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Compounds with potential pharmacological application
obtained by geraniol and pinene biotransformation
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RESUMEN

Se presenta una revision sobre los diferentes estudios reportados para la biotransformacion de los
monoterpenos geraniol y pineno, destacando la produccién de compuestos naturales con aplicaciones
farmacéuticas, y citando los resultados obtenidos en el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia
de Alimentos de la Universidad Industrial de Santander. La biotransformacion de geraniol empleando
células de plantas, hongos y bacterias conduce a la produccion de diferentes compuestos, entre los cuales
sobresale el acido geranico, reconocido por sus propiedades anticancerigenas. A partir del (R)-(+)-o-
pineno y utilizando células de diferentes microorganismos se han producido principalmente verbenona
y verbenol, compuestos usados como materiales de partida para sintetizar productos antitumorales.

Salud UIS 2009; 41: 251-258
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ABSTRACT

This paper presents a review on the studies reported for the biotransformation of the monoterpenes
geraniol and pinene, emphasizing in the production of natural compounds with pharmaceutical
applications, and showing results obtained in the Research Center in Science and Technology Food of
the Industrial University of Santander. The bioconversion of geraniol using plant cells, fungi and bacteria
leads to the production of different compounds, among which outstands the geranic acid, recognized
for its anticancer properties. From (R)-(+)-a-pinene and using cells from different organisms have been
principally produced verbenona and verbenol compounds used as starting materials to synthesize anti-
tumor products. Salud, ULS 2009; 41: 251-258
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INTRODUCCION

El interés en la obtencion de compuestos naturales ha
aumentado la investigacion acerca de la produccion
biotecnologica de estas sustancias'. Estos productos
pueden extraerse del material vegetal, pero algunos
de los compuestos presentes en las plantas, que
exhiben excelentes propiedades ya sea como agentes
aromatizantes, saborizantes o como productos
farmacéuticos, no estan disponibles en cantidades
industriales. Por este motivo se hace necesaria su sintesis
a partir de precursores con mayor disponibilidad y
menor valor comercial, empleando biocatalizadores
para conservar la denominacion de ‘natural’?, debido
a que la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos ha definido como “sustancias
naturales”, inicamente a aquellas que pueden obtenerse
por procesos fisicos, enzimaticos o microbianos a partir
de precursores aislados de la naturaleza'.

Entre los sustratos utilizados con fines biocataliticos se
encuentran los terpenos, que constituyen el grupo mas
grande de metabolitos secundarios en las plantas, con
cerca de 22 mil estructuras conocidas hasta ahora®. Entre
ellos se encuentran los monoterpenos, que con mas de
400 estructuras* constituyen sustratos disponibles como
material de partida para la produccion biotecnologica de
compuestos naturales, con aplicaciones en las industrias
alimenticia, farmacéutica y cosmética, mejorando su
valor comercial.

El geraniol y el pineno son monoterpenos empleados en
procesos de biotransformacion que pueden ser utilizados
para la produccion de compuestos con aplicaciones
farmacologicas. A partir del geraniol y utilizando
células de Saccharomyces cerevisiae’, Rhodococcus
sp. GR3® y Cucurbita maxima’, se ha obtenido acido
geranico; y utilizando como sustrato el (R)-(+)-a-pineno
se han producido principalmente verbenol y verbenona,
empleando como biocatalizadores células de hongos:
Penicillium solitum®, Aspergillus niger>>'°, Hormonena
sp."' y Botrytis cinerea'; de bacterias: Pseudomonas
spp.%; y de plantas: Psychotria brachyceras, Rauvolfia
sellowii'*y Picea abies'™'%".

El objetivo del presente articulo es mostrar una
revision sobre los diferentes estudios publicados para
la biotransformacion de los monoterpenos geraniol
y (R)-(+)-a-pineno, enfatizando en la produccion de
compuestos naturales con aplicaciones farmacéuticas,
e incluyendo resultados obtenidos en el Centro de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de
la Universidad Industrial de Santander.
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Biotransformaciones

Las  biotransformaciones son  modificaciones
quimicas sobre sustratos exogenos naturales o
sintéticos empleando células o enzimas, para producir
compuestos con mayor actividad biologica y valor
agregado. Las biotransformaciones son importantes
en sintesis organica para la produccion de quimicos
finos y precursores quirales que no pueden sintetizarse
eficientemente por otros métodos'®!°. Adicionalmente,
constituyen una alternativa econdmica ya que se
realizan en condiciones moderadas de pH y temperatura.
Su aplicacion permite realizar procesos de tecnologia
limpia porque no implican el uso de solventes toxicos
o carcinogénicos, pueden generar productos de manera
mas eficiente y natural®, y permiten superior regio y
estereoselectividad®.

