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1. Uvod

Jednym z najcCastejSie sa vyskytujucich monoterpénov
v prirode je cyklicky monoterpén limonén. Existuje
v dvoch enantiomérnych formach, R-(+)- a S-(—)-limonén.
Spomedzi nich sa CastejSie vyskytuje (+)-limonén, ktory je
majoritnou zlozkou citrusovych esencidlnych olejov.
V stcasnosti sa ziskava ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe
citrusovych Stiav. Jeho ro¢na produkcia dosahuje 60 000 t
a predpoklada sa, ze do roku 2023 narastie na viac ako
65 000 t/rok (cit."?) .

Limonén je atraktivnym substratom pre produkciu
cennych terpenoidnych zliCenin, akymi si napr.
a-terpineol, perilylalkohol, karveol, karvon a mentol. Re-
gio$pecifické vnesenie hydroxylovej alebo karbonylovej
skupiny do $truktiry limonénu pomocou chemickych me-
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tod je velmi narocné. Aj preto sa biotransformaciami
(+)-limonénu vedci zaoberaju uz od Sest'desiatych rokov
minulého storo¢ia. Odvtedy bolo identifikované velké
mnozstvo mikroorganizmov schopnych transformovat’
limonén na enantiomérne cisté produkty s aplikatnym
alebo syntetickym potencidlom v réznych priemyselnych
odvetviach.

2. Limonén
2.1. Vlastnosti

Limonén je bezfarebnd az do Zlta sfarbend, olejovita
kvapalina s nizkou rozpustnostou vo vode, ktora je ame-
rickou Spravou potravin a lie¢iv (Food and Drug Adminis-
tration, FDA) vSeobecne povazovana za bezpecnu
(Generally Recognized as Safe, GRAS)’. Vyskytuje sa
v dvoch enantiomérnych formach, (R)- a (S)-limonén. Pra-
voto¢ivy izomér, (R)-(+)-limonén, ma typick(i pomaranco-
vl arbmu a vyskytuje sa v réznych rastlinach, najmi
v kore plodov Citrus spp., akymi st napr. pomarance, cit-
rony a mandarinky. Druhy izomér, (S)-(-)-limonén sa vy-
znacuje terpentinovou vonou a je pritomny v esencialnych
olejoch z rastlin rodu Mentha spp. a Pinus spp.*’. Okrem
toho existuje limonén aj vo forme racemickej zmesi, ozna-
Sovanej ako dipentén®. Zakladné fyzikalne a chemické
vlastnosti izomérov limonénu st zhrnuté v tab. .

Limonén je malo toxicky pri ordlnom poziti, nie je
genotoxicky ani teratogénny’. Cisty limonén pri kontakte
s pokoZzkou je iba minimalne drazdivy, avSak jeho alergén-
nost’ suvisi s procesom jeho oxidécie. Oxidativne produkty
— hydroperoxidy a karvon s silné kontaktné alergény®.

2.2. Aplikacie

(+)-Limonén je bezne vyuzivany v potravinarstve
ako aroma a ochucovadlo v cukrovinkach, Zuvackach,
nealko napojoch ¢i zmrzlindch. Je tiez jednou
z  najCastejS§ie  pouzivanych  aromatickych  latok
v kozmetike. Bezne sa vyskytuje ako stcast mydiel, spr-
chovych gélov, samponov, kondicionérov a parfamov®. Je
tiez  suCastou  roznych  Cistiacich  prostriedkov
a osviezovatov vzduchu’.

Limonén bol jednou z prvych schvalenych prirodnych
prisad v pesticidoch (v USA bol registrovany uz v roku
1958). Insekticidne vlastnosti boli popisané napr. voci
hmyzu z nadéelade Coccoidea. U parazitického prvoka
sposobujuceho malariu, Plasmodium falciparum, limonén
inhibuje izoprenylaciu proteinov a zastavuje tak jeho
rast''. Nizka oralna a dermalna toxicita voéi cicavcom
umoznila jeho pouzitie v pripravkoch proti kliestom
a blcham, aj v repelentoch proti hmyzu®. Limonén vykazu-
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Tabulka I

Vlastnosti izomérov limonénu®'~®°

Referat

Vlastnost’ (+)-Limonén

(-)-Limonén Racemicky limonén

Struktira

R

D-limonén
(R)-limonén

Iné pouzivané nazvy

TUPAC nazov (R)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-
-cyklohexén

CAS ¢islo 5989-27-5

Molekulova hmotnost, g mol™ 136,23

Teplota topenia, °C —74.,0 (cit.%?)

Teplota varu, °C 177,0 (cit.®?)

