superior a los medios YMPG y YG, respectivamente. La mayor
conversion de limoneno en el medio MYB se debe, posiblemente, a que en este se
obtuvo mayor biomasa, y a su mayor contenido en nitrégeno, representado por el
contenido en peptona. Por otro lado, los resultados indican que los medios de
bioconversion no fueron selectivos porque en todos los casos se formaron los

mismos compuestos, pero en diferente concentracion.
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Castellanos biotransformo el limoneno con A. niger DSM 821 utilizando los medios
YMPG y PDB (caldo papa-dextrosa) a una concentracion de limoneno de 4.93 mM
alcanz6 una bioconversion de POH de 72.6 mg/L (14.7%) a los 6 dias. Con A.
niger BFQU 68 en el medio TSB, una cocentracioén de limoneno de 37 mM, obtuvo
un 28.5% de POH, en relacion con el limoneno remanente (pico maximo)
(Menéndez et al., 2002).

Tabla 19 Metabolitos producidos durante la biotransformacion del limoneno por A.

niger DSM 821 utilizando diferentes medios liquidos

Medios de biotransformacion
Productos de YMPG MYB YG

biotransformacié | Conversié | Concentrac | Conversié | Concentrac | Conversié | Concentrac

n n i6n n i6n n i6n

% (mg/L) % (mg/L) % (mg/L)

Limoneno 80.7+1.0 | 1319.9+16. | 62.5+1.8 | 770.6+32.5 | 85.5+0.8 | 1397.9+13.
remanente 1.1+0.2 8 1.0+£0.1 16.6x£2.1 4.6x£0.2 3
Linalol 0.9+0.1 18.4+2.6 4.4+0.2 71.8+3.4 ND 74.5+3.4
Trans-carveol 0.6+0.1 13.9+2.0 5.8+0.2 94.5+3.9 1.2+0.1 ND"
Cis-carveol 7.9+0.2 10.5+1.9 15.1+0.3 246.4+5.6 4.5+0.2 20.4+1.9
Alcohol perilico 4.1+0.2 129.1+2.9 3.3:0.1 54.3£2.1 2.810.1 73.0£2.8
Fenil etanol 2.2+0.2 66.9+3.7 4.3+0.2 71.1+2.7 0.7+0.1 45.6+2.3
1,2 limoneno-diol 2.5+0.1 35.1+3.1 18.5+0.8 | 309.5+12.7 0.840.1 10.9+1.1
Etil ésteres 19.3+1.0 41.0+5.8 37.5+1.8 | 864.2+32.5 | 14.5+0.8 12.5+1.8
Total 314.9+16.8 236.9+13.3

2PNI: Producto no identificado, ®: No detectado

e. Efecto de la fase de crecimiento de A. niger. El efecto de la fase de
crecimiento de A. niger sobre la biotransformacién del limoneno se evalué
adicionando el sustrato al medio de cultivo que contenian el microorganismo en
diferentes fases de crecimiento. La biotransformacion se monitored
periddicamente durante 9 dias. Las células de A. niger mostraron capacidad para
biotransformar el limoneno cuando se encontraban en la fase exponencial media
(72 h), alcanzando una concentracion maxima de POH de 246.4+5.6 mg/L a los 6
dias de reaccion (Figura 53). En la fase exponencial tardia (120 h), la
biotransformacién del limoneno se lleva a cabo luego de 6 dias de adicionado el

sustrato y se dirige hacia la formacion de trans-carveol, alcanzando una
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concentracion de 100 mg/L a los 9 dias. En las demés fases, latencia, exponencial

temprana y estacionaria, no hay biotransformacion del limoneno por A. niger.

Figura 53 Efecto de la fase de crecimiento de A. niger DSM 821 sobre la
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno, medio MYB, 28 °C, 300 rpm, pH 5.0
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f. Efecto de la concentracion de sustrato. La concentracion de sustrato afecto
la selectividad de la reaccion y el nivel de transformacion del sustrato. La
selectividad disminuyd al incrementar la concentracion de limoneno en el medio
(Figura 54). Sin embargo, una concentracion de (R)-(+)-limoneno de 50 mM
favorecid notoriamente la produccion de POH, alcanzando una concentracion de
405 mg/L. Otros productos fueron cis/trans-carveol, carvona, limoneno-1,2-diol,

fenil etanol y etil ésteres palmitico, oleico y linoleico (Tabla 20).
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Figura 54 Produccion de alcohol perilico durante la biotransformacion del (R)-(+)

limoneno por A. niger DSM 821
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Comparando con lo obtenido anteriormente al evaluar los efectos del pH, medio de
biotransformacion y fase de crecimiento de A. niger, la concentracion de POH es

1.7 veces mayor.

Concentraciones mayores a 50 mM dan lugar a los DOL peril aldehido, cis/trans
carveol, carvona, a-terpineol, 6xido de limoneno 1,2, valenceno, 3-mirceno y fenil
etanol y los etil ésteres de los acidos grasos palmitico, oleico y linoleico. La
presencia de los etil-ésteres de acidos grasos en el extracto natural obtenido por la
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821, posiblemente
ampliaria su espectro de aplicacién, teniendo en cuenta que en la busqueda de
aumentar la hidrofobicidad, las propiedades lipofilicas y la bioactividad, modifican

al POH para obtener ésteres grasos perilicos (Skouridou et al., 2004).
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Tabla 20 Relacion de metabolitos obtenidos en la biotransformaciéon del limoneno

por A. niger DSM 821 a diferentes concentraciones de sustrato

Concentracion limoneno (mM)

Productos 5 12 25 50 100
Limoneno 623.7+£3. | 770.6+32. | 2474.9+38 | 4861.0+55 | 10050.0+104
remanente 1 5 Y4 .8 .8
trans carveol ND 71.8+3.4 58.9+2.8 143.746.4 | 343.1+10.1
cis carveol ND 94.5+3.9 49.0+1.9 115.645.7 | 254.2+11.1
Carvona ND ND 43.9+1.7 106.2+4.3 | 296.3+13.8
ND 246.4+4.6 | 298.7+13. | 404.9+6.6 | 285.9+13.9
Alcohol perilico 2
Limoneno-1,2- ND 54.3+2.1 56.1+2.0 117,5+3.3 | 415.1+16.3
diol
Fenil etanol ND 71.1+2.7 71.7+2.4 83.2+3.6 120.1+2.5
Esteres de 4cidos | 57.5+3.1 | 309.5+12. | 352.8+14. | 798.1+16. | 862.4+17.5
grasos 7 7 9
Linalol ND 16.6+2.1 ND 79.9+2.9 212.9+4.0
trans menta-2,8- ND ND ND 31.9+1.9 86.6+2.0
dien-1-ol
cis menta-2,8- ND ND ND 24.840.9 96.3+2.9
dien-1-ol
a-terpineol ND ND ND 19.5+£1.6 49.3+1.3
Valenceno ND ND ND 25.7+1.7 68.6+2.2
B-mirceno ND ND ND ND 363.2+3.1
Peril aldehido ND ND ND ND 45.3+1.9
Oxido de 1,2- ND ND ND ND 74.7+2.2
limoneno
Total 57.5+3.1 | 864.2+32. | 931.1+38. | 1951.0455 | 3574.0+104.
Biotransformaci 5 7 .8 8
6n (mg/L)
Conversion (%) | 8.4+0.5 | 37.5£1.8 27.3+1.1 36.3+0.6 26.2+0.8

Una estrategia empleada por Menéndez y colaboradores (2002) para incrementar

la produccion de POH (100% del sustrato transformado) consisti6 en adicionar

ketoconazol al medio TSB para inhibir la accion de oxigenasas y suprimir la

produccion de &acidos grasos de cadena corta (propanoico,

isobutirico e

isopentanoico) durante la biotransformacion del limoneno por A. niger BFQU 68
(Menéndez et al., 2002).
bioproceso, incremente de igual manera, la concentracion de POH.
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Finalmente, luego de evaluar las distintas variables que afectan la
biotransformacion de limoneno por A. niger DSM 821, se puede decir que este
hongo tiene la capacidad de hidroxilar el limoneno en diferentes carbonos,
principalmente en el C-7, dando lugar a POH (Figura 55). La concentracion
méxima de POH, 405 mg/L, se obtiene cuando las condiciones del proceso son las
siguientes: medio de biotransformacion MYB a pH 5.0 inoculado con esporas
crecidas hasta fase exponencial temprana (72 h), sin inductor, concentracién de
limoneno de 50 mM, adicionada en solucién etandlica al 20% (etanol 128 mM),
tiempo de reaccion de 6 dias, 28 °C y 300 rpm. La conversibn méaxima del
limoneno fue del 36.3% distribuida entre los diferentes productos de oxidacion
(26.2%) con un aporte de POH de aproximadamente 6%. Ademas, al aprovechar
los nutrientes del medio complejo, A. niger probablemente sintetiza oxigenasas
activas que producen acidos grasos superiores que en presencia de etanol se
esterifican a etil-ésteres y contribuyen al total de bioconversion en un 11.7%.

Figura 55 Biotransformacion del limoneno por suspension de esporas de

Aspergillus niger DSM 821 bajo condiciones Optimas del proceso

OH CHO o OH
X i\ X x

Alcohol perilico  Peril aldehido ~ cis/trans Carveol  Limoneno 1.2 diol
Aspergillus niger DSM 821 Producto Principal

“‘u _— OH 0
/// » OH C\
Medio MYB de pH 5.0, 28°C, 300 rpm 6 dias, [limoneno] = 50mM ‘
Limoneno i |
N
“ AN

cistrans menta-2,8-dien -1-0l  Linalol Carvona  Oxido de 1,2-limoneno
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4.3.4 Escalado del proceso de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A.
niger DSM 821

4.3.4.1 A 50 mL de medio de cultivo. La biotransformacion del (R)-(+)-limoneno
por A. niger DSM 821 en 50 mL de medio MYB de pH 5.0, se llevo a cabo
utilizando el biocatalizador en dos morfologias: micelio (con pre-cultivo) (Figura 56

A) y suspensién de esporas (sin pre-cultivo) (Figura 56 B).

Figura 56 Imagen de la morfologia de A. niger DSM 821, micelio y suspensiéon de
esporas
A B

A partir de la curva de crecimiento de A. niger en 50 mL de medio MYB de pH 5.0
para ambos sistemas (Figura 57) se determiné el tiempo correspondiente para
que el hongo alcance la fase éptima (fase exponencial media); esto se requeria

establecer para iniciar los experimentos de biotransformacién a escala de 50 mL.

Para el sistema sin-precultivo el tiempo fue de 96 h, y para el sistema con-

precultivo de 84 h, obteniendo una biomasa de 11.46 y 6.15 g/L, respectivamente.
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Figura 57 Cinética de crecimiento microbiano de A. niger DSM 821 en 50 mL de

medio MYB de pH 5.0 a 28 °C y 300 rpm. (A) Suspension de esporas y (B) Micelio

A B
12 4
10 +

Biomasa, g/L
Biomasa, g/I

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 0 T T T T T T !
0 24 48 72 96 120 144 168
Tiempo, horas
Tiempo, horas

Manteniendo las demas condiciones de reaccion, la biotransformacion de (R)-(+)-
limoneno se llevd a cabo utilizando micelio y suspension de esporas (SS) de A.
niger DSM 821. Los resultados mostraron que dependiendo de la morfologia del
hongo, la produccion de POH es diferente (Figura 58); la mayor concentracion se
obtuvo con micelio (389,1 mg/L), y con SS se obtuvieron 184.6 mg/L; es decir, con

micelio fue 2.1 veces mayor la bioconversion dirigida hacia POH.

Al comparar esta concentracion de POH con las conseguidas en microescala (5
mL), se observa que disminuye; con micelio el descenso fue del 3.9%, y con SS,
del 45.6%. Teniendo en cuenta la accion completa de oxigenasas de A. niger que
da lugar a diferentes productos (Tabla 21), el total de biotransfomacién disminuy6
el 42.7% con micelio, y el 77.6% con SS.

Por lo anterior, se decidid utilizar el micelio de A. niger DSM 821 para continuar
con el escalado.
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Figura 58 Produccién de alcohol perilico por biotransformacion del limoneno por A.

niger DSM 821 en dos diferentes morfologias
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4342 A 500 mL de medio de cultivo. Antes de llevar a cabo la
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A.niger DSM 821 en 500 mL de medio
MYB de pH 5.0 depositados en el biorreactor New Brunswick Scientific BioFlo 110
fue necesario establecer el tiempo en el que el hongo alcanza la fase 6ptima de
crecimiento bajo las nuevas condiciones: medio agitado mecanicamente a 200
rpmy 28 °C; en la Figura 59 se observa que a las 48 h el hongo se ubica en esta
fase; ademas, en este tiempo el hongo ha consumido aproximadamente el 90% de

la glucosa inicial. En el Anexo 7 se reporta la curva de calibraciéon de glucosa.

Tabla 21 Metabolitos producidos durante la biotransformacion del limoneno en 50
mL de medio MYB de pH 5.0 a 300 rpm, 28 °C y 6 dias de reaccién

Concentracion promedio (mg/L)
Productos Con micelio Con suspension de
esporas
Limoneno remanente 5973.5 6315
Linalol 149.6 ND
Trans carveol 109.1 119.2
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Concentracion promedio (mg/L)
Productos Con micelio Con suspension de
esporas
Cis carveol 94.2 89.7
Alcohol perilico 389.1 184.6
Limoneno 1,2 diol 14.9 103.5
Carvona 81.6 ND
trans menta-2,8-dien-1-ol 28.2 ND
cis menta-2,8-dien-1-ol 31.5 ND
a-terpineol 29.3 ND
Fenil etanol 50.6 ND
Total DOL (mg/L) 978.1 497.0
Conversién por 14.4 7.29
biooxidacion (%)
Etil hexadecanoato 58.5 30.3
Etil linoleato 24.3 28.2
Etil tetradecanoato 47.3 24.5
Total etil ésteres de 130.1 83.0
acidos grasos (mg/L)
Conversioén por 1.91 1.22
esterificacion (%)
Conversion total (%) 16.3 8.51

ND: No detectado

Figura 59 Cinética de crecimiento de A.niger DSM 821 en 500 mL de médio MYB
de pH 5.0, a 28 °C y 200 rpm en biorreactor New Brunswick Scientific BioFlo 110
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Seleccion de las condiciones de operacion del biorreactor para la

produccion de POH

En el proceso de biotransformacion del limoneno por A. niger llevado a cabo en
biorreactor se evalué el efecto de la velocidad de agitacion y de aireacion
mediante la aplicacion del disefio experimental factorial multinivel 2°. En la Tabla

22 se presentan los valores de los niveles evaluados.

Tabla 22 Variables y niveles evaluados en el disefio factorial multinivel 22

Variables Niveles
-1 +1
Velocidad de agitacion (rpm) 200 250
Velocidad de aireacion (vwvm?) 0.00 0.05

dvwwm: velocidad de aireacion por volumen de medio

Los valores de la variable respuesta, concentraciéon de POH (mg/L) se presentan
en la Tabla 23 Los minimos y maximos de concentracion de POH fueron de 259.5
y 100.8 mg/L, respectivamente. La concentracion de POH mas baja se obtuvo con
los valores més altos de velocidad de aireacién y de agitacion, y al contrario, la
mayor produccion de POH se present6 en los niveles mas bajos; la aireacion al

sistema favorecio la produccion de etil-ésteres de acidos grasos.

Tabla 23 Matrix del disefio factorial multinivel 2%, y la concentracion de POH

obtenida por GC-MS, 6 dias de reaccion

Niveles de las variables Variable respuesta
Puntos del independientes

disefio Agitacion Aireacion Concentracion
(rpm) (vvm) de POH (mg/L)

1 -1 -1 259.5

2 1 -1 200.4

3 -1 1 154.6

4 1 1 100.8
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Los datos del disefio experimental fueron analizados aplicando la metodologia de
superficie de respuesta, y se realizo el analisis estadistico de estandarizacion de
efectos y analisis de varianza (ANOVA) de las variables independientes,
empleando el sistema de analisis estadistico Statgraphics Centurion XV. Los

resultados se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24 Efectos estimados y analisis de varianza para la concentracion de POH
(mg/L)

Efecto Coeficiente SS Df
de regresion

Promedio 178,825 1

A:Agitacion -56,45 3186,6 1

B: Velocidad -102,25 10 455,1 1

aireacion

AB 2,65 7,0225 1

Error total 0,0 0

Total (corr.) 13 648,7 3
coeficiente de (Zjeterminacic')n 100,00

(RY)

Abreviaturas: SS= Suma de cuadrados; Df=grados de libertad

Los resultados muestran un coeficiente de determinacién (R?) para la respuesta de
1.0, que indica que no se observan variaciones en los puntos del disefio y que se
puede aplicar el modelo desarrollado. También indican los resultados que, en la
produccion de POH, las velocidades de agitacion y de aireacion tienen un efecto
negativo, mientras que su interaccion (AB) tiene un efecto positivo. Estos
resultados se corroboran con el diagrama de estandarizacion de los efectos
(Figura 60A).

En la Figura 60 B se observan los efectos principales para la concentracion de
POH, sugiriendo que la maxima concentracibn de POH se obtiene cuando la
biotransformacion en biorreactor de (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821 se

lleva a cabo en el nivel mas bajo de aireacion, es decir, sin aireacion (0.00 vwm), y
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en el nivel mas bajo de velocidad de agitacion (200 rpm). Bajo las anteriores
condiciones se establece la concentracion Optima de POH de 259.5 mg/L.

Adicionalmente se obtienen otros productos (Tabla 25).

Figura 60 Diagrama de estandarizacion de efectos (A) y Efectos principales (B)
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En la Figura 61 se ilustra un cromatograma de los diferentes productos que

resultan de la accion de oxigenasas sintetizadas por A. niger DSM 821.

Bajo las condiciones 6ptimas se llevo a cabo el proceso de biotransformacion del
limoneno y se obtuvo una concentracion de POH de 252.3 mg/L, que indica una

alta aproximacion teorico-experimental: 97.2%.

Con base en los anteriores resultados se puede inferir que el escalado progresivo
del proceso de biotransformacién del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821,
incrementando 10 y 100 veces el volumen de medio y manteniendo fijas las
condiciones 6ptimas establecidas en microescala (5 mL), la morfologia del hongo
afectd la biotransformacion del limoneno hacia la produccion de POH; la maxima
concentracion de POH, de 389.1 mg/L, se consiguié con el micelio de A. niger;
comparado con el bioensayo a microescala, la concentraciéon de POH disminuye

poco (4%); cabe destacar que a la fecha no hay estudios semejantes al respecto.