Actualmente existe una tendencia creciente hacia la
aplicacion de procesos de biotransformacion para la
obtencion de moléculas complejas de interés industrial,
especialmente en el sector farmacéutico, donde son
requisitos fundamentales las propiedades de selectividad
y especificidad en un proceso de sintesis?'?2.

La estereoselectividad es un tema trascendente
en farmacologia, debido a que la actividad de un
medicamento depende del enantiomero presente.
Un compuesto se considera “enantiomero puro”
cuando esta en exceso del 98%. Aunque la mayoria de
productos farmacéuticos son racémicos, usualmente
solo uno de los enantiomeros presenta la actividad
bioldgica deseada; el otro puede ser inactivo o incluso
tener actividad nociva. La US FDA establecio su
politica frente al tema desde el afio 1992, definiendo
que, en una droga quiral, deben ser estudiados los
efectos biologicos de ambos enantidmeros®.

En los procesos de biotransformacion se emplean
células completas o enzimas obtenidas a partir de
diferentes organismos, en forma soluble o inmovilizada
en ambos casos. Sin embargo, si la presencia de otras
enzimas no genera un impacto negativo sobre la pureza
del producto, el uso de células completas es mas
econdmico, debido a que los procesos de aislamiento
y purificacion de enzimas son costosos. Ademas, las
membranas celulares protegen las enzimas de fuerzas
de cizalla y permite aumentar la estabilidad, ya que la
remocion de una enzima de su ambiente de membrana
ocasiona una pérdida parcial o total de su actividad. De
otra parte, la serie de reacciones enzimaticas llevadas
a cabo en las células pueden ser dificiles de realizar in
vitro debido al nimero de cofactores implicados.
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En la mayoria de publicaciones, la biotransformacion
de terpenos se ha hecho con células completas,
principalmente de bacterias (41%), seguidas por células
de hongos (35%), plantas (11%), cianobacterias (4%) y
microalgas (4%). Unicamente en el 7% de los estudios
se emplean enzimas aisladas’.

Biotransformacién de geraniol

El geraniol (£-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-0l) es un
alcohol terpénico encontrado en los aceites esenciales
de rosa, geranio, citronela y palmarosa. En algunas
especies de palmarosa constituye el 90% del aceite®.
Para la biotranformacion de geraniol se han empleado
bacterias, hongos y células vegetales.

Respecto al uso de bacterias, en la biotransformacion
de geraniol se ha utilizado una cepa de Rhodococcus sp.
GR3 aislada del suelo, siendo el acido geranico [acido
(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-diendico] el tinico producto de
la reaccion. El geraniol se agrego al 1% v/v después de
3 dias de crecimiento de la bacteria en un medio de sales
minerales que contenian dextrosay peptona, atemperatura
optima de 30 °C. Se realizaron cinéticas de saturacion
y se alcanzd un rendimiento final del 50% después de
96 h de biotransformacion. Mayores concentraciones de
sustrato causaron menores rendimientos de conversion
debido a los efectos toxicos del geraniol. No se observo

CH,0H

Saccharomyces cerevisiae _

Geraniol

degradacion del producto usando esta bacteria®. El
compuesto obtenido es reconocido por sus propiedades
anticancerigenas, debido a que induce la apoptosis y la
actividad agonista retinoide’.

La biotransformacion de geraniol con Pseudomonas
incognita  produce  6-metil-5-hepten-2-ona®, un
intermediario de gran valor en la produccion de
aromatizantes. Se emplea como saborizante natural, ya
que posee un sabor reminiscente a pera. Se han reportado
varias patentes para su sintesis quimica, partiendo de
diferentes sustratos y utilizando temperaturas elevadas
y catalizadores de paladio, pero los rendimientos son
relativamente bajos y el producto asi obtenido no puede
considerarse natural?6->28.2%,

En cuanto a la biotransformacion de geraniol con hongos,
se destaca el bioproceso patentado a escala industrial para
la produccion de acido geranico utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Bajo condiciones aerobicas
y pH alcalino, el geraniol fue enantioselectivamente
oxidado a (F)-acido geranico (85%) y (+)-acido
citronélico (15%) (Figura 1). El acido geranico alcanzo
una concentracion maxima de 3,6 g/L después de 48 hde
reaccion’. En la Tabla 1, se presentan los hongos que han
sido utilizados para la biotransformacion de geraniol y
los productos obtenidos en cada caso.