Teplota vzplanutiania, °C 44,8 (cit.?)

Hustota, g ml™" (pri 20 °C) 0,8411

Tlak pér, Pa (pri 20 °C) 190

Rozpustnost’ vo vode, mg I 13,8 (cit.%)
(pri 25 °C)

Koeficient prestupu oktanol/
voda, Log Konw

4,23

L-limonén dipentén
(S)-limonén rac-limonén
(S)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl- 1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-
-cyklohexén -cyklohexén
5989-54-8 138-86-3
136,23 136,23
—74.,0 (cit.%) —86.,4 (cit.*)
177,0 (cit.”) 176,0 (cit.*")
44,9 (cit.%) 45,1 (cit.*%)
0,8422 0,8402

190 190

4,57 (cit.%) 4,83

je bakteriostatické a baktericidne ucinky voc¢i viacerym
patogénnym baktériam, ako napr. Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella pneumoniae a Listeria monocytogenes. To-
xicita limonénu je pravdepodobne spojena s jeho lipofili-
tou a ovplyviiuje tak membranovy  transport
a metabolizmus buniek®.

Z medicinskeho hl'adiska je limonén zaujimavy pre
svoje chemoterapeutické a chemopreventivne vlastnosti,
ktoré boli popisané voc¢i viacerym druhom nédorovych
buniek sposobujucich napr. rakovinu plc, prostaty alebo
prsnika'? . (+)-Limonén je stastou komerénych vyzivo-
vych doplnkov deklarujicich podporu metabolizmu
a detoxifikaciu organizmu.

V chemickom priemysle predstavuje ekologicku alter-
nativu k toxickym organickym rozpustadlam ziskavanych
z fosilnych paliv. Limonén je potencidlnou ndhradou za
rozpustadla ako napr. hexan, toluén a dichlormetan’.

2.3. Zdroje limonénu

V priemyselnom meradle sa (+)-limonén ziskava pre-
dovsetkym ako vedl'ajsi produkt pri spracovani odpadu
z citrusov. Rocne sa vyprodukuje priblizne 25-30 milio-
nov ton pomarancovych Supiek ako odpad pri vyrobe po-
marandovych dzisov'’. Biomasa z citrusov je cennym
zdrojom pektinu a da sa tiez pouzit’ ako substrat na bio-
technologicki vyrobu etanolu, metanu, alebo kyseliny
citronovej'®. Na to, aby bolo mozné biomasu takto vyuzit,
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je nutné z nej najprv odstranit’ limonén, ktory inhibuje
mikroorganizmy pouZivané v tychto procesoch'’. Limonén
pritom predstavuje az 3,8 % zo suSiny citrusového od-
padu'.

Racemicky limonén je mozné pripravit' z terpentinu
(produkcia 450 t/rok v USA), ale aj pyrolyzou starych
pneumatik'’. Takto produkovany limonén je vhodny iba na
technické ucely.

Dopyt po limonéne kazdym rokom narasta, priCom
jeho cena je priamo zavisla na sezonnej produkcii citrusov
a kvality suroviny pouzitej na extrakciu. Chemicky ziska-
ny limonén nie je opticky ¢isty, a preto ho nemozno ozna-
&it kvalitou ,,food-grade'. Z uvedenych dévodov je otaz-
ka biotechnologickej pripravy (+)-limonénu vel'mi atrak-
tivna. Doposial neboli objavené mikroorganizmy
s prirodzenou nadprodukciou limonénu, preto sa Stidium
zameriava na metabolické inzinierstvo. Vyhodou je jeho
enantio$pecifickd syntéza a moznost zakomponovat do
biosyntetickej drahy limonénu aj jeho naslednti oxidaciu
na %';aden z jeho viacerych cennych oxidativnych deriva-
tov .

2.4. Biotechnologicka produkcia limonénu

Biosyntéza vsetkych terpénov v organizmoch moéze
prebichat’ jednou z dvoch drdh, mevalonatovou (MVA)
drahou alebo metylerytritol-4-fosfatovou (MEP) drahou.
MVA drdha sa vyskytuje zvyCajne u zivocichov,
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v kvasinkach, archaebaktériach, a niektorych G+ bakté-
riach, zatial ¢o MEP draha je pritomna predovsetkym
v baktériach'’. Rastliny si syntetizuju terpény oboma dra-
hami, priom MEP drdha prebieha v plastidoch a MVA
draha v cytosole'”. Poslednym krokom biosyntézy limoné-
nu u rastlin je reakcia katalyzovana limonénsyntézou (LS).
V zavislosti od zdroja sa tvori zvycajne iba jeden izomér
limonénu. Nakolko sa tento enzym nevyskytuje
v mikroorganizmoch, pri mikrobialnej produkcii limonénu je
nutna jeho heterologna expresia v hostovskom organizme'.