A volumen de medio 100 veces mayor, el proceso se llevd a cabo en biorreactor,
que implica un cambio en el tipo de agitaciébn (mecanica); pese a optimizar la
velocidad de aireaciébn y de agitacibn en el proceso, en todos los niveles
evaluados el rendimiento de POH disminuyd bruscamente; bajo las condiciones
Optimas del proceso, sin aireacion y a 200 rpm, el rendimiento disminuyé un
35.9%, pues la concentracién de POH fue de 259.5+2.77 mg/L; sin embargo, a
estas condiciones, la bioxidacion total del limoneno no se vio tan afectada y tuvo
un ligero incremento (~2%). El grado de acercamiento tedrico-experimental fue
alto: 97,23%.
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Tabla 25 Metabolitos producidos en la biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por
A. niger DSM 821 en 500 mL de medio MYB de pH 5.0 ubicados en biorreactor y

operado bajo condiciones 6ptimas: sin aireacion y a 200 rpm

Productos de Concentracién
biotransformacion promedio (mg/L)
Limoneno remanente 5118.2

Fenil etanol 47.0
trans-p-Menta-2,8- 46.2
dienol
cis-p-Menta-2,8-dienol 96.7
4-(1-Metiletenil)-2- 17.1
ciclohexeno
1,8-mentadien-4-ol 67.3
trans-Carveol 161.5
cis-Carveol 82.1
Carvona 93.3
Alcohol perilico 259.5
1,2-Limoneno diol 97.1
Total DOL 967.8
Conversion DOL (%) 14.2
Etil octanoato 44.9
Etil octadecanoato 86.8
Etil linoleato 108.8
Etil Oleato 85.3
Total etil-ésteres de
acidos grasos 325.6
Conversion etil-
ésteres de acidos
grasos (%) 4.8
Total
biotransformacioén 19.0%
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Figura 61 Cromatograma obtenido de la biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por
Aspergillus niger DSM 821 llevada a cabo en bioreactor en 500 mL de medio MYB
de pH 5.0, a 28 °C, 200 rpm sin aireacion

Limoneno

n-tetradecano

POH

Etil-esteres de dcidos grasos

En resumen, el proceso de biotransformacion del limoneno por A. niger DSM 821,
llevado a cabo en biorreactor y cargado con 500 mL de medio, dio lugar a una
concentracion de POH de 259.5+2.77 mg/L, a una bioconversion del 20%, a una
actividad especifica de bioconversion respecto al POH de 115.3 mg POH/g de
célula seca de A. niger, y respecto al total de biotransformacion del limoneno de
604 mg POH/g de célula seca de A. niger, la productividad del proceso de
biotransformacién de (R)-(+)-limoneno fue de 1.80 mgPOH L*h™.

A la fecha, el Unico proceso reportado referido a la biotransformacion en
biorreactor (2 L) del (R)-(+)-limoneno, y dirigida hacia la produccién de POH, es el
realizado por Van Beilin y colegas (2005), quienes usaron como biocatalizador la
bacteria Mycobacterium HXN-1500, y encontraron a las 75 h una concentracion de
POH de 6.8 g/L y de PCOOH de 0.14 g/L (Van Beilin et al., 2005). Este

bioproceso es 16.8 veces mas eficiente.
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Por lo anterior, se puede concluir que es més rentable la produccion de POH via
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno, usando bacterias, que con el hongo A.
niger DSM 821.

Adicionalmente se intentd purificar el POH a partir del extracto concentrado de
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821, utilizando
inicialmente extraccion en fase sélida (SPE) sobre ODS-C18 vy luego
cromatografia de columna sobre Silica Gel 60. Las fracciones fueron identificadas
por el respectivo Ry del POH patron desarrollado sobre TLC. En realidad, la
complejidad del extracto en su composicion variada, sumada a la baja
concentracion, dificulto el logro de resultados positivos. Por lo anterior, se procedio

a valorar la bioactividad del extracto concentrado.

En la Figura 62 se ilustra el espectro de masas obtenido del POH; el cual se
caracteriza, por la presencia de los fragmentos diagnostico m/z: 152 [M]*, 134 [M-
H,O]" y 121 [M-CH,OH]*. En el Anexo 8 se sefialan las posibles rutas de
fragmentacion de la molécula de POH.

Figura 62 Espectro de masas del alcohol perilico obtenido por GC-MS (EIMS, 70
eV). Metabolito principal producido en la biotransformacion del limoneno por A.
niger DSM 821
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4.3.5 Citotoxicidad, actividad antiparasitaria. La citotoxicidad y la actividad
antiparasitaria del extracto de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A. niger
DSM 821 (compuestos 2) y del POH (compuesto 5) fueron determinadas en
células Vero y en formas libres de T. cruzi, L. panamensis y L. chagasi (Tabla 26.
Los compuestos 2 y 5 no mostraron ser toxicos para T. cruzi y de L. panamensis y
L. chagasi porque presentaron tanto ICsg como ICgy >100uM indicando ser
inactivos. Tampoco mostraron ser toxicos en células de mamifero porque el CCso y
el CCyo fueron mayores a los compuestos de referencia Nifurtimox, AmB y

Mitelfosina.

Tabla 26 Actividad del extracto de biotransformaciéon de (R)-(+)-limoneno por A.
niger DSM 821 y del alcohol perilico y de los medicamentos de referencia en

epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de L. panamensis y L. chagasi y en

células Vero
/mL
Compu , H :
. Leishmania )
esto T. cruzi : - Células Vero
L. panamensis L. chagasi
Clsg Clgg Clsg Clgg Clsg Clgg CCsp CCq

2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

5 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

Nifurti 3,06+ 18,13+ 62,82+ 250,47+

mox 0,13 2,15 i i i i 1,84 11,05

AMB ] ] ] ] 0,03+0, 0,04+0, ] ]
00001 0004

Miltefo 5,94+ 25,07+

sina i ) 0,02 0,26 ) i i i

Cl: Concentracion inhibitoria; CC: Concentracion citotoxica; AmB: Anfotericina B;
compuesto 2: extracto de biotransformacién de (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM

821; Compuesto 5: solucion de alcohol perilico.

Por otra parte, los dos compuestos se comportan sin presentar diferencias; asi es
posible utilizar el extracto de biotransformacion, sin requerir de la separacion y
purificacion del POH. El hecho de que el extracto de biotransformacion y la

solucion de POH no sean tdxicos para las células de mamifero resulta ser una
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caracteristica muy importante para su posible aplicacion en humanos. Lo anterior
sugiere la realizacion de otros ensayos como genotoxicidad y mutagenicidad. De
igual manera se podria evaluar su actividad biolégica contra hongos e insectos y
como aromatizante y cosmeético, con miras a ampliar el espectro de aplicacion del

extracto de biotransformacion en las areas de agroquimica, alimentos y cosmética.

En la blusqueda de nuevos farmacos naturales quimioterapéuticos para el
tratamiento de la leishmaniasis, diferentes monoterpenos han sido objeto de
estudio. Un grupo de investigadores del Departamento de Parasitologia del
Instituto de Ciencias Biomédicas de USP, probaron la actividad de varios terpenos;
uno de ellos fue el limoneno teniendo en cuenta que la actividad antitumoral,
antibidtica, anticancerigena y antileishmania ha sido bien establecida (Arruda et
al.,, 2009; Nifio et al.,, 2005). Usando promastigotes y amastigotes de L.
amazonensis, el limoneno presentdé un IC50 de 258149 y 147.324.6 uM,
respectivamente (Nifio et al., 2005). Arruda y colaboradores utilizaron estos
estadios en L. amazonensis y evaluaron la actividad del limoneno in vitro e in vivo
encontrando, una diferencia de ICsy de 252+49.0 y 147146 uM, respectivamente.
Estos investigadores evaluaron, ademas, la actividad antiprotozoaria del limoneno
contra otras especies de Leishmania, y encontraron la muerte de promastigotes de
L. major, L. brazilensis y L. chagasi; sin embargo el limoneno es mas activo contra

L.amazonensis que contra L. major (Arruda et al., 2009).

Por los estudios anteriores se esperaba que el extracto de biotransformacién del
limoneno por A. niger DSM 821 tuviera actividad antiprotozoaria, al contener

limoneno remanente.

Teniendo en cuenta que el metabolismo del limoneno en animales se lleva a cabo
en el higado y que da lugar al POH y al peril aldehido (PCHO), Nifio y
colaboradores utilizaron estos DOL para evaluar su actividad en promastigotes y

amastigotes de L. amazonensis, obteniendo respectivamente un IC50s de
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0.8£0.08 y 5.2+0.18 mM para el POH, mientras que para el PCHO se obtuvo un
IC50s de 68+4 y 152+40 pM, respectivamente. Estos resultados indican que el
POH y PCHO exhiben menor actividad in vitro contra Leishmania que el limoneno
(Nifio et al., 2005).

Con base en lo anterior se puede justificar la no actividad antiprotozoaria del
extracto de biotransformacion del limoneno por A. niger DSM 821. La presencia de
los diferentes DOL, POH, isébmeros cis/trans-carveol, carvona, 1,2-limoneno-diol,
oxido de 1,2-limoneno y feniletanol, y de los etil-ésteres de acidos grasos
superiores, inhiben la respuesta anti-leishmania esperada.

Adicionalmente, Nifio y colaboradores realizaron estudios in vivo de toxicidad con
ratones tratados topica o intracelularmente con POH y PCHO por 15 dias, sin
encontrar efectos colaterales sistémicos o locales, por lo que hicieron ensayos con
células tumorales BABL de ratones y las trataron con POH por 3 semanas. Los
resultados mostraron que el POH tiene respuesta terapéutica significativa,
retardando la aparicion de lesiones. La actividad antitumoral del POH ha sido
justificada por la inhibicién de la prenilacion proteinica y de la apoptosis (Nifio et
al., 2005).

4.3.6 Actividad antioxidante. La actividad antioxidante del extracto de
biotransformacién en AcOEt evaluada por el método de barrido (scavenging) del
cation radical ABTS™ mostré un alto porcentaje de inhibicion del ABTS™, de
71.581+1.820, correspondiente a 2.051 miliequivalentes a Trolox/mM (TEAC). La
curva de calibracion de Trolox se muestra en el Anexo 3. Las soluciones de
limoneno y POH arrojaron un %In de ABTS™ de 4.57 y 6.41, respectivamente, que
sumados aportarian un 10.982%. Lo anterior indica que los demas derivados
oxigenados del limoneno (trans/cis-carveol, carvona, trans/cis-p-menta-2,8-dienol,
1,2-limoneno-diol y fenil etanol) y los etil-ésteres de acidos grasos, presentes en el

extracto de biotransformacion, ejercen un efecto sinérgico antioxidante que

169



corresponde al 60.6%, %In restante del extracto de biotransformacion. El alto
poder antioxidante encontrado para el extracto de biotransformacion de limoneno

por A. niger favorece su aplicacion en las areas de alimentos y farmacéutica.

Marostica y colaboradores determinaron el potencial antioxidante al extracto en
AcOEt de biotransformacion del aceite esencial de naranja por F. oxysporum 152B
obtenido por extraccion del medio MM+CC “mezcla liquida de sales y del agro-
residuo del procesamiento de yuca (cassava)’. El extracto constituido por
limoneno (166 mg/L), a-terpineol (6.6 mg/L), alcohol perilico (2.6 mg/L) y carvona
(0.2 mg/L) presentd una capacidad total antioxidante determinada por ensayo de
barrido del radical libore DPPH, de ECso de 2.09%v/v (Mardstica et al., 2009).

De frutos como la fresa se ha obtenido un extracto utilizando mezcla de COg:
Etanol (90:10, v/v). El extracto exhibié una alta actividad antioxidante (181.4+23.7
pmol TEAC/Q) y fue efectivo para inhibir el crecimiento de células cancerosas en
colon humano (EDsy 96h = 0.20+0.02 mg/mL). EI POH hace parte de los
componentes del extracto y es uno de los principales responsables de las
propiedades antiproliferativas (Serra et al., 2010).

Cabe destacar que actualmente diferentes investigadores han centrado su interés
en los aceites esenciales como antioxidantes o atrapadores (scavengers) de
radicales libres; para ello evaltan la actividad por los métodos de DPPH, y la
comparan con estandares antioxidantes (Trolox). El interés por encontrar nuevas
fuentes de antioxidantes con mayor potencial se debe a que los radicales libres,
responsables de la oxidacion de biomoléculas, ultimamente se han relacionado
con alteraciones moleculares generadoras de envejecimiento, arteriosclerosis,
cancer, enfermedad de Alzheimer, diabetes y asma (Chen y Viljoen, 2010; Edris
2007).
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Finalmente, es de destacar el alto valor antioxidante presentado por el extracto de
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821, lo que sugiere

realizar estudios posteriores, que complementen estos resultados.
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5. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION DEL (R)-(+)-
LIMONENO POR Penicillium digitatum DSM 62840. ESCALADO,
PURIFICACION Y BIOACTIVIDAD

5.1 INTRODUCCION

En los ultimos diez afios se ha incrementado la tendencia a producir compuestos
de aroma a partir de monoterpenos por conversion biotecnoldgica, debido a las
bondades de estos procesos (Chen y Viljoen, 2010). La produccién biotecnolédgica
de bioaromas y fragancias, cuyos componentes principales son los derivados
oxigenados naturales de terpenos (DONT), se hace mas interesante cuando se
utilizan sustratos econémicos y abundantes o fuentes renovables. En este sentido,
el monoterpeno limoneno obtenido de AEs extraidos de céscaras de frutos citricos
se convierte en el precursor mas valorado y Util para la sintesis de flavors,
qguimicos finos y DONT via biotransformacion (Bicas et al., 2010; Lerin et al., 2010;
De Carvalho y Da Fonseca, 2006; Duetz et al., 2003).

De los trece DONT (cis/trans carveol, carvona, alcohol perilico (POH), peril
aldehido (PCHO), acido perilico (PCOOH), a-terpineol, epéxidos 1,2 y 8-9
limoneno, isopiperitenol e isopiperitenona, mentol y mentona) posibles de obtener
por oxifuncionalizacion del limoneno via catalisis quimica o biocatalisis, el alcohol
monoterpénico a-terpineol (3-ciclohexeno-1-metanol) constituye uno de los
compuestos mas interesantes para investigar, dado su mayor valor (100 veces;

USD 78/0.5 Ib), comparado con el sustrato, limoneno.

El a-terpineol est4 presente en aceites esenciales de Cymbopogon schoenanthus
(Khadri et al., 2008), Ephedra sinica (Wang, 2006), Citrus limén y Zanthoxylum
rhesta (Rout, 2007) y de algunas especies de rosas (Pelargonium) (Rajeswara,
2002). La biosintesis de este alcohol monoterpénico, al igual que la del limoneno,

procede del geraniol difosfato (GPP) e involucra la quimica de carbocation. En
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primer lugar se forma el carbocation geranil (G*), por heterdlisis del enlace C-O de
GPP; posteriormente ocurre la ciclacion por interaccion intramolecular entre G* y
el enlace olefinico externo, dando lugar al carbocatiéon p-mentano (4-isopropil-1-
metilciclohexano). La desprotonacion del carbocation produce limoneno mientras
el atrapamiento del carbocatién por una molécula de agua, origina el a-terpineol
(Figura 63) (Sell, 2003).

Figura 63 Biosintesis de a-terpineol

H+

O\ 5 SN /

o~ Linoneno
HZO

Geranil pirofosfato Carbocatién Carbocation

geranil pmentano

OH
Alfa Terpineol

Existen dos isémeros del a-terpineol (Figura 64), que se diferencian por sus
cualidades sensoriales; el isémero (S)-(-) tiene un aroma caracteristico a conifera,
mientras que el aroma tipico floral a lila del (R)-(+)-a-terpineol lo convierte en una
de las fragancias mas comunmente empleadas por la industria de perfumes,
aromas, cosmética y de aseo (Fisher y Phillips, 2008; Bathia y Letizia, 2008;
Marostica y Pastore, 2007). Ademas, el a-terpineol es un aditivo seguro (GRAS
3045), y util para la industria alimenticia por sus propiedades antimicrobianas y
antioxidantes (Marostica et al., 2009; Fisher y Phillips, 2008; Schelz et al., 2006;
Crowell, 1999). El a-terpineol también se usa en la industria farmacéutica como
antifangico y desinfectante (Fisher y Phillips, 2008; Jun y Jeong, 2006). Su

consumo anual es de 13 000 t/afio, por lo que se ubica dentro de los 30
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saborizantes de mayor demanda mundial (Fisher y Phillips, 2008; Bathia y Letizia,
2008).

Figura 64 Isémeros estructurales del a-terpineol

L

Isbmero (R) Isbmero (S)

El a-terpineol por lo general se obtiene quimicamente a partir de a-pineno
utilizando catalizadores acidos (acidos organicos o minerales diluidos 0 acuosos,
resinas de intercambio catidnico, zeolitas, liquidos i6nicos acidos, etc.) (Chibiryaev
et al, 2010; Avila et al, 2010), o a partir del aceite crudo de terpentina por
hidratacion de terpino, seguido de una deshidratacion parcial (Badee et al, 2011).
Comunmente se obtiene una mezcla de isémeros, a, B y y-terpineol (Figura 65),
donde el a-isomero es el producto principal. La ventaja de los procesos
enzimaticos es la enantioespecificidad y se puede aprovechar para producir sélo al

a-terpineol.