COOH COOH

(E)-Acido geranico Acido citronélico

Figura 1. Compuestos obtenidos en la biotransformacion de geraniol por células de Saccharomyces cerevisiae

Tabla 1. Productos obtenidos por biotransformacion de geraniol empleando hongos

Productos

Microorganismo

Citronelol
6-metil-5-hepten-2-ona

Saccharomyces cerevisiae"

Penicillium digitatum?®3%3'

Linalol, a-terpineol, 6-metil-5-hepten-2-ona, limoneno, nerol,

neral, geranial

Acido geranico
6-metil-5-hepten-2-ona
8-hidroxigeraniol

Linalol, nerol, geranial, neral

Aspergillus niger®*

Saccharomyces cerevisiae®
Penicillium italicum™®
Aspergillus niger’*
Botrytis cinerea™

Respecto a las células vegetales, se han utilizado cultivos
de Cucurbita maxima que transforman el geraniol en
acido geranico (5% de cantidad relativa)’.

Las células en cultivo suspendido de Catharanthus
roseus llevaron a cabo la hidroxilacion de geraniol en las
posiciones alilicas y redujeron los dobles enlaces y los
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grupos cetona. Después de 2 dias de incubacion el geraniol
fue convertido en 10-hidroxigeraniol, 10-hidroxinerol y
10-hidroxicitronelol (Figura 2), con rendimientos del
41,8%,25,3%y 32,9%, respectivamente. La hidroxilacion
de geraniol fue en la posicion del C-10, indicando
selectividad. Ademas, habian varias posiciones alilicas
disponibles, y la reduccion del doble enlace ocurrié en
la posicion 2,3 en los productos identificados, indicando

CH,OH

Universidad
Industrial de
Santander

nuevamente selectividad®. Se ha identificado la enzima
responsable de llevar a cabo estas hidroxilaciones, la
geraniol 10-hidroxilasa (G10H), una monooxigenasa
del grupo citocromo P450%7. Los compuestos obtenidos
son precursores de los alcoholes monoterpen-indolicos
ajmalicina y serpentina, utilizados en el tratamiento
contra la hipertension, arritmias cardiacas y problemas
de circulacion sanguinea en el cerebro’.

CH,0H CH,OH
\ X
Catharanthus roseus
> + CH,0H T
CH,OH CH,OH CH,OH
Geraniol 10-Hidroxigeraniol 10-Hidroxinerol 10-Hidroxicitronelol

Figura 2. Compuestos obtenidos en la biotransformacion de geraniol por células de Catharanthus roseus

Biotransformacion de pineno

Después del limoneno, el pineno es el monoterpeno
mas abundante y el principal componente del aceite de
trementina, obtenido de las resinas de plantas coniferas
y como un subproducto de la industria del papel*“°.

La industria de fragancias y saborizantes consume
aproximadamente 30000 toneladas de pinenos por afio,
los cuales se usan para producir un amplio rango de
productos. El 84% de los derivados de los pinenos se
producen por sintesis quimica®.

Las biotransformaciones de pineno se han llevado
a cabo empleando bacterias, hongos y células
vegetales. Entre las bacterias utilizadas, una cepa
recombinante de Escherichia coli BL21*' llevo a
cabo la oxifuncionalizacion del a-pineno a 6xido
de o-pineno, verbenol y mirtenol. En este caso, se
alcanzo una concentracidon total de productos de
1 g/L, después de solo 4 h de reaccion, siendo el
maximo valor reportado para la transformacion de
este sustrato.

También se ha reportado la obtencion de verbenol
(35% de rendimiento), acetato de dihidrocarveol
(20%) y verbenona (10%) a partir de (+)-a-pineno
empleando células de Pseudomonas putida, mientras
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que con el (-)-a-pineno y (-)-f-pineno no hubo
biotransformacion®.