Hlavnymi problémami mikrobidlnej produkcie limo-
nénu je komplikovand metabolickd a regulacna sustava
obmedzujuca tvorbu izoprenoidov a predovsetkym cytoto-
xicita samotného produktu. Zatial’ najéastejSie vyuzivanym
a najefektivnejSim sposobom je fermentécia s in situ ex-
trakciou produktu pomocou organického rozpustadla neto-
xického pre produkény organizmus'®.

Maximalna mikrobidlna produkcia limonénu ((-)-izo-
mér) bola zatial’ popisana v E. coli (3,63 g I"). Ako zdroj
uhlika sluzil glycerol a biosyntéza prebichala pomo-
cou heterologne exprimovanej MVA drahy a LS z Mentha
spicata'®. Na to, aby tento spdsob produkcie limonénu bol
schopny konkurovat’ si¢asnému spdsobu vyroby limoné-
nu, je nutné, aby produktivita procesu bola minimalne na
tirovni 0,7 g I''h™" a $pecificky vytazok uhlika v procese
predstavoval minimalne 45 % (cit.%). V su¢asnosti maxi-
malna produktivita procesu dosahuje len 0,15 g I"'h™
a kolréverzia uhlika na produkt predstavuje menej ako 1 %
(cit.”™®).

Alternativnou moznostou biosyntézy limonénu su
enzymové systémy, avSak vzhladom na vysokd cenu
kofaktorov a purifikovanych enzymov je priemyselne eko-
nomicky nevyhodnd. Takyto systém navrhli Korman
a spol."” a pozostaval z 27 enzymov umozitujicich konver-
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ziu glukdzy az na limonén, pricom v systéme dochadzalo
aj k regeneréacii potrebnych kofaktorov (ATP a NAD(P)H).
Produkcia limonénu dosiahla az 12,5 g I (vytazok
88,4 %), pricom systém bol stabilny po dobu 5 dni pri
jednom pridavku glukézy"’.

3. Oxidativne derivaty limonénu

Regiospecifickou oxidaciou izomérov limonénu je
mozné ziskat’ produkty s vysokou pridanou hodnotou. Ako
priklad méZeme uviest’ oxidaciu (+)-limonénu na perilylal-
kohol, karveol, karvon alebo limonén-1,2-diol, ktorych
cena prevySuje hodnotu substritu aj viac ako 10ndsob-
ne’™?!. V literatiire bolo doteraz popisanych 6 zakladnych
drah jeho biotransformacie v mikroorganizmoch (obr. 1).

Vo vseobecnosti katalyzuje prvy krok oxidacie limo-
nénu hydroxylaza alebo monooxygenaza, ktoré majti zvy-
¢ajne roznu Specifitu v zavislosti od zdroja/producenta. Pri
hladani mikrobidlnych producentov sa kladie doéraz na
ziskavanie enantioselektivnych enzymov, nakol'ko rozdiel-
ne enantioméry derivatov limonénu mozu mat’ rozdielne
senzorické vlastnosti, ako je to napr. u izomérov karvonu,
ktorého (R)-izomér ma vonu maty, zatial’ o (S)-karvon ma
rascovii aromu’’.

3.1. Perilylalkohol a kyselina perilova

Oxidaciou metylovej skupiny (+)- alebo (-)-limonénu
na uhliku C; vznika prislusny stereoizomér perilylalkoho-
Iu, perilylaldehydu a kyseliny perilovej. Perilylalkohol
a kyselina perilova su zaujimavé najmé kvoli svojim che-
mopreventivnym a chemoterapeutickym vlastnostiam voci
viacerym typom rakovinovych buniek™*,

_0 OH._O
—~, biodegradacia

perilylaldehyd kyselina perilova

pa

karvon dihydrokarvén

OH OH
OH (0]
— —— biodegradacia
E—

1-hydroxy-2-oxolimonén
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Mikrobialna transformacia limonénu na kyselinu peri-
lovt zahina jeho oxidaciu v troch krokoch. Najprv nastava
oxid4cia limonénu na perilylalkohol pomocou monooxy-
gendzy. Po nej nasleduje dehydrogendcia na perilylaldehyd
a nakoniec je aldehyd oxidovany na kyselinu perilova
pomocou aldehyddehydrogenazy*.