Figura 65 Estructura de Terpineoles
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5.1.1 Producciéon biocatalitica de a-terpineol. ElI limoneno ha sido
biotransformado en a-terpineol con alta selectividad usando hongos y bacterias
como biocatalizadores. Entre los hongos se tienen: Fusarium oxysporum 152B
(Marostica y Pastore, 2007; Bicas et al., 2008; Bicas et al., 2010), Cladosporium
(Kraidman et al., 1969; Kraidman et al., 1986), Aspergillus niger (ATCC 16404,
ATCC 9642 y ATCC 1004) (Rotava et al., 2010), y Penicillium: Penicillium sp.
(Badee et al, 2011; Tan y Day, 1998a; Tan y Day, 1998b; Pescheck et al., 2009;
Abraham et al., 1985); y entre las bacterias: Pseudomona gladioli (Cadwallader y
Braddock, 1992; Braddock y Cadwallader, 1995), Escherichia coli (Savithiry et al.,
1997) y Sphingobium sp (Bicas et al., 2010). En todos los casos, las
monooxigenasas dependientes de citocromo P450 realizan la degradacion del
limoneno (Lerin et al., 2010).

o Biotransformacion de limoneno por células completas de bacterias.
Cadwallader y Braddock aislaron de Pseudomona gladioli una deshidratasa de a-
terpineol (aTD) y la purificaron en un factor de 13 veces (Cadwallader y Braddock,
1992). Estudios posteriores con la aTD pura en la biotransformacién de limoneno
mostraron que esta enzima hidrata los is6meros (4R)-(+) y (4S)-(-)-limoneno
dando lugar a los a-terpineoles (4R)-(+) y (4S)-(-) respectivos. La velocidad de
hidratacion fue diez veces mayor para el (4R)-(+)-limoneno (Braddock vy
Cadwallader, 1995). Usando células completas de P. gladioli, Braddock y
Cadwallader, llevaron a cabo la biotransformacion de limoneno en un medio salino
de pH 6.5 con 1% de limoneno como fuente de carbono a 25 °C produciéndose a-
terpineol y &cido perilico. El acido se degradd posteriormente (Braddock y
Cadwallader, 1995).

En 1997, Savithiry y colaboradores reportaron la producciéon de a-terpineol (29
mg/L), alcohol perilico (72 mg/L) y carveol (0.9 mg/L) a partir de limoneno
utiizando la enzima termoestable limoneno hidratasa aislada de Bacillus

stearothermophilus y expresada en Escherichia coli (EC423). La bioconversion
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con células completas de E. coli recombinante, crecidas hasta fase estacionaria
(48 horas) en buffer fosfato 50 mM de pH 7.0 saturado con limoneno, produjo una
cantidad significativa de a-terpineol de 239 mg/L y de carvona de 35 mg/L, a las 72
horas a 50 °C. La saturacion del medio con el terpeno previno la deshidratacion
del alcohol y la reversibilidad de la reaccion. La formacion de carvona fue atribuida

a la accion de una metil-oxidasa (Savithiry et al., 1997).

En el dltimo afo, se logré la mas alta conversion del limoneno en a-terpineol (25
g/L) utilizando células restituidas de Sphingobium sp., que producen una hidratasa
en un medio bifasico agua-aceite vegetal, hexadecano como cosolvente, en un

tiempo de reaccién de 30 horas, a 30 °C y 500 rpm (Bicas et al., 2010).

o Biotransformaciéon de limoneno por células completas de hongos. El
limoneno ha sido transformado biocataliticamente empleando preferencialmente
hongos. El estudio mas reciente lo llevo a cabo Badee y col., quienes utilizaron
Penicillium digitatum NRRL 1202 como biocatalizador y aceite esencial de piel de

naranja como sustrato.

Las células restituidas a partir del liofilizado de F. oxysporum 152B produce en
condiciones anaerobias una enzima intracelular enantioselectiva vy
enantioespecifica que biotransforma el (R)-(+)-limoneno en (R)-(+)-a-terpineol
produciendo una concentracion maxima de 4 ¢g/L (Bicas et al., 2010). Una
concentracion menor (2.44 g/L) se obtuvo al utilizar biomasa del hongo fresco en
relacion 0.25 (m/m) inéculo/medio (agua destilada), concentracion de limoneno
0.5% (v/p) a las 72 h de reaccién a 27 °C y 230 rpm (Bicas et al., 2008).
Anteriormente, Marostica y Pastore emplearon como sustrato el aceite esencial
extraido de la cascara de naranja, con un 94% de limoneno y F. oxysporum 152B
como biocatalizador, obteniendo una concentracion de a-terpineol de 450 mg/L en

el medio de biotransformacion, mezcla MM (sales minerales) y MC (residuo liquido
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agroindustrial de yuca, Cassava) a los 3 dias de reacciéon (Marostica y Pastore,
2007).

Rotava et al. (2010) realizaron un screening con 400 microorganismos utilizando
(R)-(+)-limoneno y (-)-B-pineno como sustratos; ninguno mostré capacidad para
biotransformar el limoneno, mientras que cuatro cepas si presentaron habilidad
para modificar el (-)-B-pineno. La cepa de Penicilium camembertii ATCC 4845
produjo 24.38 + 2.78 mg/L de a-terpineol y trazas de trans-pinocarveol. Aspergillus
niger: ATCC 16404 produce la mayor concentracion de a-terpineol (2856.54 +
50.23 mg/L) y trazas de fenchol; mientras que las cepas ATCC 9642 y ATCC 1004
fueron altamente selectivas, produciendo a-terpineol 688.13 + 42.27 mg/L y 172.07
+ 32.94, respectivamente; por lo anterior, estos autores seleccionaron la cepa de
A. niger ATCC 16404 y modificaron las condiciones de reaccion, logrando
conseguir una concentracion de a-terpineol (14058.86 = 49.76 mg/L) en el medio
caldo papa-dextrosa, a una concentracion de sustrato (61.7 mM; 1mL/100mL) y
etanol al 1% v/v como co-solvente, a las 72 h de reaccion, a 35 °C y 120 rpm. La
adicion al medio de los agentes oxidantes, H,O, y ter-butil hidroperdxido,
disminuye drasticamente el rendimiento (Rotava et al., 2010).

Un screening realizado a mas de 60 cepas fungicas y el uso de la microextraccion
en fase sélida, SPME, para extraer y monitorear los compuestos oxigenados
generados, permitid seleccionar una cepa de Penicillium sp., por su capacidad
para transformar el limoneno en medios de biotransformacién sdélido (MEA) y
liquido (YMPG y MYB). La maxima conversion de limoneno en a-terpineol (93%)
se logré con el medio MYB de pH 3.5, que contenia 0.4% de etanol como
cosolvente, en un tiempo de reaccién de 8 horas. Otros productos fueron cis/trans

p-menta-2-en-1-ol, neodihidrocarveol y epoxido de limoneno (Adams et al., 2003).

La cepa P. digitatum NTCC 1202, empleada por Tan y Day (1998), transforma el

limoneno en (R)-(+)-a-terpineol en una proporcion de 830 mg/L a las 24 horas en
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el medio MYB de pH 4.5, con una concentracién de limoneno del 1%. La
bioconversion se llevé a cabo Unicamente cuando el hongo alcanzo la fase de
crecimiento temprana, independiente de la edad del in6culo (Tan y Day, 1998).
Recientemente, utilizando este biocatalizador se llevo a cabo la biotransformacion
del D-limoneno a partir del AE extraido de la piel de naranja (98% de compuestos
monoterpénicos donde el 96.1% es limoneno, y 1.09% de aldehidos) (Badee et al,
2011). La biotransformacion se realizé en los medios MYB de pH 6.1 y MEB de
pH 5.4, siendo la selectividad del a-terpineol mayor (67.7%) en MYB comparado
con MEB (47.1%), a 25-27 °C, 120 rpm durante 31 h. El sustrato se adicion0 en
solucién etandlica (limoneno al 20%). La bioconversion incremento con el tiempo,
alcanzado un 79% y 95.5% en el medio MYB a las 3 y 7 h posteriores a la

segunda adicién, respectivamente (Badee et al, 2011).

El a-terpineol se identific6 por sus propiedades fisicoquimicas, gravedad
especifica, indice de refraccion, solubilidad en etanol y numero &acido,
obteniéndose respectivamente, 0.932, 1.484, 1-10 mL y 0.02 mg KOH/g aceite
(Badee et al, 2011).

La biotransformacion del limoneno adicionado en forma gaseosa por P. digitatum
DSM 62840 se llevo a cabo en un biorreactor con circuito cerrado de gas, vy
permiti6 alcanzar una concentracion de 1009 mg/L de (R)-(+)-a-terpineol,
equivalente a conversion molar del 63%, y una productividad promedio de 8.5mgL"
'h, utilizando como condiciones del proceso: medio MYB con una cantidad de
extracto de levadura del 0.5%, pH controlado a 4.0 por adicion de soluciones de
NaOH o H3PO4 1M, a 27 °C y 120 g, flujo de aireacion de 0.05 vvm. El limoneno
fue adicionado secuencialmente en concentracion 1.9 mM cada 24 horas (5
veces). La primer adicion se hizo luego que la concentracion de glucosa en el

medio disminuyd 30 veces (1g/L) (Pescheck et al., 2009).
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La patente US 2628258, de la empresa Biotechnolog Forschung GMBH de
Alemania, reporta la produccion de a-terpineol via biocatalitica. No hay

informacion sobre el microorganismo utilizado (Stumpf et al., 1984).

Las investigaciones anteriormente relacionadas muestran que la produccién de a-
terpineol es altamente dependiente de las variables del proceso de
biotransformacion. Por ello, en esta etapa del proyecto se planteé como objetivo
evaluar y establecer a escala de laboratorio (lab-scale) las condiciones 6ptimas del
proceso de biotransformacién del (R)-(+)-limoneno utilizando células completas del
hongo P. digitatum DSM 62840 (composicion del medio, pH del medio, fase de
crecimiento del microorganismo, efecto inductor y concentracién de sustrato para
alcanzar la maxima concentracion del DOL natural hidroxilado, (R)-(+)-a-terpineol).
Posteriormente, manteniendo dichas condiciones, se escalo el proceso, se purificod

el producto principal y se evalud la bioactividad.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Microorganismo, medios de cultivo y reactivos

Microorganismo: La cepa certificada del hongo Penicillium digitatum DSM 62840
fue adquirida de la Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares

DSMZ (Braunschweig, Alemania).

Medios de cultivo: Los medios de cultivo PDA (papa dextrosa agar, pH 5.6 + 0.2),
MEA (agar extracto de malta, pH 5.4 £ 0.2) y las materias primas requeridas para
preparar el medio complejo de YGA (extracto de levadura 3.0 g/L, extracto de
malta 20 g/L, glucosa 20 g/L, peptona bacteriologica 1.0 g/L y agar 20 g/L, pH 6.0),
YMPG (extracto de levadura 5.0 g/L, extracto de malta 10 g/L, glucosa 10 g/L y
peptona bacteriolégica 5.0 g/L), MYB (extracto de levadura 3.0 g/L, extracto de
malta 20 g/L, glucosa 10 g/L, peptona bacterioldgica 10 g/L) y YG (extracto de
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levadura 3.0 g/L, extracto de malta 20 g/L, glucosa 20 g/L, peptona bacteriol6gica
1.0 g/L) fueron comprados a OXOID (Hampshire, Inglaterra).

Reactivos. El sustrato (R)-(+)-limoneno (98%), el a-terpineol (90%), el n-
tetradecano, Tween 80, etanol absoluto (299.9 %), acetato de etilo (299.8%) vy
otros solventes fueron grado analitico y se adquirieron de Merck (Darmstadt,
Alemania). EI nitrégeno gaseoso se obtuvo de Aga-Fano (Bucaramanga,

Colombia).

5.2.2 Cinética de crecimiento microbiano de Penicillium digitatum DSM 62840
en medio sélido. Penicillium digitatum DSM 62840 se crecio en medio PDA, MEA
y YGA, a 23 °C durante 10 dias. En todos los casos se midi6 periddicamente el
diametro de la colonia para determinar la cinética de crecimiento del
microorganismo. La velocidad de crecimiento radial (VCR, mm/h) se establecio
siguiendo el método descrito por Trinci (1969) y Pirt (1975). EI mejor medio de
crecimiento para el cultivo microbiano se seleccioné de acuerdo con el valor de
VCR y se us6 para el mantenimiento periddico de la cepa. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

5.2.3 Evaluacion de la actividad antifungica del sustrato. Diferentes
concentraciones (0-280 mM) de (R)-(+)-limoneno se adicionaron al medio PDA
antes de gelificarse. En todos los casos, la dispersion de (R)-(+)-limoneno se llevd
a cabo por agitacion. Posteriormente, el medio se inoculé6 con 20 uL de
suspension de esporas (SS), (1 x 10’ esporas/mL). El crecimiento microbiano a 23
°C se monitored, midiendo el cambio en el diametro de la colonia luego de 8 dias
(Trinci, 1969; Pirt, 1975). El porcentaje de inhibiciobn se calculé6 usando la
Ecuacion 7, donde Dc es el diametro promedio de la colonia fangica del blanco
(limoneno 0 mM) y De es el diametro promedio de la colonia ensayo (Pandey et
al., 1982). Los resultados se utilizaron para producir las curvas de inhibicion. La

concentracion de limoneno que inhibe el crecimiento de P. digitatum en un maximo
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del 25% se defini6 como concentracion minima inhibitoria (CMI), y la que inhibié el
100% del crecimiento, como concentracion letal (CL).

Dc—De
Dc

Inhibicion, % = [( ) . 100] Ecuacion 7

5.2.4 Optimizacion del proceso de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno
utilizando Penicillium digitatum DSM 62840 a escala de laboratorio

o Preparacién de la suspension de esporas. Las esporas obtenidas en el
medio solido previamente seleccionado se resuspendieron en 10 mL de solucion
salina 0.85% NaCl y 0.1% Tween 80, y el recuento del nimero (N) de células por
mL se hizo en una cAmara de Neubauer. La concentracion inicial de esporas en el

medio de biotransformacién fue de 1*10” esporas/mL.

o Cinética de crecimiento de Penicillium digitatum DSM 62840 en medio
liguido. Penicillium digitatum DSM 62840 se cultivd en viales de 22 mL con tapa
rosca, provistos con septa de teflon, los cuales contenian 5 mL de medio liquido
estéril YMPG, MYB y YM, a 27 °C y con agitacion de 150 rpm, usando un agitador
orbital (Heidolph Vibramax 100, Schwabach, Germany). El medio se inoculé con
50 yL de SS y la concentracién de biomasa, se determiné por el método de peso
seco de las células, tomando muestras cada 24 h durante 15 dias (Demyttenaere
et al., 2004).

o Proceso general de biotransformacion a escala de laboratorio. Los
bioensayos se llevaron a cabo en viales de 22 mL, con tapa rosca, y provistos con
septa de teflon, los cuales contenian 5 mL de medio liquido estéril. El medio de
cultivo se inoculd con 50 pL de SS 1*10’esporas/mL y se preincubd a 27 °C
durante 72 h, con una agitacion de 150 rpm, usando un agitador orbital (Heidolph

Vibramax 100). Luego de la preincubacién se adiciondé R)-(+)-limoneno puro en
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concentraciones y condiciones especificas requeridas para cada experimento (ver
resultados). Al mismo tiempo, se prepararon dos controles: blanco de biomasa
(esporas suspendidas en el medio de reaccién sin sustrato) y blanco de sustrato
(medio de reaccidon y sustrato sin suspension de esporas). Los productos de

reaccion y el sustrato remanente fueron extraidos y analizados por GC-SM.

Las variables de estudio fueron: medio de biotransformacion, pH, fase de
crecimiento del microorganismo, concentracion de sustrato y efecto inductor del
sustrato. El criterio de seleccion del mejor valor para cada variable fue la
bioconversion, expresada como la concentracién (mg/L) de a-terpineol producida,
y la selectividad de la reaccién. También se determiné la conversion de sustrato

utilizando la Ecuacién 8.
Conversién % = [@] +100 Ecuacion 8

Donde Ci = Concentracion inicial de sustrato, Cf: Concentracion final de sustrato.
A continuacién se describe el procedimiento para evaluar cada variable.

o Efecto del tipo de medio de cultivo sobre la biotransformacion
microbiana. Los experimentos de biotransformacion se llevaron a cabo en el
medio liquido usando, YMPG, YM y MYB disueltos en buffer citrato-fosfato 0.1 M
de pH 3.5, bajo las condiciones especificadas anteriormente. El (R)-(+)-limoneno
se adicion6 a una concentracion final de 14.7 mM (CMI). La cinética de
transformacion microbiana se monitore0 a las 0, 24, 48 y 96 h luego de la adicion
del sustrato. El medio de cultivo en el cual se alcanzé el méas alto valor de

bioconversion se selecciond para evaluar otros parametros de biotransformacion.
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o Efecto del pH sobre la biotransformacion del limoneno. El efecto del pH
sobre la biotransformacion del limoneno se estudio disolviendo el medio de cultivo
MYB en buffers citrato-fosfato 0.1 M a pH 3.0, 3.5, 4.5 y 6.0. Los bioensayos se
llevaron a cabo con la metodologia previamente descrita en el procedimiento
general. La transformacion microbiana se monitore6 a las 0 y 48 h después de la
adicion de sustrato. EI medio de cultivo con mayor selectividad y valor de
bioconversion se selecciond para evaluar parametros adicionales en la

biotransformacion.

o Efecto de la fase de crecimiento de P. digitatum sobre la
biotransformacion del limoneno. Los bioensayos se llevaron a cabo en viales de
22 mL con taparrosca y provistos con septa de teflon, los cuales contenian 5 mL
de medio MYB de pH 3.5. El medio de cultivo se inoculé con 50 pL de SS
1*10esporas/mL y se pre-incubé a 27 °C durante 24, 72, 120, 168 y 216 h,
correspondientes a las fases latencia, exponencial temprana, media y tardia, y
estacionaria, respectivamente, y con una agitacion de 150 rpm, usando un
agitador orbital. Una vez que P. digitatum alcanzé la respectiva fase, el (R)-(+)-
limoneno se adiciond al medio de cultivo MYB de pH 3.5 a una concentracién final
de 14.7 mM. La cinética de transformaciébn microbiana para cada
biotransformacion se monitoreé a las 0, 24, 48 y 96 h de reacciéon. La fase de
crecimiento de mayor valor de bioconversién se selecciond para evaluar otros

paradmetros.

o Efecto de la concentracion de sustrato sobre la capacidad de
biotransformacidn. Los bioensayos se llevaron a cabo en viales de 22 mL con
taparrosca y provistos con septa de teflon, los cuales contenian 5 mL de medio
MYB de pH 3.5. El medio de cultivo se inoculé con 50 pL de SS 1*10esporas/mL
y se preincub6 a 27 °C durante 72 h (fase exponencial temprana) con agitacion de
150 rpm. (R)-(+)-limoneno se adiciond en una concentracion final de 5-100 mM. La

transformacion microbiana se monitore6 a las 0 y 48 h después de la adicion de
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sustrato. La concentracion de sustrato Optima se seleccion6 con base en la mayor

selectividad y bioconversion.

o Efecto inductor de (R)-(+)-limoneno sobre la capacidad de
biotransformacion. Para determinar el posible efecto inductor del sustrato, los
experimentos de biotransformacion, se llevaron a cabo inoculando el medio MYB
de pH 3.5 con 50 uL de suspension de esporas obtenida previamente creciendo el
hongo en medio PDA en presencia de inductor ((R)-(+)-limoneno 1.47mM) y en
ausencia de inductor (blanco). Las biotransformaciones se realizaron durante 72 h
a 27 °C y 150 rpm, con 14.7 mM (R)-(+)-limoneno en el medio de cultivo, y se

monitore6 a las 0, 8, 24 y 48 h.