En otro estudio se utilizd la cepa Pseudomonas sp.
PIN, aislada del suelo y adaptada al sustrato en cultivos
enriquecidos con a- y B-pineno, utilizados como la
unica fuente de carbono y energia. Los productos de
biotransformacion de a-pineno fueron identificados como
limoneno, p-cimeno, o-terpinoleno, alcanfor, terpinen-4-
ol, a-terpineol, endo-borneol y p-cimeno-8-01442,

Algunas bacterias termofilas  aerdbicas  como
Bacillus pallidus también presentan alta capacidad
transformadora de a-pineno para la obtencion de
metabolitos como [-pineno, limoneno, pinocarveol,
pinocarvona, mirtenol, mirtenal, carveol y carvona®.

Utilizando una cepa mutante de Pseudomonas
fluorescens NCIMB 11671 se han producido mirtenol y
mirtenal*. La biotransformacion de a-pineno con esta
cepa se ha estudiado desde los afos 80s*.

Respecto a la biotransformacion de o-pineno con
hongos, en la Tabla 2 se muestran los diferentes trabajos
realizados utilizando células fingicas y los compuestos
obtenidos en cada caso, siendo la verbenona y el
verbenol los productos mas abundantes.
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Tabla 2. Productos obtenidos por biotransformacion de pinenos empleando hongos

Productos Sustrato Microorganismo
Verbenol (5/72)*, verbenona (11/35), mirtenol (5/15), e-pinocarveol (11/9,2)
fenchol (11/0,3), a-terpineol (11/12), 3-pinanona (5/3,5) a-pineno Penicillium solitum®
a-terpineol, borneol, fenchol, p-mentano-1,8-diol (R)-(+)-a-pineno Aspergillus niger*
Verbenona (3/35) o-pineno

Aspergillus niger?
o-Terpineol (5/16) B-pineno
a-Terpineol (4% en 5 dias)® (-)-B-pineno A. niger ATCC 9642%
Verbenol (48,6% en 6 horas) o-pineno Fusion de d.o s cgep as de 4.

niger
0, 1 “hi 1Ny -1 0,

Verbenona (25% en 10 dias), 3B-hidroxi-(-)-a.-pineno (10%) (-)-a-pineno Botrytis cinerea®

9-hidroxi-(-)-a-pineno (12%), 3B-hidroxi-(-)-a-pineno-6-ona (16%)

(+)-Verbenona (31,7% en 5 dias)

(+)-a-pineno Bipolaris sorokiniana®’

Verbenona (16,7% en 6 horas) o-pineno Aspergillus niger'®
Verbenona (4/300)?, trans-verbenol (4/400) (-)-o-pineno

Hormonema sp."
Pinocanfeno (3/100) (-)-B-pineno

2Tiempo de reaccion (dias)/concentracion de producto (mg/L), ® Porcentaje de rendimiento

En cuanto a las células vegetales, para la
biotransformacion de o-pineno se emplearon como
catalizadores cultivos de Psychotria brachyceras
y Rauvolfia sellowi y se encontré que Psychotria
brachyceras solo actu6 sobre el (-)-o-pineno
produciendo trans-verbenol y (-)-verbenona, mientras

‘ Biotransformacion ‘
B
OH

trans-Verbenol

(-)-a-Pineno

R. sellowii 56.9% en 3 dias

que Rauvolfia sellowi actud sobre el (-)-a-pineno
y el (+)-a-pineno, produciendo trans-verbenol y
(-)-verbenona a partir del (-)-a-pineno; y trans-
verbenol y (+)-verbenona a partir del (+)-a-pineno'.
En la Figura 3 se indican los mayores porcentajes de
rendimiento y los dias en los que se obtuvieron.

0
(-)-Verbenona

R. sellowii 37.6% en 7 dias

P. brachyceras 63.8% en 3 dias

$ R. sellowii é
—_——

.%
“OH

trans-Verbenol

68.5% en 3 dias

(+)-a-Pineno

P. brachyceras 80.9% en 10 dias

0o
(+)-Verbenona
32.2% en 10 dias

Figura 3. Compuestos obtenidos en la biotransformacion de a-pineno mediante células de Psychotria brachyceras

y Rauvolfia sellowii
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Se han reportado biotransformaciones eficientes de
ambos enantiomeros de a-pineno empleando células
vegetales de Picea abies inmovilizadas en alginato.
Los productos principales fueron cis/trans verbenol
y verbenona. La transformacion empleando células
vegetales libres ha demostrado ser mas rapida que el
empleo de células inmovilizadas'>'o"7.