Pri produkcii perilylalkoholu je doélezité pouzit’ mik-
roorganizmus schopny selektivne oxidovat’ limonén na
uhliku C,, priCom nemo6ze dochadzat’ k preoxidacii az na
kyselinu perilovil. Spomedzi bakteridlnych izolatov degra-
dujtcich n-alkany bolo identifikovanych viacero kmenov
schopnych tejto regioSpecifickej oxidéacie limonénu. Tech-
nikami génového inzinierstva boli postupne zvySené vy-
tazky perilylalkoholu rekombinantnych producentov
z 2,3 g I'' u Pseudomonas putida GPol2 (cit.”®) az na
5,96 g I'! pri expresnom systéme E. coli W3110 (cit.*).

Transformacia limonénu, pri ktorej sa ako hlavny
produkt  tvoril  perilylalkohol,  bola  popisana
u mikrooganizmov ako napr. Aspergillus niger, A. cellulo-
sae, Mortierella alpina, M. minutissima alebo Yarrowia
lipolytica® .

Okrem biotransformaénej produkcie perilylalkoholu
z limonénu je aj snaha o jeho de novo biosyntézu pomocou
metabolického inzinierstva. Pomocou E. coli boli takto
produkované oba jeho izoméry, (R)-(+)-perilylalkohol®® aj
(8)-(—)-perilylalkohol®.

Produkcia kyseliny perilovej je dobre popisana
u P. putida GS1 (DSM 12264). Tvorbu kyseliny umoziuje
pritomna degradac¢na draha p-cyménu, aromatickej zluce-
niny Struktirne podobnej limonénu. Prvé tri enzymy tejto
drahy su schopné transformovat’ aj limonén, priCom vzni-
ka kyselina perilova, ktorti baktéria d’alej nie je schopna
metabolizovat’ a akumuluje sa. Na efektivnejsiu biokon-
verziu limonénu P. putida GS1 vyZaduje ko-substrat, pri-
¢om ako najvhodnejsi sa ukazal glycerol. Produkcia kyse-
liny perilovej bola popisand v pritokovom reaktore
s kontinualnym pridavkom limonénu a glycerolu®,
v reaktore s integrovanym in sifu odstrafiovanim produktu
na baze i6novej vymeny a pritokom substratu®, ako aj
v kontinualnom biofilmovom reaktore so segmentovanym
tokom média®'. Poslednou menovanou metédou sa dosiahla
maximalna objemova produktivita reaktora a» 34 g ' d™".

Kyselina perilovd bola produkovana aj kvasinkou
Y. lipolytica, pricom okrem limonénu bol pouzity ako sub-
strat aj pomaran&ovy olej™.

3.2. Karveol a karvon

Oxidaciou uhlika Cs v molekule vznika karveol
a karvon. Karveol sa vyskytuje vo forme 4 stereoizomé-
rov: (1R,5R)-karveol ((-)-cis-izomér), (1S,5R)-karveol
((5)-trans-izomér), (1R,5S)-karveol ((+)-trans-izomér)
a (1S,5S)-karveol ((+)-cis-izomér); a karvon vo for-
me dvoch izomérov, (45)- a (4R)-karvonu, oznacovanych
aj (-)- a (+)-karvon. Obe tieto zluCeniny st vyuzivané ako
aromatické latky v kozmetike a potravinarstve. Tiez boli
popisané ich antimikrobidlne vlastnosti, potencidlne apli-
kécie ako substrat v chemickej syntéze a v medicine® ",

Karveol aj karvon st Castymi produktmi biologickej
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oxidacie limonénu, avSak vo vicsine pripadov su len jed-
nymi z mnohych reakénych produktov. Je to v dosledku
neSpecifickej oxidacie katalyzovanej mikrobidlnymi mo-
nooxygendzami a hydroxyldzami. VacSiu regioSpecifitu
vykazuju rastlinné enzymy, napr. limonén-6-hydroxylaza
z Mentha spp.*. Problémom v3ak je ich vel'mi nizka akti-
vita a problematicka aplikacia v priemyselnej praxi.

Regiospecificka oxidacia limonénu na trans-karveol
je katalyzovana kuméndioxygenazou (EC 1.14.13.48)
a bola popisana u baktérii Rhodococcus opacus®, viace-
rych kmetiov Pseudomonas sp.*® a Cellulosimicrobium
cellulans®®. Bunky R. opacus a Pseudomonas sp. boli
schopné transformovat’ (+)-limonén na (+)-trans-karveol
iba ked’ boli pocas kultivacie indukované parami toluénu
alebo naftalénu, zatial’ ¢o u C. cellulans to bola pritomnost’
etylbenzénu. Doteraz najvyssSia popisana produkcia trans-
karveolu je popisana prave u C. cellulans, a to 13,4 mM po
10 h biotransformacii™.