5.2.5 Escalamiento del proceso de biotransformacion. Los procesos de
escalado se realizaron a 50 mL y a 500 mL de medio de reaccién. En todos los
casos se establecio previamente la cinética de crecimiento de Penicillium digitatum
DSM 62840 en medio liquido, para determinar el tiempo en el cual el hongo

alcanza la fase exponencial temprana.

5.2.5.1 A 50 mL de medio. Bajo las condiciones Optimas seleccionadas en los
experimentos llevados a cabo a escala de laboratorio (5 mL) se evalud el proceso
en un volumen 10 veces mayor, llevando a cabo la biotransformaciéon con

suspension de esporas (sin-precultivo) y con micelio del hongo (con-precultivo).

Sin-precultivo: Se tomaron 50 mL de medio estéril MYB de pH 3.5 ajustado con
buffer citrato-fosfato 0.1 M en frascos taparrosca de 250 mL. El medio se inocul6
con 500 pL de SS de concentracién 1*10” esporas/mL y se incubd durante 96 h, a
27 °C y 150 rpm. El tiempo de incubacion de 96 h, correspondié a la fase
exponencial media establecida previamente por la curva de crecimiento del hongo
a esta escala. Al finalizar el periodo de incubacion, se adiciono el (R)-(+)-limoneno

en concentracion 14.7 mM y se mantuvieron las condiciones durante 48 h.
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Finalizada la biotransformacién se realiz6 la extraccién con acetato de etilo (2* 15
mL), de sustrato remanente y de los productos de biotransformacién para
determinar la bioconversion del proceso. Los experimentos se realizaron por

duplicado.

Con pre-cultivo: Inicialmente, 5mL de medio estéril MYB de pH 3.5 depositados
en viales taparrosca de 22 mL provistos con septa de teflon se inocularon con 50
uL de SS de concentracion 1*10’ esporas/mL de P. digitatum y se incubaron
durante 72 h a 27 °C y 150 rpm, usando un agitador orbital. Toda la mezcla de
micelio y medio, contenida en el vial se adicion6 a 45 mL de medio MYB de pH 3.5
estéril contenido en frascos taparrosca de 250 mL a 27 °C, 150 rpm usando un
agitador orbital durante 84 h (tiempo correspondiente a la fase exponencial
temprana determinada por la curva de crecimiento). Posteriormente se dio inicio a
la biotransformacion con la adicion de (R)-(+)-limoneno 14.7 mM, manteniendo
una agitacion de 150 rpm y una temperatura de 27 °C durante 48 h. Transcurrido
el tiempo se realiz6 la extraccidn con acetato de etilo (2* 15 mL) de sustrato
remanente y productos de biotransformacion para determinar la bioconversion del

proceso. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Los productos y el sustrato remanente obtenidos en todos los casos fueron
analizados por GC-SM como se describié anteriormente. De acuerdo con el valor
de bioconversion y selectividad, se seleccioné el sistema (sin o con pre-cultivo)

para evaluar el proceso de biotransformacion a escala 10 veces mayor (500 mL).

5.2.5.2 A 500 mL de medio. Basados en los resultados de biotransformacién del
(R)-(+)-limoneno en 50 mL de medio, se utilizé6 micelio de P. digitatum para llevar a
cabo los experimentos de biotransformacion en el biorreactor de tanque agitado

New Brunswick Scientific BioFlo 110 de capacidad 1.3 L.
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Para establecer el tiempo correspondiente a la fase exponencial temprana se hizo
necesario establecer la curva de crecimiento del microorganismo en 500 mL de
medio MYB de pH 3.5; para ello se inocularon 450 mL de medio MYB de pH 3.5
estéril con 50 mL de mezcla (medio y micelio crecido durante 84 h) a 27 °C y 150
rpm, y se incubd durante 24 h a 100 rpm y 27 °C. Finalizado el tiempo se
determind la biomasa producida. Este experimento se repitié variando el tiempo de
incubacion, 48, 72 y 96 h. La velocidad de agitacion para el crecimiento del hongo

se fij6 en 100 rpm, que equivalen a 150 rpm de agitacién orbital.

Una vez determinado el tiempo de incubacion de P. digitatum DSM 62840 para
alcanzar la fase exponencial temprana, se realizaron los experimentos de
biotransformacién a escala de 500 mL de medio. En estos experimentos se evaluo
el efecto de la velocidad de agitacién y de aireacion sobre la biotransformacion
manteniendo la concentracion de limoneno (14.7 mM), la temperatura (27 °C) y
tiempo de reaccion (48 h). Al finalizar el tiempo se realiz6 la respectiva extraccion
en AcOEt (2*15 mL), del sustrato remanente y de productos, y se analizé por GC-
MS.

Para estudiar el efecto de la velocidad de agitacion y de la aireacion, se aplicé un
disefio experimental, central compuesto factorial 25, con cada variable a tres
niveles (alto-medio-bajo). La variable respuesta fue la concentracion de a-terpineol
(mg/L) producido. El analisis de los datos se realizdé por metodologia de superficie
de respuesta (MSR) usando el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.
De acuerdo con las condiciones 6ptimas de velocidad de agitacién y de aireacion,
arrojadas por MSR, se realizaron nuevamente experimentos de biotransformacién

para establecer la aproximacion tedrico-experimental.
El extracto en AcOEt de las biotransformaciones del (R)-(+)-limoneno, obtenido

bajo las condiciones 6ptimas de velocidad de aireacion y agitacion, se recolecto y

utilizé para purificar el a-terpineol.
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5.2.6 Extraccion, identificacién y cuantificacién de sustrato y productos de

reaccion

Extraccion liquido-liguido y concentracion de productos.

Los productos y el sustrato remanente obtenidos de los experimentos de
biotransformacion fueron extraidos con AcOEt (2 * 2.5 mL), seguido de
centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min. La fase organica se recolecté y secé con
Na,SO, anhidro, luego se concentré con corriente de N,. Posteriormente se
adicionaron 3 uL de n-tetradecano (istd, estdndar interno), se afor6 a 1 mL y se

tomaron 2 L para el analisis cromatografico.

Para evaluar la eficiencia de la extraccién se prepararon tres soluciones iguales de
(R)-(+)-limoneno: 5 mL de medio MYB de pH 6.5 y 12.5 pyL de limoneno (14.7
mM), y se agitaron a 150 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, se realizo la
extraccion liquido-liquido y la concentracion de las muestras, como se describid
anteriormente. De igual manera, se procedio con el derivado oxigenado (R)-(+)-a-
terpineol, solo que la cantidad adicionada al medio equivalié a una concentracién
10.24 mM (1600 mg/L). A su vez, se prepararon blancos: soluciones en AcOEt
gue contenian cantidades exactas de las concentraciones de analisis del limoneno
y a-terpineol y del istd. La comparacién de los valores de concentracién promedio
de los respectivos blancos y de las muestras extraidas permitié determinar la EE
del proceso utilizando la Ecuacién 9.

(masa analito recuperado) ]

EE % = | * 100  Ecuaciéon 9

masa de analito adicionado

Identificacion

El limoneno y los derivados oxigenados producidos se identificaron por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), usando un
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cromatdgrafo Agilent modelo 6890N (Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies 5975C con un sistema detector de
ionizacion por impacto de electrones (70 eV) y un analizador de masas
cuadrupolo, operado en modo full scan de 40-400 Dalton (m/z). La relacion Split
fue 1:13 y se usO un inyector automatico Series HP 7683. Se utilizé una columna
capilar DB-WAX (60 m de largo x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 ym de
espesor). La temperatura del inyector se programé a 45 °C, que se mantuvieron
por 10 minutos, y luego se elevd con una velocidad de calentamiento de 3 °C/min
hasta 220 °C, a esta temperatura se mantuvo por 30 min. La identificacion de los
compuestos se realizé comparando los espectros de masas de las muestras con
los espectros de los compuestos presentes en las bases de datos espectrales
ADAMS, NSB 75K, 138K NIST 05 y WILEY disponibles en el sistema de datos
G1701BA HP Enhanced Chemstation.

Cuantificacion

La cuantificacion de a-terpineol y limoneno remanente, producidos en cada uno de
los ensayos de biotransformacion microbiana, se realiz6 por el método de
estandar externo por GC-SM. Se prepararon cuatro soluciones en AcOEt de
diferentes concentraciones de (R)-(+)-limoneno (1000, 2000, 5000 y 10000 mg/L)
y de (R)-(+)-a-terpineol (800, 1600, 2400 y 3200 mg/L), cada una por triplicado. A
5 mL de cada solucion se adicionaron 15 pL de n-tetradecano como patron (2280
mg/L). Las soluciones preparadas se utilizaron para realizar las respectivas curvas
de calibracién de los terpenos. Las soluciones eluyeron en el cromatégrafo bajo
las condiciones de analisis descritas. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

Para el analisis de regresion lineal se usé el programa estadistico Statgraphics

Centurion XV y las curvas de calibracion se definieron segun la ecuacion X = m*C
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+ b, donde X: &rea de pico, m: pendiente calculada, c: concentracion del patron en
mg/l, b: constante calculada. EI RMSE fue calculado segun la definicion:

n 2
i=1Ef |»

Donde n= numero de patrones, E: error de cada medicion.

Adicionalmente, se determinaron los respectivos limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ), con base en los parametros de la regresion lineal,
empleando la metodologia RMSE, recomendada por la US EPA (Corley, 2003),

expresados en unidades de concentracion definidos como:

LOD = (3 * RMSE)/m
LOQ = (10 * RMSE)/m

Para cada analisis se obtuvieron tres datos de areas y tiempos de retencion y se
analizé la precision (repetibilidad) con base en la desviacion estandar relativa
expresada como porcentaje (RSD%). La cuantificacion se hizo empleando las
curvas de calibracion obtenidas y usando los factores de respuesta de cada
componente con las siguientes relaciones:

Am A
Cm=— fr =22

fr “cp

Donde Cm: concentracidon de la muestra; Am: area del pico de la muestra; fr: factor

de respuesta; Ap: area del pico del patron; Cp: concentracion del patrén.
La concentracién del limoneno y del a-terpineol presente en las muestras
obtenidas de los experimentos de biotransformacion fue corregida, utilizando el

respectivo %EE.
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En los Anexos 5 y 9 se muestran los resultados obtenidos de la eficiencia de
extraccion, y la validacion del método de cuantificacion para el limoneno y el a-

terpineol, respectivamente.

5.2.7 Extracciéon y purificacion del a-terpineol. El extracto en AcOEt
recolectado de las biotransformaciones del (R)-(+)-limoneno por P. digitatum
obtenido bajo las condiciones Optimas se concentr0 por micro-destilacion
fraccionada (9 veces). Del concentrado obtenido se tomaron 5 mL y se aplicaron a
una columna de Silica Gel 60 (14.5 x 1.8 cm) equilibrada con una mezcla
diclorometano-acetona 9:1 (Abraham et al., 1986). Los productos fueron eluidos a
una velocidad de 1.2 mL/min, recolectandose fracciones de 5 mL. Las fracciones
obtenidas se analizaron por TLC usando platos de Silica Gel (Merck) y
diclorometano-acetona 9:1 como eluente (Abraham et al., 1986). Los platos se
secaron y aspersaron con solucién de vainillina-acido sulftrico-etanol (0.5 g: 0.5
mL: 9 mL) (Gilbert y Martin, 2006) y calentaron a 100 °C por 1 minuto, para
colorear los metabolitos. La identificacion de los compuestos eluidos se realizd por
comparacion con el R; de patrones de limoneno, a-terpineol y AcOEt. Las
fracciones que contenian el a-terpineol fueron colectadas, y el solvente se evaporo

hasta sequedad para obtener el a-terpineol puro.

Para determinar la pureza y caracterizar el producto obtenido, se tomaron los
espectros de *H-RMN, *C-RMN y masas.

o Resonancia magnética nuclear (RMN). La muestra de a-terpineol se
disolvié en CCI3D y se analizé en el espectrofotémetro Bruker BioSpm, operado a
400 MHz. Se tomaron los espectros monodimensionales *H y 3C vy
bidimensionales COSY y HSQC. El tratamiento de los datos se realiz6 con el
programa Mestre-Nova 6.0.2-5475 Win. Los desplazamientos quimicos se

registraron en ppm, utilizando como referencia la sefial del solvente.
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o Espectroscopia de gases-masas. La muestra de a-terpineol se analizo
por GC-SM, utilizando un espectrofotometro Agilent Technologies 5975C con un
sistema detector de ionizacion por impacto de electrones (70 eV) y un analizador

de masas cuadrupolo operado en modo full scan de 40-400 Dalton (m/z).

5.2.8 Bioactividad del extracto de biotransformacion del (R)-(+)-limoneno y
del a-terpineol. Para determinar la posible aplicacion del extracto de
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno (compuesto 1) y a-terpineol (compuesto 4),
se evalud la citotoxicidad en células de mamifero y la actividad anti-Trypanosoma
cruzi, anti-Leishmania en el Laboratorio de Quimioterapia del Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP-UIS) y la actividad

antioxidante en el CICTA.

5.2.8.1 Citotoxicidad en células de mamifero y la actividad anti-Trypanosoma
cruzi y anti-Leishmania. Los compuestos fueron pesados, 2-3 mg, y disueltos en
dimetilsulféxido (DMSO). Las soluciones stock se almacenaron a -20 °C. El
Nifurtimox, la Amfotericina B (AmB) y la Miltefosina fueron utilizados como

medicamentos de referencia.

a. Prueba de actividad antiparasitaria. Los epimastigotes de T. cruzi, y los
promastigotes de L. chagasi y L. panamensis fueron expuestos a diferentes
concentraciones (0.1-100 pg/mL) durante 72 h a 28 °C. Células control
permanecieron sin el compuesto. En el caso de epimastigotes de T. cruzi, la
inhibicién del crecimiento se determiné por conteo directo y para promastigotes de
Leishmania spp., por el método de reduccion de la sal de tetrazolio MTT. Los
resultados fueron expresados como concentracion inhibitoria del 50 y 90% de los
pardsitos (Clsp y Clgg) (GOmez et al., 2010; Escobar et al., 2010; Palma et al.,
2009).
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b. Prueba de citotoxicidad. Las células VERO (derivadas de rifibn de mono
verde africano) fueron expuestas a diferentes diluciones de los compuestos (300-
0.3 pg/mL). Se realiz6 incubacién por 72 h a 37 °C, en concentracion de CO del
5%. Se utilizd un control de muerte celular como referencia. Tanto las diluciones
de los compuestos como el medicamento de referencia se evaluaron por triplicado.
Los resultados se expresaron como concentracion citotoxica para el 50 y el 90%

de las células (CCsg y CCqp).

5.2.8.2 Actividad antioxidante. La actividad antioxidante del extracto de
biotransformacion del (R)-(+)-limoneno y del a-terpineol puro, se analizé usando el
método espectrofotométrico de barrido (scavenging) del catién radical ABTS™
(Cadena y Herrera, 2008; Re et al., 1999). Los resultados se expresaron como
miliequivalentes a Trolox/g de muestra a partir de la curva de calibracion de Trolox
realizada con concentraciones entre 0.1-2.0 mM. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

5.2.9 Analisis estadistico. Los ensayos de actividad antifingica se realizaron por
triplicado. Los experimentos de biotransformacion a escala de laboratorio se
realizaron dos veces y cada prueba se llevé a cabo por duplicado, para un total de
cuatro muestras por experimento. La concentracion de sustrato remanente y los
productos de biotransformacion se expresaron como el promediot desviacion
estandar. Los experimentos realizados a escala de 50 y 500 mL se efectuaron por
duplicado y la concentracion de sustrato y producto se expresé como el promedio.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la optimizacion del
proceso de biotransformaciéon de (R)-(+)-limoneno utilizando células completas de

Penicillium digitatum DSM 62840 a escala de laboratorio (5 mL), asi como los

resultados del escalado del proceso a 50 mL y 500 mL de medio, del proceso de

192



purificacion del derivado hidroxilado del limoneno, a-terpineol, su caracterizacion
espectral, y finalmente, la evaluacion de citotoxicidad y de actividades

antiparasitaria y antioxidante, para determinar su posible aplicacion.

5.3.1 Cinética de crecimiento mibrobiano de Penicillium digitatum DSM 62840
en medio solido. Inicialmente se evalug el crecimiento del microorganismo en
diferentes medios de cultivo PDA, MEA y YGA (Figura 66) y se encontro que P.
digitatum DSM 62840 crecido de manera similar en los medios PDA y YGA, y en
menor proporcion en el medio MEA, como se muestra en la Figura 67.

Figura 66 Penicillium digitatum DSM 62840. Cepa liofilizada y crecida en los
medios de cultivo sélidos: (A) PDA, (B) MEA, (2 dias) y (C) YGA
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Figura 67 Cinética de crecimiento microbiano de P. digitatum DSM 62840 en
medios PDA, MEA y YGA sobre platos de agar a 23 ° C. PDA ( ¢), YGA( A)y
MEA (H)
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Sin embargo, la mas alta VCR (0.35 + 0.01 mm/h) se obtuvo en el medio PDA, por
lo cual este se seleccion6 para el mantenimiento periddico de P. digitatum DSM
62840 y para obtener la suspension de esporas usada en posteriores

experimentos.