Se investigd la biotransformacion del 2-pineno
empleando suspensiones de células de las plantas
Nicotiana tabacum'y Catharanthus roseus. Los cultivos
tuvieron la capacidad de introducir grupos funcionales
oxigenados, como hidroxi y epoxi; la epoxidacion
ocurri6 estéreo y enantioselectivamente, mientras que
la hidroxilacion se llevo a cabo regioselectivamente en
la posicion alilica del doble enlace carbono-carbono®.
Como puede observarse, en la biotransformacion de
o-pineno se obtiene una amplia gama de productos, sin
embargo, los mas promisorios por su valor agregado y
por sus propiedades farmacéuticas son el verbenol y la
verbenona, cuyo costo promedio es de USD 3500/kg’ y
USD 3000/kg', respectivamente, mientras que el precio
del o-pineno es de USD 4/kg'. La (+)-verbenona se
utiliza como material de partida en sintesis asimétrica
como precursor quiral en la preparacion del diterpeno
antitumoral taxol, usado en el tratamiento de cancer
de seno y ovario®. La (-)-verbenona se emplea como
material de partida para preparar analogos del acido
y-aminobutirico (GABA)'. La verbenona es el principal
componente del aceite esencial de Spanish verbena
(28,9%). La verbenona extraida es costosa e insuficiente
parasudemanda. Se han reportado varios sistemas para la
oxidacion alilica de a-pineno, pero debido al mecanismo
de radicales de esta reaccion no se ha encontrado un
sistema selectivo al verbenol y verbenona. El verbenol y
la verbenona se han sintetizado empleando catalizadores
de cobre, cromo, rutenio y titanio®!, pero los productos
asi obtenidos no pueden considerarse naturales.

Trabajos de biotransformacion realizados en la
Universidad Industrial de Santander

En el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia
de Alimentos —CICTA- de la Universidad Industrial
de Santander —UIS-, se han llevado a cabo trabajos de
biotransformacion de diferentes monoterpenos como
limoneno, citronelol, geraniol y (R)-(+)-a-pineno,
empleando como catalizadores células de Aspergillus
niger, Penicillium digitatum, Rhodococcus erythropolis
v Rhodococcus opacus, y los productos obtenidos
dependen del microorganismo y el medio de cultivo

256

Universidad
Industrial de
Santander

utilizado para la biotransformaciéon. Por ejemplo,
empleando la cepa Aspergillus niger DSM 821, se
obtuvieron o-terpineol y p-mentano-1,8-diol como
productos principales, con borneol y fenchol como
productos minoritarios a partir del (R)-(+)-o-pineno en
el medio de cultivo PDA (Potatoe Dextrose Agar). De
otra parte, en medio PDB (Potatoe Dextrose Broth) sélo
se obtuvo a-terpineol®’, mientras que en otro estudio,
utilizando el medio liquido Czapek, los productos
obtenidos fueron canfeno, [-pineno, a-terpineol,
verbenona y trans-sobrerol. Estos mismos estudios se
realizaron con la cepa bacteriana Rhodococcus opacus
DSM 44313 en el medio TSB (Triptone Soy Broth) y
el producto principal fue el cis-verbenol. En cuanto
al geraniol, se ha empleado la bacteria Rhodococcus
opacus para la obtencion de acido geranico como
producto principal®?.

CONCLUSIONES

Se han publicado varios estudios en los que evaltan
la  biotransformaciéon de sustratos econdmicos
y Dbiodisponibles como los monoterpenos, y
especificamente del geraniol y el a-pineno, empleando
células de plantas, hongos y bacterias, con el fin de
obtener compuestos naturales de valor agregado.

Los procesos de biotransformacion de geraniol conducen
a la produccion de diferentes compuestos, pero el mas
interesante por sus propiedades anticancerigenas es
el 4cido geranico, que se ha obtenido utilizando como
biocatalizadores células de Saccharomyces cerevisiae,
Cucurbita maxima y Rhodococcus sp. GR3.

La biotransformacién de a-pineno con diferentes
microorganismos permite la formacion de distintos
compuestos. Sin embargo, en la mayoria de casos se
obtienen verbenol y verbenona, compuestos que se
utilizan como materiales de partida para la sintesis de
importantes productos farmacéuticos.
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