5.3.2 Evaluacion de la actividad antifungica del sustrato. Para determinar la
actividad antifungica del (R)-(+)-limoneno sobre el crecimiento de P. digitatum, se
vario la concentracion de sustrato en un rango de 0-280 mM en el medio PDA y se
encontré que la adicion de (R)-(+)-limoneno afecta negativamente el crecimiento

de P. digitatum, como se muestra en la Tabla 27.
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Tabla 27 Actividad antifungica de (R)-(+)-limoneno sobre P. digitatum DSM 62840

crecido en medio PDA a 23 °C

Concentracion de Inhibicién VCR
limoneno (mM) (%) (mm/h)

0 0 0.47 +0.01

0.73 4.0 0.41 +0.02

1.46 6.7 0.41 +0.02

3.65 13.3 0.41 +0.02

7.35 17.3 0.40 £ 0.05
14.70 22.7 0.31+0.02
25.00 28.2 0.30 + 0.07
36.75 30.7 0.27 £ 0.04
73.40 34.7 0.23+0.05
88.08 40.0 0.17 £ 0.02
110.10 46.7 0.13+0.03
132.12 58.7 0.12 +0.02
183.50 80.0 0.09 £0.03
220.20 85.3 0.08 +0.01
256.90 89.3 0.05+0.04

Con base en estos resultados se establecid una concentracion de 14.7 mM como
la minima inhibitoria (CMI), mientras concentraciones superiores a 257 mM se
consideraron letales (CL). Por lo anterior, para los procesos de biotransformacion
se seleccion6 una concentracion de R)-(+)-limoneno de 14.7 mM.

El efecto de toxicidad observado puede atribuirse a la toxicidad del (R)-(+)-
limoneno. Varios autores (Bicas et al., 2008; Onken y Berger, 1999; Tan y Day,
1998; Ohloff 1994) han establecido que terpenos con coeficientes de particion n-
octanol/agua (log Pow) entre 1 y 5 causan pérdida de permeabilidad especifica e
integridad a la membrana celular. El limoneno tiene un log Pow de 4.8 (Onken y
Berger, 1999; Tan y Day, 1998).

5.3.3 Optimizacién del proceso de biotransformacién. Las variables analizadas

para optimizar el proceso de biotransformacion del limoneno por las células de P.

digitatum DSM 62840 fueron: medio de cultivo liquido, pH del medio, fase de
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crecimiento del hongo, concentracion de sustrato y efecto inductor del sustrato. A

continuacion se detallan los resultados obtenidos.

a. Efecto del tipo de medio de cultivo. Los medios de cultivo liquidos YMPG,
MYB y YG, usados en este estudio, contienen componentes nutricionales
similares, pero con diferentes concentraciones, lo cual incide en su crecimiento.
En la Figura 68 se muestran las curvas de crecimiento de P. digitatum DSM
62840 a 27 °C y 150 rpm en los medios mencionados con pH 3.5. Se observa que
P. digitatum crece mejor en medio MYB seguido de YMPG y YG y alcanza
velocidades especificas de crecimiento (u) de 0.005h™ en los medios MYB y
YMPG y de 0.010 h-1 en el medio YG (Figura 69).

Figura 68 Cinética de crecimiento de P. digitatum en los medios liquidos MYB,
YMPGy YG de pH 3.5a 27 °Cy 150 rpm.
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Figura 69 Velocidad especifica de crecimiento de P. digitatum DSM 62840 en
medios de cultivo liquido de pH 3.5a 27 °C y 150 rpm
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En los medios MYB y YG, el limoneno fue biotransformado sélo en (R)-(+)-a-
terpineol; no obstante a las 48 h de reaccion, la concentracion del producto fue
aproximadamente tres veces mayor (1585+19.59 mg/L) en medio MYB (Figura 70

A) y mayor concentracién de biomasa (Figura 70 B).
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Figura 70 Efecto del medio YMPG ( @), MYB (& )y YG ( ~ ) sobre la
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por Penicillium digitatum DSM 62840. (A):
Cinética de la produccién de a-terpineol y (B): Cinética de crecimiento microbiano.

Condiciones del medio de cultivo: pH 3.5 y temperatura de 27 °C
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En medio YMPG, los productos de biotransformacion del limoneno fueron
detectados luego de 96 h, formandose solo trans-carveol.
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Los resultados mencionados muestran que el medio de cultivo puede afectar tanto
la selectividad como la concentracion de producto formado. Adicionalmente, la
menor biotransformacion en el medio YG posiblemente se debié a los mecanismos
de repression catabolica por la alta concentracion de glucosa que reduce el uso
de limoneno como fuente de carbono y energia. Similares efectos han sido
reportados por otros autores (Badee et al, 2011; Bicas et al, 2009).

Tan et al., (1998), usando limoneno como sustrato y Penicillium digitatum NRRL
1202 como cepa fangica, encontraron luego de 48 h de reaccion en medio MYB un
contenido de 220 mg a-terpineol/g de células secas, mientras que en este trabajo
el contenido especifico fue 4 veces mas alto (880.6£2.64 mg a-terpineol/g de

células secas).

De acuerdo con estos resultados, el medio MYB se selecciond para estudios

posteriores.

a. Efecto del Ph. La capacidad de P. digitatum DSM 62840 para biotransformar a
diferentes pHs se evalu6 sobre el medio MYB, encontrandose que las células de
P. digitatum muestran selectividad hacia la produccion de (R)-(+)-a-terpineol a pH
3.0 y 3.5, mientras que a pH 4.5, la selectividad disminuye, debido a la formacién

de otros productos oxigenados.

Aun cuando en todos los casos el a-terpineol fue el producto formado en mayor
proporcion (Tabla 28), la mas alta produccién de (R)-(+)-a-terpineol (1537+34.95
mg/L) se logra a pH 3.5. A valores de pH mayores ocurren re-arreglos
intramoleculares que promueven la formacion de otros productos por reacciones
de hidroxilacion en diferentes carbonos del limoneno, reacciones de isomerizacion,

de oxidacion y ruptura del ciclo, tal como se muestra en la Figura 71.
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Tabla 28 Metabolitos producidos durante la biotransformacion del (R)-(+)-limoneno
por P. digitatum DSM 62840 a diferentes pH del medio MYB a 48 h de reaccion

Concentracién de pH de biotransformacién
metabolitos de
biotransformacién (mg/L)
3.0 3.5 4.5 6.0
Limoneno remanente 1061+6 | 439.1+28.2 530.6+£21.9 | 1641+39
7.1 5
a-Terpineol 982+40. | 1537+34.9 1352+23.2 | 288.1+2
5 0.7
Linalol ND ND 27.8£1.3 | 28.6+2.0
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol ND ND 23.6x1.5 | 23.9%£1.5
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol ND ND 19.5£0.9 | 42.9+2.1
trans carveol ND 66.9+3.4 20.1+1.2 | 30.1£1.9
cis carveol ND ND 42.1+1.8 | 32.2+1.6
Carvona ND ND 27.3x1.0 | 23.0+1.2
Concentracion total de | 982+40. | 1604+37.3 1512.44£31. | 402+109.
productos 5 0 7

ND: No detectado

Tan y Day (1998) evaluaron el efecto del pH en el rango de 2.5 a 8.0 sobre la
biotransformaciéon del limoneno por P. digitatum NRRL 1202 y encontraron un
perfil de actividad relativa de bioconversion versus pH con 4 valores maximos a
pHs 4.5, 5.5, 6.5 y 8.0, los cuales se deben, segun estos autores, a la presencia
de isoenzimas y multi-componentes proteinicos presentes en el complejo
enzimatico citocromo P-450. Esta misma situacion fue observada por Osborne et
al., (1990), con la 11-a-hidroxilasa de progesterona presente en R. nigricans, la
cual tiene 4 proteinas: P-450, NADPH-citocromo P-450, citocromo bs y citocromo

bs-reductasa.

En este trabajo se seleccioné el pH 3.5 para continuar los estudios.

Note que a pH 4.5y 6.0 se forman los derivados oxigenados linalol y los isomeros

cis/trans-p-menta-2,8-dien-1-ol. Estos compuestos no han sido producidos por
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biotransformacion del limoneno. Es possible que bajo condiciones suavemente
acidas den lugar a nuevas rutas metabolicas del limoneno por las células de P.
digitatum DSM 62840. EI linalol se forma a través del cation intermediario a-
terpinil como ocurre naturalmente en las plantas (Figura 72). La bioconversion de
(R)-(+)-limoneno por P. digitatum a a-terpineol, implica un intermediario (epoxido-
8,9- limoneno) formado via epoxidacion por ataque al doble enlace 8,9 seguido de
una ruptura reductiva (Figura 72). Las reacciones de epoxidacion por lo general
son catalizados por MO-citocromo P450 (Badee et al, 2011; Tan y Day, 1998;
Abraham et al., 1985).

Figura 71 Productos de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por Penicillium
digitatum DSM 62840 obtenidos a pH 4.5y 6.0 en MYB, temperatura 27 °C y 150

rpm
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a. Efecto de la fase de crecimiento de P. digitatum DSM 62840. En este
experimento, el limoneno se adicioné al medio de cultivo que contenia el
microorganismo en diferentes fases de crecimiento y se monitoreé la
biotransformacion cada 24 h durante 96 h; se encontré que, en todos los casos, la
biotransformacion de (R)-(+)-limoneno ocurre rdpidamente en las primeras 24 h,
después de 48 h de reacciodn, la velocidad de biotransformacion es constante. La

Figura 72 resume estos resultados.

Ademas, independientemente de la fase de crecimiento, las células de P.
digitatum producen (R)-(+)-a-terpineol; sin embargo, la mayor concentracion
(1667t 49.7 mg/L) se obtuvo cuando el limoneno se adicion6 en la fase
exponencial temprana (72 h). Cuando se adicion6 en las otras fases de
crecimiento, la produccién de (R)-(+)-a-terpineol decrecio entre el 50% y el 60%.

El efecto de la fase de crecimiento sobre la biotransformacion del limoneno ha sido
evaluada por Tan et al., (1998), usando P. digitatum NRRL 1202 en medio MYB a
pH 4.5; estos autores encontraron que la biotransformacion del limoneno solo se
lleva a cabo en las fases exponencial temprana (24 h) y media (72 h),
alcanzando un rendimiento especifico de 5.4 y 2.2 mg a-terpineol/ g célula
secal/dia, respectivamente.
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Figura 72 Efecto de la adicion de limoneno en diferentes fases de crecimiento de
Penicillium digitatum DSM 62840 sobre la biotransformacién de (R)-(+)-limoneno.

Condiciones de cultivo: medio MYB, 27° C, 150 rpm y pH 3.5.
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Con base en los resultados mostrados se escogio la fase de crecimiento en fase

exponencial temprana, para continuar con los andlisis.

b. Efecto de la concentracion de sustrato. Los experimentos llevados a cabo
utilizando diferentes concentraciones de limoneno mostraron que estas afectan
tanto la selectividad como la bioconversion del limoneno por P. digitatum. En este
estudio, concentraciones entre 10 y 15 mM favorecen la produccion de a-terpineol,
mientras que concentraciones mayores (> 30 mM) disminuyen la selectividad
formando diferentes derivados oxigenados, como cis/trans carveol, carvona, 1,2 -
limoneno diol, cis p-menta 2,8-dien-1-ol, fenil etanol (picos 5, 6, 7, 8, 9 y 12,
respectivamente), p-pineno, sabineno y mirceno (picos 1, 2 y 3), y dos picos no-
identificados (picos 11 y 14), tal como se muestra en la Figura 73. En el caso de la
bioconversion el valor mas alto (1537+34.95 mg/L) se alcanza a una concentracion
15 mM de limoneno (Tabla 29).
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Figura 73 Cromatograma obtenido de la biotransformacion de (R)-(+) limoneno por
Penicillium digitatum DSM 62840, en medio MYB, a 27 °C, 150 rpm, y pH 3.5. (A)
Limoneno 15 mM (B) Limoneno 100 mM. Otras condiciones: Columna capilar DB-

WAX (60m x 0.25mm x 0.25 ym), Cromatografia acoplada a detector selectivo de

masas (GC-MS)
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Tabla 29 Produccion de metabolitos durante la biotransformacién del (R)-(+)-
limoneno usando P. digitatum DSM 62840, medio MYB, a 27 °C, 150 rpm y pH 3.5

Sustrato y Concentracion de limoneno (mM)
oductos (mg/L
P (mg/L) 10 15 30 50 75 100
Limoneno 964.7+40.7 | 317+25.5 | 2319+44. | 4866+56.9 | 7432+50.8 | 10566+57
remanente 6 9
a-Terpineol 357+15.3 1537+34. | 1039+37. 634+26.3 697+23.7 | 496+18.8
9 4
Trans carveol ND 67+3.4 85.4+3.9 154.1+7.3 369.0+9.4 | 370.7+11.
6
Cis carveol ND ND 53.5+2.7 76.8+4.5 155.6+5.1 | 207.1+7.4
Carvona ND ND 63.7+5.8 95.3+3.1 181.6+8.3 | 215.7+8.3
1,6-Octadien-3-ol ND ND 67.9+5.3 103.9+5.6 | 211.7+8.0 | 260.945.9
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Sustrato y Concentracion de limoneno (mM)
oductos (mg/L
P (mgrL) 10 15 30 50 75 100
Fenil etanol ND ND 42.2+0.1 64.0+2.9 135.0+£3.7 | 174.9+7.7
Limoneno 1,2-diol ND ND 54.9+4.47 | 77.9+3.3 159.4+3.4 | 188.5+6.1
cis-menta-2,8-dien- ND ND 38.9+2.1 42.1+1.9 92.2+4.1 | 123.948.6
1-ol
trans-menta-2,8- ND ND 77.7£2.9 89.9+3.6 173.345.9 | 208.2+8.3
dien-1-ol
Total otros 0 67+3.4 484+16.3 704+19.9 1477+£24.7 | 1745+32.
productos 2
Total 357+15.3 | 1604+37. | 1523+29. | 1338+22.3 | 2174+20.7 | 2241+31.
biotranformacion 3 9 2
Bioconversion (%)
26.20+1.1 | 75.21+1.7 | 25.42+0.9 | 9.311+0.4 6.82+0.2 3.6410.1

Otros autores, como Peschek et al. (2009), encontraron con este mismo hongo
concentraciones 6ptimas de sustrato menores (9.5 mM), mientras que para otros
hongos se han obtenido mejores resultados con concentraciones de limoneno del
orden de 62 mM (Tan y Day, 1998a). Usando bacterias para biotransformar el
limoneno, por ejemplo P. gladioli, la concentracion méaxima de sustrato fue de 11.4
mM (Braddock y Cadwallader, 1995).

Lo anterior permite inferir que la concentracion de sustrato afecta principalmente la

selectividad y la bioconversion del (R)-(+)-limoneno.

c. Efecto inductor de (R)-(+)-limoneno. La adicién previa de limoneno como
inductor de las células del hongo increment6é la produccion de a-terpineol en
14.6% a las 48 h de reaccion, tal como se muestra en la Tabla 30. Estos
resultados sugieren que la enzima responsable de la oxifuncionalizacién del

limoneno es inducible. El efecto inductor ha sido reportado en cepas de hongos
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como P. digitatum NRRL 1202 (Tan y Day, 1998), Cladosporium (Kraidman et al.,
1969) y P. gladioli (Braddock y Cadwallader, 1995; Savithiry et al., 1997).

En otros estudios de biotransformacion de sustratos hidrofobicos realizados
utilizando otros hongos y levaduras, como Rhizophus arrhizus ATCC 11145
(Holland et al., 1975), Lodderomyces elongisporus (Honeck et al., 1982), Candida
maltosa y Saccharomyces cerevisiae (Zimmer et al., 1995), también se encontré
qgue la hidroxilacion es realizada por monooxigenasas tipo citocromo P450, que a

su vez son inducibles por sustrato.

Tabla 30 Bioconversion de (R)-(+)-limoneno por Penicillium digitatum DSM 62840

en presencia y ausencia de inductor

Concentracién Conversion Productividad,
Tiempo | (mg a-terpineol/L) (%) mg a-terpineol L™*h°
(horas) 1
Sin Con Sin Con Sin Con
Inductor | Inductor | Inductor | Inductor Inductor
a a Inductor
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
8 492+10.9 | 763+£15.9 | 21.72+0.5 | 33.72+0. 61.49+ | 95.43+1.
3 78 1.3 99
24 1154+18. | 1308+22. | 50.96+0.9 | 57.75+1. 54.48+0.
8 2 2 09 48.07+0. 93
78
48 1585+19. | 1835+54. | 70.00+1.3 | 81.05+4. 38.23+1.
6 4 2 91 3.01+0.4 13
1

& Concentracién de (R)-(+)- Limoneno en el medio (1.47 mM)

En resumen, de los resultados obtenidos a escala de laboratorio se puede
establecer que las células de Penicillium digitatum DSM 62840 fueron altamente
selectivas para producir (R)-(+)-a-terpineol por biotransformacion del (R)-(+)-
limoneno puro, lograndose una conversion maxima promedio de 81.05+4.91, una

actividad especifica de bioconversion de 880 mg a-terpineol/g de célula seca y una
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productividad promedio de 38.2 mg o-terpineol L*h?, bajo las siguientes
condiciones de proceso: Medio de biotransformaciéon MYB a pH 3.5, inoculado con
esporas crecidas en presencia de inductor hasta fase exponencial temprana (72
h); concentracion de sustrato: 14.7 mM, tiempo de reaccion: 48 h, y a 27 °C y 150

rpm.

5.3.4 Escalado del proceso de biotransformacion. Bajo las condiciones
seleccionadas se procedi6 a escalar el proceso a 50 mL, para evaluar la
reproducibilidad del proceso al aumentar la escala y adecuar variables para
escalar a 500 mL de medio de reaccion.

5.3.4.1 A 50 mL de medio de cultivo. Previamente fue necesario establecer la
cinética de crecimiento del microorganismo a esta escala para determinar el
tiempo necesario para alcanzar la fase exponencial temprana (fase Optima) de
crecimiento de P. digitatum DSM 62841 en el medio MYB de pH 3.5, para los dos
sistemas: suspension de esporas (sin-precultivo) y micélio (con-precultivo). En la

Figura 74 se presentan las curvas de crecimiento obtenidas.

Figura 74 Cinética de crecimiento microbiano de P. digitatum DSM 62840 en 50
mL de medio MYB de pH 3.5 a 27°C y 150 rpm. (A) Sin-precultivo y (B) Con-

precultivo.
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Para el sistema sin-precultivo el tiempo fue de 96 h, mientras que con-precultivo
fue de 84 h. La biomasa producida en cada caso fue de 3,84+0,27 y 2,58+0,18
g/L, respectivamente. Manteniendo las demas condiciones de reaccion se llevo a
cabo la biotransformacion de (R)-+)-limoneno utilizando los dos sistemas. Los
resultados mostraron que dependiendo de la morfologia de P. digitatum (Figura
75), la biotransformacion del limoneno sigue diferentes rutas. Utilizando el micelio
del hongo la reacciéon es mas selectiva, produciendo los terpenoides a-terpineol
(1603.6+34.8 mg/L) y trans-carveol (60.7£9.6 mg/L), mientras que con suspension
de esporas la concentracidon de a-terpineol es 3 veces menor (516.9£23.9 mg/L) y

se producen fenil etanol (45.1+2.8 mg/L) y etil oleato (2.8+0.7 mg/L).

La conversion fue mayor (81.4%) cuando la biotransformacion del limoneno, se
llevé a cabo utilizando micelio de P. digitatum, mientras que con la solucion de
esporas la bioconversion disminuye apreciablemente alcanzdndose un valor de
28.2%. Lo anterior puede deberse a varias situaciones; es posible que las esporas
bajo las nuevas condiciones de reaccién sufran estrés que afecte su estado
fisiolégico y disminuya la resistencia a toxicos, que en este caso seria el limoneno
remanente y los productos formados, a-terpineol, y causen inhibicion enzimatica a
las oxigenasas responsables de la oxifuncionalizacién del monoterpeno (Dantigny
et al., 2009; Wolken et al., 2003; Wolken et al., 2002).

Por lo anterior, para continuar con el escalado del proceso se utilizé6 micelio (con

pre-cultivo).
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Figura 75 Morfologia de P. digitatum DSM 62840. (A): medio inoculado con
micelio, (B): medio inoculado con suspension de esporas, SS; medio inoculado

con SS a escala de laboratorio.

5.3.4.2 A 500 mL de medio de cultivo. Los bioensayos en volumen de 500 mL
de médio MYB de pH 3.5 se llevaron a cabo utilizando micelio, que fue obtenido
de la siguiente manera: 5 mL de medio MYB de pH 3.5 se inocularon con 50 L de
SS de concentracién 1*10” esporas/mL y se incubé por 72 h a 27 °C y 150 rpm. El
micelio obtenido y el volumen de medio se utilizaron para inocular 45 mL de medio
fresco e incubar durante 84 h a las mismas condiciones de agitacion y
temperatura. El conjunto micelio y medio de cultivo obtenido se emple6 para
inocular 450 mL de medio MYB de pH 3.5 fresco, ubicados en el biorreactor New
Brunswick Scientific BioFlo 110, esterilizado previamente.

Aqui también fue necesario determinar el tiempo en el que P. digitatum alcanza la
fase exponencial temprana de crecimiento; para ello se determiné la curva de
crecimiento respectiva inoculando el medio de cultivo como se describid
anteriormente. La Figura 76 muestra que a las 24 h se alcanza la fase
exponencial media, habiendo consumido el hongo el 40% de la glucosa inicial
(Anexo 7).

209



Figura 76. Cinética de crecimiento de P. digitatum DSM 62840 en 500 mL de
medio MYB de pH 3.5, a 27 °C y 100 rpm en biorreactor New Brunswick Scientific
BioFlo 110.
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Los experimentos de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por P. digitatum DSM
62840 a escala de 500 mL de medio MYB de pH 3.5 se realizaron a 27 °C,
utilizando agitacion mecanica. Para establecer las condiciones Optimas de
velocidad de agitacion y velocidad de aireacion y su efecto en la
biotransformacion, se aplico el disefio experimental central factorial de tres niveles
3% Como variable respuesta se aplicd la produccién de o-terpineol expresada
como concentracion de a-terpineol (mg/L). En la Tabla 31 se presentan los valores
de los niveles evaluados para cada variable, y en la Tabla 32, los resultados

obtenidos al aplicar el disefio experimental.

Tabla 31 Variables y niveles evaluados en el disefio factorial de tres niveles, 32

Variables Niveles
-1 0 +1
Velocidad de agitacién 100 150 200
(rpm)
Velocidad de aireacion 0.00 0.05 0.10
(wm®)

&ywwm: velocidad de aireacion por volumen de medio
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Tabla 32 Matrix del disefio factorial de tres niveles 3% y la concentracién de o-
terpineol (mg/L) obtenida por GC-MS luego de 48 horas de reaccion

Niveles de las variables Variable
Puntos del independientes respuesta
disefio
Agitacion Aireacion Concentracion
(rpm) (vvm) a-terpineol
(mg/L)
1 -1 -1 980,8
2 0 -1 1272,8
3 1 -1 1172,1
4 -1 0 19,0
5 0 0 309,0
6 1 0 442.,0
7 -1 1 253,3
8 0 1 255,8
9 1 1 581,1

El andlisis estadistico de estandarizacion de efectos y analisis de varianza
(ANOVA) de las variables independientes permitiéo obtener los resultados que se
muestran en la Tabla 33; de ellos se establece que en la produccién de a-terpineol
el factor velocidad de aireacion y el cuadrado de su interaccion (BB) influyen
significativamente, teniendo la velocidad de aireacién un efecto significativo al
nivel del 99.0% (P<0.01). Estos resultados se corroboran con el diagrama de
estandarizacion de los efectos o diagrama de pareto (Figura 77 A), y con la
grafica de superficie de respuesta estimada, en la cual se observa que al
incrementar la velocidad de aireacion disminuye la produccién del compuesto de

interés (Figura 77 B).
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Tabla 33 Efectos estimados y andlisis de varianza para la concentracion de a-

terpineol (mg/L)

Efecto Coefici| Error SS Df MS F P
ente de|estanda
regresi r
on

Promedio 281,878] 99,2771

A:Agitacion [314,033] 108,753 | 147925 1 147925 8,34 0,0631

B:velocidad -778,5 108,753 | 909093 1 909093 | 51,24 | 0,0056

aireacion
AA - 188,365 | 2860,2 1 2860,2 0,16 0,7149
75,6333
AB 68,25 | 133,194 | 4658,06 1 4658,06 | 0,26 0,6437
BB 991,967] 188,365 | 491999 1 491999 | 27,73 | 0,0133
Error total 53222,1 3 17740,7
Total (corr.) 1,606976 8
E
coeficiente de determinacién, R® 96,6938%

Abreviaturas: SS= Suma de cuadrados; Df=grados de libertad; MS= cuadrado

medio; F= prueba de significacion; P= probabilidad de error.

Lo anterior sugiere que la biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por P. digitatum
DSM 62840 en biorreactor se debe llevar a cabo en ausencia de aireacion para

que la concentracion de a-terpineol sea maxima (1272,8 mg/L) (Figura 77B).

Al aplicar el andlisis de optimizacion multivariable se establecid que para tener la
maxima conversion equivalente a una producciéon de (R)-(+)-a-terpineol de
1252,19 mg/L se requiere operar el biorreactor a una velocidad de agitacion de
200 rpm, sin aireacién (0 vvm) y manteniendo las demas condiciones del proceso.
En estas condiciones se evalud la reproducibilidad del proceso, realizandolo por
duplicado, y se obtuvo una concentracion de a-terpineol de 1271.5£16.9 mg/L, que
equivalen a una actividad de bioconversién especifica de 954,7 mg a-terpineol/g

célula seca y una productividad de 25,7 mg.L*h™.
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Figura 77 Diagrama de estandarizacion de efectos (A) y Superficie de respuesta
estimada (B)
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Contrario a lo esperado, el oxigeno —que es un sustrato clave y necesario en
bioprocesos aerobios—, y debe suministrarse continuamente debido a la baja
solubilidad en medios acuosos (Garcia y Gomez, 2009); en esta investigacion,
afectd negativamente la selectividad de las reacciones de hidroxilacién del C-8 del
(R)-(+)-limoneno, generando otros productos como puede verse en la Tabla 34.

Por ultimo, una comparacion de los resultados obtenidos durante el escalado del
proceso de biotransformacién de (R)-(+)-limoneno por P. digitatum DSM 62840
(Tabla 35) muestra que la produccion de (R)-(+)-a-terpineol disminuye con los
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cambios progresivos de volumen de escalado, al igual que la conversiéon y la
productividad especifica. En el caso del escalado a 500 mL, el cambio de volumen
(100 veces) y del tipo de agitacion (de orbital a mecanica) afectaron la capacidad
de P. digitatum DSM 62840 para biotransformar el (R)-(+)-limoneno a (R)-(+)-a-

terpineol.

Tabla 34 Metabolitos producidos en la biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por

P. digitatum a diferentes velocidades de aireacion y 200 rpm

Velocidades de aireacion (vvm)
Productos
0.05 0.10 0.00
Concentracion (mg/L)
Limoneno remanente 990,1 1082,1 797,3
Fenil etanol 32,1 5,8 ND
cis-p-Menta-2,8-dienol 22,5 6,3 ND
1,8-mentadien-4-ol 17,5 0,5 ND
alfa terpineol 442.0 581,1 1172,1
Alcohol perilico 57 5,9 ND
trans Carveol 63,4 20,5 14,8
cis Carveol 60,9 9,0 18,8
Carvona 2,3 19,4 ND
Peril aldehido ND 17,4 ND

ND: No detectado

Tabla 35 Efecto del cambio de volumen de medio MYB de pH 3.5 sobre la
concentracion de (R)-(+)-a-terpineol obtenida por biotransformacion de (R)-(+)-
limoneno por P. digitatum DSM 62840

Concentracion Volumen de medio (mL)
a-terpineol 5 50 500
(mg/L) 1835+54.4 1603.6+34.8 | 1271.5+16,9
Conversion de 81.05+4.91 70.79+1.70 | 56.15+0.74
limoneno (%)
Productividad
(mgL'lh'l) 38.2 33.4 25.7
Cambio respecto a concentracion de 10.26 24.90

a-terpineol productida en 5 mL (%)
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No se encontraron en la bibliografia estudios similares que evallen el efecto
progresivo del escalado en los procesos de biotransformacion de terpenos, por lo
que es dificil establecer si los valores observados en este estudio son
representativos. A nivel industrial, cambios en los procesos de escalado hasta de

un 25% se consideran aceptables.

Con respecto a la selectividad, es de destacar que se mantienen las condiciones
finales de los tres procesos (a nivel de laboratorio, 50 mL y 500 mL), es decir, en
todos los casos se forma a-terpineol y trans-carveol, lo que sugiere que en el
proceso P. digitatum DSM 62840 se producen oxigenasas: una monooxigenasa
gue oxida el enlace olefinico del C-8 del limoneno, y posteriormente, una enzima
reductiva que actla sobre el epéxido, da lugar al (R)-(+)-a-terpineol, y la otra
enzima, 6-limoneno-monooxigenasa, que hidroxila estéreo-especificamente el
carbono alilico C-6 del limoneno, formando el isémero trans-carveol (De Carvhalo
y Da Fonseca, 2002).

Comparado con otras investigaciones, es importante destacar que autores como
Pescheck y colaboradores (2009) han evaluado la biotransformacion de limoneno
utilizando también la cepa de P. digitatum DSM 62840, pero en lugar de utilizar un
biorreactor de tanque agitado, como en este estudio, utilizaron un biorreactor con
circuito cerrado de gas, debido a que el limoneno se adicioné en fase gaseosa.
Las condiciones del proceso fueron: 2.7 L de medio MYB de pH 4.0, 27 °C, 100
rpm y 0.05 vwm de velocidad de aireacion, con adicion secuencial de limoneno
(cinco dosis de 1.9 mM cada 24 horas). En estas condiciones, los autores
alcanzaron una conversion molar del 63%, equivalente a una concentracién de

(R)-(+)-a-terpineol de 1009 mg/L y una productividad promedio de 8.5 mgL™*h™.
Comparando con los resultados obtenidos en biorreactor, utilizando 500 mL de

medio, la concentracidon de a-terpineol y la productividad obtenida en nuestro caso

fue aproximadamente del 20% y 3 veces mayor, respectivamente.
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Pescheck et al., no reportan la produccién de derivados oxigenados diferentes al
a-terpineol, aunque es posible que bajo las condiciones del proceso estos se
hubiesen formado; el interés de los autores se centrd en el producto mayoritario.
En este trabajo se encontré que la aireacion del bioproceso afecté negativamente

la bioconversién y la selectividad de la biotransformacion del limoneno.

Otros autores, como Tan y Day (1998), ensayaron diferentes concentraciones de
oxigeno disuelto, 0.77, 1.60 y 3.03 mg/L, y encontraron que el oxigeno acelera la
reaccion de bioconversion del limoneno por P. digitatum NRRL 1202; pero los
excesos decrecen la bioconversion. La mas alta bioconversion se obtuvo a 1.60
mg/L de oxigeno disuelto, en un tiempo de 24 h. En el caso de 0.77 mg/L, la
bioconversion continué hasta el quinto dia. Los requerimientos de oxigeno
resultaron ser muy similares a los de la levadura Candida maltosa. En esta
investigacion, la aireacion reducida en el medio (60 rpm) versus cultivos aireados

(240 rpm) redujo los niveles de citocromo P-450 y NADPH-citocromo P-450.

5.3.5 Purificaciéon y caracterizacion de a-terpineol. El (R)-(+)-a-terpineol fue
purificado del extracto de biotransformacién usando cromatografia de columna
sobre Silica Gel 60 (Merck), y como fase moévil, la mezcla 9:1 diclorometano-
acetona (Abraham, 1997); en cada fraccion se recogieron 5 mL. Se realizd una
prueba cualitativa a cada fraccion, teniendo en cuenta que a-terpineol es un
alcohol terciario, y como tal da prueba positiva con el reactivo de Lucas (ZnClI,/HCI
concentrado) (Figura 78). Las fracciones que dieron prueba positiva se reunieron
y se analizaron por cromatografia de capa fina (fracciones A y B). Las fracciones
fueron identificadas por patrones corridos de limoneno y a-terpineol por TLC y
eluidos con una mezcla 1:1 de diclorometano-acetona. La fraccion B correspondio
al DOL; esta se evaporé en estufa a 40°C hasta sequedad para obtener el

compuesto ausente de solvente y puro.
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Figura 78 Fracciones resultantes de la cromatografia de columna sobre Silica Gel-
60 del extracto de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por P. digitatum DSM
62840 concentrado. Prueba cualitativa con el reactivo de Lucas. TLC de fracciones

y patrones.

—— a-terpienol

a-terpienol

Posteriormente al compuesto puro se tomaron los espectros de masas, RMN-*C y
RMN-'H) y bidimensionales, COSY y HSQC.

Espectro de masas

El espectro de masas del a-terpineol se muestra en la Figura 79. Este espectro se
caracteriza, por la presencia de los fragmentos diagnéstico m/z: 136 [M-H,0]", 121
[M-H,0O-CHjs]*, 93 [M-H,0-C3Hs-2H]" y 59 [C3H,0]". El iébn m/z 59 corresponde al
pico de base (100%) generado por una ruptura a del enlace exociclico. En el

Anexo 10 se ilustran las rutas de fragmentacion del a-terpineol.
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Espectro RMN-*H y RMN-*C

El espectro de RMN-'H del (R)-(+)-a-terpineol se muestra en la Figura 81. En él
se observan como sefiales mas caracteristicas los singuletes (s) de los protones
metilicos presentes en C-10 y C-9 en 3.04 y 3.05 ppm, respectivamente. A
campos bajos y como consecuencia del efecto anisotropico del doble enlace, en
3,52 ppm se observan los protones del grupo metilo enlazados a C-1. En 3,54 ppm
aparece la sefal del proton del grupo hidréxilo. EI protén metilénico de la posicion
C-4 del anillo resuena como multiplete (m) en 3,4 — 3,41 ppm. En la Figura 80 se

ilustra la asignacion de los respectivos corrimientos quimicos.

Figura 79 Espectro de masas de (R)-(+)- a-terpineol
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Figura 80 Espectro RMN-'H de (R)-(+)-a-Terpineol
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Figura 81Corrimientos quimicos de la molécula de (R)-(+)-a-terpineol en RMN-'H
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El espectro de RMN-3C del (R)-(+)-a-terpineol se muestra en la Figura 80.
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Figura 82 Espectro RMN-*C de (R)-(+)-a-Terpineol
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En el espectro de RMN-'*C se observan claramente los corrimientos de los
carbonos 1 y 2 del doble enlace, en 133,44 y 120,41 ppm, respectivamente. El
carbono metilico unido al C-7 aparece en 26,63 ppm. La sefial del carbono
cuaternario que enlaza el grupo hidroxilo aparece en 72,26 ppm, mientras que los
otros dos carbonos metilicos exociclicos (C-9, C-10) resuenan en 23,05 y 23,67
ppm, respectivamente. Las sefiales de los carbonos restantes C-3, C-4 y C-5 se
observan entre 25,75 — 44,66 ppm.

En la Figura 83 se ilustra la asignacion de los respectivos corrimientos quimicos.
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Figura 83 Corrimientos quimicos del (R)-(+)-a-terpineol en RMN-*C
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Los espectros de masas y de RMN proténico y de *3-C permitieron identificar la

molécula como (R)-(+)-a-terpineol con un alto grado de pureza (>98%).

En los Anexos 11 y 12, se encuentran los espectros de RMN bidimensionales del
(R)-(+)-a-terpineol, COSY y HSQC, respectivamente.

5.3.6 Citotoxicidad, actividad antiparasitaria y antioxidante. La citotoxicidad y
la actividad antiparasitaria de los diferentes extractos fue analizada en el Centro
de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) Laboratorio de
Quimioterapia (Anexo 3), utilizando células Vero y formas libres de T. cruzi y de L.
panamensis y L. chagasi. Los resultados del extracto de biotransformacion de (R)-
(+)-limoneno por P. digitatum DSM 62840 (compuesto 1) y del limoneno
(compuesto 4) ilustrados en la Tabla 36 indican que estos compuestos no son
toxicos, por ser inactivos para T. cruzi, L. panamensis y L. chagasi y presentar
tanto 1Csp como ICg >100 uM. Tampoco mostraron ser toxicos en células de
mamifero porque los CCsy y CCgq fueron mayores a los compuestos de referencia
Nifurtimox, AmB y Mitelfosina. Por otra parte, el sustrato y el producto de

biotransformacién se comportan de igual manera, sin presentar diferencias; el
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hecho de que el extracto y la solucién patrén de a-terpineol no presenten toxicidad
para las células de mamifero resulta ser una caracteristica muy importante para su
aplicacion en humanos; no obstante, esta condicionada a los resultados de los

ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad.

Arruda y colaboradores (2009) evaluaron la actividad del limoneno in vitro e in vivo
contra especies de Leishmania, encontrando la muerte de promastigotes y
amastigotes de L. amazonensis con una Clsp de 252.0#49.0 y 147+46.0 puM.
También este monoterpeno fue activo contra promastigotes de L. major, L.
brazilensis y L. chagasi (Arruda et al., 2009). Lo anterior sugeria una posible
actividad antiprotozoaria del extracto de biotransformacion, constituido

principalmente por el DOL a-terpineol y su precursor, limoneno.

Tabla 36 Actividad del extracto de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por P.
digitatum DSM 62840, del a-terpineol y de los medicamentos de referencia en

epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de L. panamensis y L. chagasi y en

células Vero
/MI
Compu : HO -
. Leishmania ,
esto T. cruzi . - Células Vero
L. panamensis L. chagasi
Clso Clgo Clso Clgo Clso Clgo CCx CCq

1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

4 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

Nifurti 3,06+ 18,13+ 62,82+ 250,47+
mox 0,13 2,15 i ) ) i 1,84 11,05
AMB ] ] ] ] 0,03+0, 0,04+0, ] ]
00001 0004
Miltefo 5,94+ 25,07+
sina i i 0,02 0,26 i i i i

Cl: Concentracion inhibitoria; CC: Concentracion citotoxica; AmB: Anfotericina B;
compuesto 1: extracto de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por P. digitatum

DSM 62840; Compuesto 4: solucion de limoneno
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En cuanto a la actividad antioxidante del extracto de biotransformacion en AcOEt
evaluada por el método de barrido (scavenging) del cation radical ABTS™, mostré
un porcentaje de inhibicion del ABTS™ de 10.43, correspondientes a 0.115
miliequivalentes de Trolox (TEAC). La curva de calibracion de Trolox se muestra
en el Anexo 4. Las soluciones de limoneno y a-terpineol arrojaron un %lIn de
ABTS™ de 4.6 y 6.4, respectivamente, que sumados corresponden al %In del
extracto de biotransformacion; es decir, que la mezcla sustrato-producto tiene un
efecto sinérgico antioxidante favorable para la aplicacion directa del extracto de

biotransformacion.

El potencial antioxidante del extracto de la biotransformacién en AcOEt del aceite
esencial de naranja por F. oxysporum 152B, llevada a cabo en medio MM+CC
“mezcla liquida de sales y del agro-residuo del procesamiento de yuca (cassava)’,
y constituido por limoneno (166 mg/L), a-terpineol (6.6 mg/L), alcohol perilico (2.6
mg/L) y carvona (0.2 mg/L), fue evaluado por Maréstica et al., y encontraron una
capacidad total antioxidante de ECsy de 2.09%v/v, determinada por ensayo de
barrido del radical libre DPPH (Mardstica et al., 2009).

Ultimamente se evalud el potencial antioxidante (PA) a los monoterpenoides
carvona, alcohol perilico y a-terpineol usando los métodos DPPH y ORAC. Los
resultados muestran una muy baja actividad antioxidante por DPPH mientras que
por ORAC, el a-terpineol presentd una concentracion de 2.72 pequiv.Trolox/umol.
Adicionalmente, se evalué el efecto antiproliferativo contra nueve lineas
cancerosas, encontrando que el a-terpineol tiene efecto citostatico en el rango de
181-588 uM, en adenocarcinoma de pulmén y leucemia cronica (Bicas et al,
2011).

Los resultados de actividad antioxidante y de citoxicidad celular, sugieren la

posible aplicacion directa del extracto de biotransformacion de limoneno por P.
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digitatum DSM 62840. Lo anterior, permite eliminar la etapa de purificacion del a-

terpineol, favoreciendo econémicamente el proceso total.

Con miras a ampliar el espectro de uso del extracto de biotransformacion, en las
industrias agroguimicas, de alimentos y cosmética, se sugiere evaluar la actividad

biolégica contra hongos e insectos y su actividad aromatizante y cosmética.

Finalmente, el trabajo desarrollado en esta etapa del proyecto permite concluir que
las condiciones bajo las cuales se realiza el proceso de biotransformacién afectan
tanto la selectividad como la bioconversion; sin embargo, una vez definidas las
condiciones de la reaccién y escalado el proceso, se ve mas afectada la

bioconversion, mientras que la selectividad se mantiene.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Las cepas de los hongos A. niger DSM 821, A. carbonarius DSM 872 y P.
digitatum DSM 62840 presentaron capacidad para biotransformar el citronelol. En
todos los casos la oxifuncionalizacion fue selectiva formando el derivado
hidroxilado 3,7-dimetil-1,7-octanodiol comunmente conocido como hidroxicitronelol
(Cit-OH), compuesto importante para la industria de alimentos y de perfumeria

fina.

La bioconversion del citronelol es afectada por variables como biocatalizador, pH,
composicién del medio liquido, edad del hongo, concentracién de sustrato y
tiempo de reaccion. La mayor bioconversion (1060.3+43.2 mg Cit-OH/L) se logra
con P. digitatum DSM 62840 crecido hasta fase exponencial temprana (48 h), en
medio MYB de pH 2.5 con una concentracion de citronelol 12.8 mM adicionada en
solucion etandlica al 40%, un tiempo de reaccion de 12 dias a 27 °C y 150 rpm. La
conversion alcanzada fue del 53% (mg producto/mg sustrato inicial). La actividad
de bioconversion fue de 288 mgCit-OH/g célula seca y la productividad del 3.68
mgL*h™. No obstante, la transformacién del citronelol resulta de un efecto
combinado auto-oxidacién (10%)-biotransformacién (90%), debido al bajo valor de
pH (2.5).

La produccion de citronelol en medios de cultivo liquido no ha sido reportada. Este
trabajo es precursor en la produccién natural de Cit-OH.

El escalado del proceso de biotransformacion del citronelol afecté la
bioconversion, pero no la selectividad. De esta forma, con el proceso operado bajo
condiciones oOptimas de velocidad de agitacion y de aireacion (150 rpm y 0.00 vvm
respectivamente), se obtuvo una concentracion maxima de Cit-OH de 720 mg/L,
equivalente a una conversiéon del 36%, una actividad especifica de 480 mg Cit-

OH/g célula seca y una productividad de 2.50 mgL™*h™.
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La oxifuncionalizacion del limoneno para producir (R)-(+)-a-terpineol utilizando
Penicillium digitatum DSM 62840 resultd ser dependiente de las condiciones del
proceso: medio de biotransformacion, pH, fase de crecimiento del hongo,
concentracion de sustrato, tiempo de reaccién y efecto inductor, siempre y cuando
se mantengan fijas otras variables: concentracion de suspension de esporas,
temperatura, velocidad de agitaciébn y volumen de medio. Bajo las siguientes
condiciones de proceso: medio de biotransformacion MYB a pH 3.5, inoculado con
suspension de esporas inducidas por sustrato y crecidas durante 72 h a 27 °C y
150 rpm, una concentracion de limoneno 15 mM y 48 h de reaccidn, se alcanz6
una concentracion de (R)-(+)-a-terpineol de 1835+54.4 mg/L, una conversion del
81.05+4.91%, una actividad especifica de 880.6 mg a-terpineol/g células secas y

una productividad de 38.23 mg a-terpineol L*h™.

El escalado del proceso de biotransformacion del (R)-(+)-limoneno afect6 la
bioconversion, mas no la selectividad. Ademas, la concentracion de a-terpineol
producida fue dependiente de la morfologia de P. digitatum DSM 62840,
obteniéndose el doble de concentracién (1600 mg/L) cuando se utiliza micelio
comparado con suspensién de esporas. A escala 100 veces mayor de volumen de
medio (500 mL), con una velocidad de agitacién de 200 rpm y 0.00 vwm de
velocidad de aireacion, se alcanzé una concentracion maxima de a-terpineol de
1271,5 mg/L, equivalente a una conversion del (R)-(+)-limoneno del 60,3%, una
productividad de 25,7 mgL*h™® y una actividad especifica de bioconversién de

954,7 mg a-terpineol/g célula seca.

La biotransformaciéon del (R)-(+)-limoneno por Aspergillus niger DSM 821 para
producir alcohol perilico se logré con células completas del hongo crecidas hasta
fase exponencial media (72 h), en el medio de bioconversion MYB de pH 5.0
ajustado con buffer citrato-fosfato 0.1 M, concentracién de sustrato 50 mM
adicionado en solucion etandlica al 20%, a 300 rpm, 28 °C y un tiempo de reaccién

de 6 dias. Bajo estas condiciones se alcanzé la mas alta concentracion de POH
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(405 mg/L), equivalente a una actividad especifica de bioconversion de 50.63 mg
POH/g célula seca y una productividad de 2.81 mg POHL™h™. La conversién de
sustrato fue del 25%, distribuida en la produccién de DOL, principalmente de POH
y PCHO. La concentracion de POH alcanzada en este estudio resulta ser la mayor

bioconversion alcanzada usando cepas fangicas.

Las células completas de A. niger DSM 821 tienen la capacidad de hidroxilar y
oxidar la molécula de limoneno en diferentes carbonos, dando lugar a los
terpenoides POH, PCHO, cis/trans carveol, 1,2 limoneno-diol, linalol, 6xidos de

limoneno y fenil etanol, mostrando, por tanto, baja selectividad.

Al escalar el proceso, la biotransformacién del (R)-(+)-limoneno se afecta por la
morfologia de A.niger DSM 821, obteniéndose 2.1 veces mas de concentracion de
POH cuando se utiliza micelio, comparado con suspension de esporas, y se
produce una concentracion de POH de 389.1 mg/L, una actividad especifica de
bioconversion de 33.98 mg POH/g célula seca, una conversion a DOL del 13.5% y
una productividad de 2.70 mg POH L™*h™.

A escala de 500 mL, a 200 rpm y sin aireacion, se obtuvo una concentracion
maxima de POH de 259.5+3.45 mg/L y una actividad especifica de bioconversion
de 115.3 mg POH/g de célula seca. El proceso total de biotransformacion dirigido
a DOL tuvo una conversién del 20%, una productividad de 1.80 mgL*h™ y una
actividad especifica de bioconversién de 604mg/g de célula seca.

En la biotransformacién de (R)-(+)-limoneno por bacterias se encontré que R.
erythropolis DSM 43066 tiene capacidad para transformar el sustrato en un tiempo
de 72 h en el medio mineral (MM) de pH 7.0, a una concentracion de 850 mg/L, y
producir los DOL linalol, ep6xido trans 1,2-limoneno y carvona con un bajo grado

de conversion (0.32%). La bacteria Xanthobacter sp. DSM 6696 no biotransformé
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el limoneno, y después de 24 h utiliza el monoterpeno como fuente de carbono y

energia.

Los extractos de biotransformaciéon de citronelol y limoneno por hongos no
presentaron actividad antichagas ni antileishmania. Ninguno resultd ser toxico para
las células de mamifero (VERO) y arrojaron valores de CCso y CCgp mayores a los

medicamentos de referencia (>300): Nifurtimox, Amfotericina B y Miltefosina.

Los extractos de biotransformacion de citronelol y limoneno por hongos inhiben la
capacidad antioxidante del ABTS™. La mayor capacidad antioxidante se obtuvo
con el extracto de biotransformacion de (R)-(+)-limoneno por A. niger DSM 821,
gue contiene POH como DOL mayoritario, con un porcentaje de inhibicién del
71.6+1.8 y una concentracion de 2.051 mEquivalentes a Trolox/mM. Los extractos
BIO-1 y BIO-3 correspondientes a la biotransformacion del citronelol y limoneno
por P. digitatum DSM 62840 presentaron una inhibicion del cation-radical ABTS™
del 11.31% y 10.5%, equivalentes a 0.145 y 0.115 mEquivalentes a Trolox/mM,

respectivamente.
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ANEXO 1. PROCESO DE PATENTE

El titulo de la invencion es “Obtencién de Hidroxicitronelol Por Biotransformacion
Con Hongos” presentado ante la entidad TM TAMAYO & ASOCIADOS, es la firma
de abogados que adelanta el tramite de Proteccion de Derechos con el Ministerio
de Comercio de Industria y Turismo, Superintendencia de Industria y Comercio. A

continuacion se muestra la constancia del proceso.

267



TMTAMAYC

ROYALTIES - PATENTS - TRADEMARKS

- CONSTANCIA -

Tm Tamayo con Nit. 830.091.650-8 hace constar que el Universidad Industrial de
Santander con Nit. 890201213-4 domiciliado en Bucaramanga - Colombia ha
comenzado su proceso de preparacién de la Solicitud de Patente de Invencién
denominada “Obtencion De Hidroxicitronelol Por Biotransformacién Con Hongos” con
esta entidad, para ser radicado y solicitar la  proteccién de sus derechos en Colombia ante
la Republica de Colombia, Ministerio de Comerc io Industria y Turismo, Superintendencia de
Industria y Comercio.

Cualquier informacién adicional dirigirse a e-mail: consultas@tmtamayo.net Teléfono (PBX):

3419841, Carrera 13A No. 28-38, Bufete 230, Parque Central Bavaria, Bogota D.C; Colombia
SA. www.tmtamayo.com

Para constancia se expide en Bogotd, 17 de enero de 2011

g@éﬁ%ﬁﬁﬁég C@S/quu Rod uez/”—

Director Abogado
— COLOMBIA: USA: )
= Carrera 13-A No. 28-38 Bufete 230 | COL 12010 TM Tamayo E-mail: consultas@ tmtamayo.net
Tel (571) 341 9841 / Fax (571) 243 5423 10000 NW 25 Th StUnit1 L ip@ tmtamayo.com
Parque Central Bavaria 33172-2204
Bogota D.C./Colombia /Sur América MIAMI/FL,U.S.A. Web:  www.tmtamayo.com
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ANEXO 2. CUANTIFICACION DEL CITRONELOL

Para que la cuantificacion del citronelol remanente obtenido en los ensayos de
biotransformacion sea confiable y reproducible fue necesario determinar los
parametros de mérito para la validacion de la técnica analitica CG-EM incluyendo
los procedimientos de extraccion, ELL-CG-EM.

Eficiencia de extraccion liquido-liquido (EE): La extraccion del citronelol del
medio MYB usando como solvente acetato de etilo (AcOEt), present6 una
eficiencia del 82.48 + 4.66%, porcentaje relativamente alto teniendo en cuenta la
solubilidad en agua de este terpenoide (0.03% p/v) (Lapczynski et al, 2008). El
AcOEt es un buen solvente extractor de componentes de polaridad media a baja,
de medios acuosos, empleado comiunmente en los procesos de biotransformacién
de terpenos. Sin embargo, aunque se reporta en los experimentos de
biotransformacion de citronelol el uso de solventes como diclorometano (Oda et
al., 1995), la mezcla pentano-diclorometano 2:1 (Brunerie et al., 1987), dietil éter
(Madhava y Krishna, 1988; Demyttenaere et al., 2000), en ningun caso se informa
el porcentaje de recuperacion del citronelol.

A continuacidbn se muestran los resultados y andlisis de la determinacion de

precision (repetibilidad) y calibracion del citronelol.
o Determinacion de la precision (repetibilidad) y calibracion del citronelol Los

tiempos de retencion (tr), las areas obtenidas y el célculo de la RSD% para las

determinaciones del sustrato citronelol, se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Evaluacion de la precision para el analisis del citronelol

PATRON CONCENTRACION tr Area RSD%

(mg/L) (min) | (Cuentas/min) tr Area

28.968 | 666743336
P1 2000 28998 | 672340160 0.059 | 1.491

28.998 | 686283529

29.035 | 989357984
P2 3000 29041 | 992379876 0.105 | 0.187

29.091 | 992741189

29.145 | 1298663559
P3 5000 20.169 | 1300951067 0.043 | 0.282

29.163 | 1292985345

29.492 | 1770545787
P4 8000 29.515 | 1794596253 | 0.069 | 1.037

29.533 | 1807072537

Los valores RSD para las mediciones de tg del citroneol fueron menores al 0,10%
indicando una alta precision en la inyeccion de la muestra. Para las mediciones
de éarea del citronelol, los RSD fueron inferiores al 1.5%, asi la precision es
adecuada y aceptable segun lo indicado por Jimenez et al., (2002) y Bliesner
(2006), cuyo nivel de aceptaciéon maximo permitido de RSD se encuentra entre 10

y 15% para un ensayo de Categoria Il segun los métodos USP.

Usando los datos obtenidos de area y concentracion de los diferentes patrones de
citronelol, se construyo la respectiva curva de calibracion. La ecuacién de la recta
obtenida por regresion lineal y los resultados del analisis, se indican en la Tabla 2.
El valor p fue menor que 0,05, lo que indica la relacion estadisticamente

significativa entre el area y la concentracion a un nivel del 95% de confianza para
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el analito. El coeficiente de correlacién cuadrado (R?) confirma que los modelos
ajustados explican en mas del 98% la variabilidad en &area. EIl coeficiente de
correlacion (R) en los dos casos es superior a 0,990 lo cual evidencia una fuerte
relacion lineal entre las variables. Puesto que el valor p para la falta de ajuste es
menor o igual a 0,05, los modelos lineales son adecuados para los datos
observados en un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 2 Resumen de la regresion y ANOVA para el andlisis del citronelol

Parametro Valor Error T estadistica Valor P
Estimado Estandar

Intercepto (b) 3,87014ES8 3,60743E7 10,7282 0,0000

Pendiente (m) 178157 7143,77 24,9388 0,0000

Coeficiente de 0,992056

correlacion (R)

R cuadrado, 98,4176
porciento

Valor P para la P=0,0010
pérdida de

ajuste

Error estandar 5,67019E7
del estimado

(RMSE)

Suma de 3,21511E16
cuadrados del

residual

Ecuacion del Y = 3,87014E8 + 178157*X
modelo

ajustado
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Y: area del componente; X: Concentracion en mg/L.
e Calculodel LODyLOQ

El LOD y LQD fueron determinados con base en el valor de RMSE obtenido de la
regresion lineal (Corley, 2003). La Tabla 3 resume los resultados expresando los

valores en unidades de concentracion (mg/L).

Tabla 3 Valores de LOD y LQD calculados para el citronelol (en mg/L)

ANALITO RMSE M LOD LQD

Citronelol 5,67019E7 178157 954.81 3182.69
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ANEXO 3. RESULTADOS CINTROP

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
CENTRO DE INVESTIGACIONES EN EFERMEDADES
TROPICALES (CINTROP)
LABORATORIO DE QUIMIOTERAPIA

Formato
VS 3 Actividad antiparasitaria y citotoxica de R 8 D FeesTIOM 2N 2 eSS TROPRALES

PAGINA compuestos
lde?2

1. INFORMACION GENERAL

VS
Fecha: 10 de diciembre de 2010 Cddigo: .
Entidad: CICTA
Solicitante Dependencia: | Universidad Industrial de Santander

Responsable: | Dra. Janeth Aidé Perea

Citotoxicidad utilizando la prueba de reduccion de MTT y
Servicio actividad anti-T. cruzi utilizando el conteo directo y
solicitado actividad anti- Leishmania utilizando la prueba de
reduccién de MTT y MTT/PMS.

2. DESCRIPCION DE PRUEBAS DE LABORATORIO.

2.1 PREPARACION DE LOS COMPUESTOS

Los compuestos fueron pesados entre 2-3 mg y disueltos en dimetil sulféxido

(DMSO). Las soluciones stock se almacenaron a -20°C. El nifurtimox, la

273



amfotericina B (AmB) y la miltefosina fueron utilizados como medicamentos de

referencia

2.2 PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

Los epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de L. chagasi y L. panamensis fueron
expuestos a diferentes concentraciones (0,1-100 pg/ml) de los compuestos
durante 72 horas a 28°C. Células control permanecieron si el compuesto. La
inhibicién del crecimiento fue determinada en el caso de epimastigotes de T. cruzi
por conteo directo y en promastigotes de Leishmania por reduccion de la sal de
tetrazolio MTT. Los resultados fueron expresados como concentracion que

inhibitoria del 50 y 90% de los parasitos (Clspy Clgo).

2.3 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD EN CELULAS DE MAMIFERO

Las células VERO (derivadas de rifibn de mono verde africano) fueron expuestas
a diluciones seriadas 1:3 de los compuestos (0,3-300-pg/mL) por 72 horas a 37°C,
5% de CO,. Ceélulas control permanecieron si el compuesto. El ensayo fue
realizado una sola vez y cada dilusion fue evaluada por triplicado. Los resultados
fueron expresados como concentracion citotoxica para el 50 y 90% de las células
(CCso y CCayo).

3. RESULTADOS
Como se observa en la tabla, los compuesto evaluados no mostraron actividad

para las formas libres de T. cruzi y de L. panamensis y L. chagasi. Tampoco

mostraron ser toxicos en células de mamifero.
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Tabla 4 Actividad de los compuestos y de los medicamentos de referencia en
epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de L. panamensis y L. chagasi y en

células Vero
pg/mL
Leishmania
Compuesto '
T. cruzi L. _ Células Vero
_ L. chagasi
panamensis
Clsp Clgg Clsp Clgo Clso Clgo CCsp CCoo
1 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300
2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300
3 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300
4 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300
5 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

Nerol >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

Geraniol  >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

Linalool >100 >100 >100 >100 >100 >100 >300 >300

o 3,06 18,13 62,82 250,47
Nifurtimox - - - -
+0,13 +2,15 +1,84 +11,05
0,03 0,04
AmB - - - - - -
+0,00001 +0,0004
_ ) 594 25,07
Miltefosine - - - - - -
+0,02 0,26

Cl: Concentracion inhibitoria; CC: Concentracion citotdxica; AmB: Anfotericina B

4. OBSERVACIONES

Los compuestos no fueron toxicos para las células de mamifero. Esta

caracteristica es muy importante ya que podria ser utilizado con otros fines en

humanos. Ensayos adicionales de geneotoxicidad y mutagenicidad son sugeridos.
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Igualmente se podria evaluar su actividad biolégica contra hongos, insecticidas

antioxidantes, aromatizandes y cosmética.
PATRICIA ESCOBAR
Laboratorio de Quimioterapia en Enfermedades Tropicales

Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CINTROP)

Universidad Industrial de Santander
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ANEXO 4. CURVA DE CALIBRACION PARA EL ENSAYO DE LOS
ANTIOXIDANTES TOTALES SOBRE EL CATION-RADICAL ABTS™
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ANEXO 5. CUANTIFICACION DEL LIMONENO

Para obtener resultados confiables y reproducibles en la cuantificacion de los
componentes monoterpénicos obtenidos en los ensayos de biotransformacion se
determinaron los parametros de mérito para la validacion de la técnica analitica
CG-EM incluyendo los procedimientos de extraccion (ELL-CG-EM). La
recuperacion del limoneno del medio de cultivo fue del 83.92 + 2.83%. El
porcentaje de recuperacion y de precision se consideran aceptables. La
solubilidad del limoneno en agua es baja, 41,0 £ 0.7uM, 23.5°C, por lo que se
dificulta su difusion en la fase organica no permitiendo la eficiencia extractiva en
un 100% (Li & Perdue, 1998).

Castellanos (2007) reportdé un 69% de recuperacion del limoneno del medio de
cultivo liquido YMPG y usando diclorometano (DCM) como solvente extractor. Por
lo anterior, se puede decir que el acetato de etilo (AcOEt) empleado en este

estudio resulto ser mejor solvente extractor.

En la mayoria de estudios recientes de biotransforemacién de terpenos se reporta
frecuentemente la extraccion de sustrato y productos con AcOEt, sin embargo, no
existen datos para comparar la capacidad extractante del ACOEt, u otros solventes

comunmente empleados, DCM o éter etilico.

A continuacién se muestran los resultados y analisis de la determinacion de

precision (repetibilidad) y calibracion del limoneno.

Determinacion de la precision (repetibilidad) del (R)-(+)-limoneno vy

calibracion

Los tiempos de retencion (tr), las areas obtenidas y el calculo del RSD% para la

determinacion de limoneno se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 5 Evaluacion de la precision para el analisis del (R)-(+)-limoneno

PATRON CONCENTRACION, tr Area RSD%

mg/L (min)  (Cuentas/min) | tg Area

21,094 42643580
P1 1000 21,097 42567898 001 084

21,096 41989765
21,115 123985025
P2 2000 21,113 124006547 0,01 0,02
21,113 123964531
21,121 471690038
P3 5000 21,121 471620009 0,01 0,06
21,126 472116564
21,136 987557739
P4 10000 21,138 991023456 0,01 0,18
21,139 988867432

Los valores RSD para las mediciones de tg fueron menores del 0,02% para el
limoneno indicando una alta precision en la inyeccion de la muestra. Para las
mediciones de area, los RSD fueron inferiores al 1.0%, de modo que la precision
es adecuada y aceptable para las determinaciones segun lo indican Jimenez et
al., (2002) y Bliesner (2006), quienes establecen que el nivel de aceptacion
maximo permitido de RSD se encuentra entre 10 y 15% para un ensayo de

Categoria Il segun los métodos USP.
Usando los datos obtenidos de area y concentracion de los diferentes patrones, se

construyo la curva de calibracion del limoneno. La ecuacién de la recta obtenida

por regresion lineal y los resultados del analisis, se indican en la Tabla 2.
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El valor p fue menor que 0,05 indicando una relacion estadisticamente significativa
entre el area y la concentracion a un nivel del 95% de confianza para el analito. El
coeficiente de correlacién cuadrado (R? confirma que los modelos ajustados
explican en mas del 98% la variabilidad en area. El coeficiente de correlacion (R)
en los dos casos es superior a 0,990 lo cual evidencia una fuerte relacion lineal
entre las variables. Puesto que el valor p para la falta de ajuste es mayor o igual a
0,05, los modelos lineales son adecuados para los datos observados en un

intervalo de confianza del 95%.

Tabla 6 Resumen de la regresion y ANOVA para el analisis del limoneno

Parametro Valor Error T estadistica Valor P

Estimado Estandar

Intercepto (b) -7,23554E7 5,73632E6 -12,6135 0,0000

Pendiente (m) 106487 1006,22 105,829 0,0000

Coeficiente de 0,999554

correlacion (R)

R cuadrado 0,999108

Valor P para la 0,2250
pérdida de

ajuste

Error estandar 1,21997E07
del estimado
(RMSE)

Suma de 1,48834E15
cuadrados del

residual

Ecuacion del Y =-7,23554E07 + 106487*X
modelo

ajustado
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X: area del componente; C: Concentracion en mg/L.

e Célculo del LODy LOQ
El LOD y LQD fueron determinados con base en el valor de RMSE obtenido de la
regresion lineal (Corley, 2003). La Tabla 3 resume los resultados expresando los

valores en unidades de concentracion (mg/L).

Tabla 7 Valores de LOD y LQD calculados para el limoneno (en mg/L)

ANALITO RMSE m LOD LQD

Limoneno 1,21997E07 106487 343,69 1145,65
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ANEXO 6. CUANTIFICACION DEL ALCOHOL PERILICO

La validacion de la técnica analitica GC-SM incluidos los procedimientos de
extraccion (ELL-GC-MS), fue necesaria para la cuantificacion confiable vy
reproducible del POH producido durante los diferentes ensayos de
biotransformacion del limoneno, por lo que se determinaron los parametros de

meérito.

e Precision (repetibilidad)

En la Tabla 1, se indican los tiempos de retencion (tg) y las areas obtenidas para
las diferentes concentraciones de POH y el calculo de la RSD% para cada

parametro.

Tabla 8 Evaluacion de la precision para el andlisis del alcohol perilico

PATRON CONCENTRACION tr Area RSD%

(mg/L) (min) (Cuentas/min)  tg Area

30,554 469439902
P1 400 30,553 495630974 0.03 2.79
30,569 488235127
30,594 542563304
P2 800 30,594 513579489 001 274
30,599 528849832
30,605 615043019
P3 1200 30,609 616847552 0.02 133
30,618 630186410
30,627 761995300
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PATRON CONCENTRACION tr Area RSD%

(mg/L) (min) (Cuentas/min)  tg Area

P4 2000 30,631 781519260 0.03 1.92
30,644 791285153

Los valores RSD para las mediciones de tg no fueron mayores a 0,03% para el
POH, lo que indica una alta precision en la inyeccion de la muestra. Para las
mediciones de éarea, los RSD no superaron el 3.0% por lo que estuvieron por
debajo del nivel de aceptacion méaximo permitido de RSD (10 y 15%) para un
ensayo de Categoria Il segun los métodos USP, por lo que se considera una
precision adecuada y aceptable para las determinaciones segun lo indica Jimenez
et al., (2002) y Bliesner (2006).

e Calibracioén

Usando los datos obtenidos de area y concentracion de los diferentes patrones, se
construyo la respectiva curva de calibracion del POH. La ecuacién de la recta
obtenida por regresion lineal y los resultados del analisis, se indican en la Tabla 2.
Usando el valor de RMSE obtenido de la regresion lineal se determinaron los
valores de LOD y LQD (Corley, 2003).

Tabla 9 Resumen de la regresion y ANOVA para el andlisis del alcohol perilico

Parametro Valor Error T estadistica Valor P
Estimado Estandar

Intercepto (b) 3,94792E8 1,05306E7 37,4901 0,0000

Pendiente (m) 189218 8431,2 22,4426 0,0000
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Parametro Valor Error T estadistica Valor P
Estimado Estandar
Coeficiente de 0,990218
correlacion (R)
R cuadrado 98,0532
Valor P para la 0,0225
pérdida de
ajuste
Error estandar 1,72788E7
del estimado
(RMSE)
Suma de 2,98558E15

cuadrados del

residual
Ecuacion del Y = 3,94792E8 + 189218*X
modelo
ajustado
LOD 273,951
LQD 913,169

X: area del componente; C: Concentracion en mg/L.

El valor p fue menor a 0,05 indicando la relacién estadisticamente significativa
entre el area y la concentracion a un nivel del 95% de confianza. El coeficiente de
correlacién cuadrado (R?) mayor al 98% confirma que el modelo ajustado explica
la variabilidad en area. El coeficiente de correlacion (R) superior a 0,990 evidencia
una fuerte relacién lineal entre las variables. Puesto que el valor p para la falta de

ajuste es menor a 0,05, el modelo lineal es adecuado para los datos observados

en un intervalo de confianza del 95%.
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Eficiencia de Extraccién, EE: La recuperacion del POH del medio de bioconversion
fue del 88.92 = 3.03%, considerada alta y aceptable teniendo en cuenta la

solubilidad en agua de este terpeno (471mg/L, 25°C).
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ANEXO 7. CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DEL
CONTENIDO DE GLUCOSA EN EL MEDIO DE BIOTRANSFORMACION

METODO DUBOIS O FENOL-ACIDO SULFURICO

Absorbancia (490 nm)
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w

e e o 0 o o
A U oo 94U ™ © ok
1 1 J
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y =0,008x - 0,005
R?=0,991

0 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100

Concentracién de glucosa (mg/L)

==¢==Curva calibracion de glucosas Lineal (Curva calibracién de glucosas)
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ANEXO. 8. POSIBLES RUTAS DE FRAGMENTACION DEL ALCOHOL

PERILICO
(M- H0 - CiHi2H) 2 (M- Hp0 -CoHg Iy o
m/z &1 (56%) 'z 93 (73%) mz 77 (32%)

Ho Y \3“5

O o m-nof
'z 134 (44%)

m/'z 84 (11%)

-CHOM M -choH)
vz 121 (49%)

RD“"" M vz 182 (4%)
m'z 68 (100%)
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ANEXO 9. CUANTIFICACION DE a-terpineol

Para la cuantificacion confiable y reproducible del monoterpenoide a-terpineol
obtenido en los ensayos de biotransformacion, se determinaron los parametros de
mérito para la validacion de la técnica analitca CG-EM incluyendo los
procedimientos de extraccion (ELL-CG-EM). La recuperacion del a-terpineol del
medio de cultivo MYB fue del 90.46 + 1.94%, 1.07 veces mayor que el limoneno
(83.92 + 2.83%), es decir que el a-terpineol fue mejor extraido bajo iguales
condiciones; posiblemente la mayor solubilidad del DOL (4600 + 207uM, 23.5°C)
en comparacion con el limoneno (41,0 £ 0.7uM, 23.5°C), favorece su difusién en la
fase organica (Li & Perdue, 1998). Los porcentajes de recuperacion y de precision
se consideraron aceptables. En la mayoria de estudios recientes de
biotransforemacion de terpenos se reporta frecuentemente la extraccion de
sustrato y productos con AcOEt, sin embargo, no existen datos para comparar la
capacidad extractante del AcOEt, u otros solventes comunmente empleados, DCM

o éter etilico.

En la tabla 1, se muestran los resultados y andlisis de la determinacion de

precision (repetibilidad) y calibracion del a-terpineol.

Tabla 10 Evaluacion de la precision para el andlisis del (R)-(+)-a-Terpineol

PATRON CONCENTRACION tr Area RSD%

(mg/L) (min)  (Cuentas/min) tr Area

27,820 34471449 0,01 0,07
P1 800 27,823 34451233
27,825 34500876
27,836 68943300 0,01 0,03
P2 1600 27,834 68967776
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PATRON CONCENTRACION tr Area RSD%

(mg/L) (min)  (Cuentas/min) tr Area

27,835 68981023
27,845 103939572 0,01 0,06
P3 2400 27,845 104070876
27,847 104001187
27,854 146257236 0,01 0,20
P4 3200 27,850 146687659
27,855 146798876

Los valores RSD para las mediciones de tg fueron menores del 0,02% para el a-
terpineol, lo que indica una alta precision en la inyeccion de la muestra. Para las
mediciones de area, los RSD fueron inferiores al 1.0%, de modo que la precision
es adecuada y aceptable para las determinaciones segun lo indican Jimenez et
al., (2002) y Bliesner (2006), quienes establecen que el nivel de aceptacion
maximo permitido de RSD se encuentra entre 10 y 15% para un ensayo de
Categoria Il segun los métodos USP. La repetibilidad resulto igual para los dos

terpenos.

Usando los datos obtenidos de area y concentracion de los diferentes patrones, se
construyo la respectiva curva de calibracion del a-terpineol. La ecuacion de la
recta obtenida por regresion lineal y los resultados del analisis, se indican en la
Tablas 2.

Tabla 11 Resumen de la regresion y ANOVA para el andlisis del a-Terpineol

Parametro Valor Error T estadistica Valor P
Estimado Estandar
Intercepto (b) -4,33409E6 1,68163E6 -2,57732 0,0275
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Parametro Valor Error T estadistica Valor P
Estimado Estandar
Pendiente (m) 46420,0 767,556 60,4777 0,0000
Coeficiente de 0,998636
correlacion (R)
R cuadrado 0,997273
Valor P para la 0,679571
pérdida de
ajuste
Error estandar 2,37818E06
del estimado
(RMSE)
Suma de 5,65576E13

cuadrados del

residual

Ecuacion del
modelo

ajustado

Y =-4,33409E6 + 46420*X

X: area del componente; C: Concentraciéon en mg/L.

El valor p fue menor que 0,05, indicando una relacidon area/concentracion
estadisticamente significativa a un nivel del 95% de confianza para el analito. El
coeficiente de correlacién cuadrado (R? confirma que los modelos ajustados
explican en mas del 98% la variabilidad en area. El coeficiente de correlacion (R),
es superior a 0,990 lo cual evidencia una fuerte relacion lineal entre las variables.
Puesto que el valor p para la falta de ajuste es mayor o igual a 0,05, los modelos

lineales son adecuados para los datos observados en un intervalo de confianza

del 95%.
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e Calculodel LODyLOQ

El LOD y LQD fueron determinados con base en el valor de RMSE obtenido de la

regresion lineal (Corley, 2003). La Tabla 3 resume los resultados expresando los

valores en unidades de concentracion (mg/L).

Tabla 12 Valores de LOD y LQD calculados para los analitos (en mg/L)

ANALITO

RMSE

M

LOD

LQD

a-Terpineol

2,37818E06

46420,0

153,69

512,32
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ANEXO 10. RUTAS DE FRAGMENTACION DEL a-TERPINEOL

ruptura alfa ‘
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ANEXO 11. ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY DEL (R)-(+)-a-TERPINEOL
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ANEXO 12. ESPECTRO BIDIMENSIONAL HSQC DE DEL (R)-(+)-a-TERPINEOL
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