Gén pre kuméndioxygenazu z P. putida bol identifi-
kovany a naklonovany do expresného vektora P. putida
P12 (cit.**). Nasledne bola navrhnuta enzymové kaskada
na produkciu chirdlnych karvolakténov z (+)-limonénu
s potencialnou aplikaciou vo vyrobe biopolymérov*'.

Van der Werf a spol.* viak popisali metabolicku
drahu degradacie karveolu u baktérie Rhodococcus
erythropolis DCL14. Tato baktéria schopna rast’ na limo-
néne zacina degradaciu karveolu jeho dehydrogenaciou na
karvon, ktory karvondehydrogenaza transformuje na di-
hydrokarvon. Baktéria je touto metabolickou drdhou
schopna metabolizovat’ vietky 4 stereoizoméry karveolu®.

Pri biotransformacii zmesi (-)-cis a (-)-trans-
karveolu za pouzitia buniek R. erythropolis DCL14 docha-
dza iba k transformacii cis-izoméru na (—)-karvon, zatial
¢o trans-karveol zostava v reakénej zmesi nezreagovany.
Touto biotransformaciou je teda mozné ziskat vzacnu
gistt trans-formu karveolu®.

3.3. Limonén-1,2-epoxid a limonén-1,2-diol

Degradac¢na draha limonénu zacinajuca epoxidaciou
dvojitej vazby medzi uhlikmi C;-C, bola prvykrat identifi-
kovana a popisana u baktérii R. erythropolis. Reakcia je
katalyzovana FAD- a NADH- zavislymi monooxygenaza-
mi, pri com vznikd limonén-1,2-epoxid. Ten je nasledne
hydrolyzovany na limonén-1,2-diol enzymom limonén-1,2-
-epoxidhydrolazou. Limonén-1,2-diol je d’alej transformo-
vany na l-hydroxy-2-oxolimonén nespecifickymi alko-
holdehydrogenazami*.

Pozornost’ puta predovsetkym enzym limonén-1,2-
-epoxidhydrolaza (LEH, EC 3.3.2.8), ktory je niekol'’kona-
sobne aktivnejsi ako ostatné enzymy tejto metabolickej
dréhy, ¢im brani v akumulacii potencidlne toxického epo-
xidu. Enzym bol purifikovany a exprimovany v E. coli.
Svojou Struktirou a reakénym mechanizmom sa lisi od
ostatnych epoxidhydrolaz a bol preto zaradeny do samo-
statnej skupiny***>. LEH vykazuje vo¢i svojmu prirodze-
nému substratu vysoku stereoselektivitu, pricom je schop-
na hydrolyzovat' vsetky 4 stereoizoméry limonén-1,2-
-diolu*®. Vdaka svojej vysokej stercoselektivite, tzkej
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substratovej  Specifite, dobre popisanej  Strukture
a reakénému mechanizmu je LEH z R. erythropolis Casto
pouzivana ako modelovy enzym pre rdzne stratégie enzy-
mového inZinierstva®"**.

Mikrobialna transformacia limonénu az na limonén-
1,2-diol je velmi dobre charakterizovand aj u viacerych
druhov vlaknitych hab. Molina a spol.* popisali biotrans-
forméaciu (-)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vlak-
nitej huby Fusarium oxysporum, priCom tvorba epoxidu
nebola zaznamenana, autori vSak predpokladaji, ze tato
huba metabolizuje limonén analogickym spdsobom ako
baktérie R. erythropolis. Maximalna produkcia limonén-
1,2-diolu bola 3,7 g I'" (cit.*).

Z hladiska aplikécie v praxi je zaujimava transforma-
cia (+)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vlaknitej
huby Colletotrichum nymphae. Huby z rodu Coletotri-
chum sp. patria medzi fytopatogény a je predpoklad, ze
v porovnani s inymi mikroorganizmami st odolné voci
toxicite terpénov a vedia ich aj transformovat’. Rozsiahlou
optimalizaciou kultivacnych a reakénych podmienok sa
dosiahla maximalna koncentracia produktu 7,1 g I"' resp.
7,8 g I'! po 72 h pri pouziti 20 g I'' (+)- alebo (-)-limo-
Ilél’llslo. zzléxko substrat mohol byt tiez pouzity pomarancovy
olej” .

Produkcia limonén-1,2-epoxidu bola popisana pomo-
cou enzymového systému skladajiiceho z imobilizovane;j
lipdzy z Candida antarctica (frakcia B), karboxylovej
kyseliny, peroxidu vodika a substratu (+)-limonénu. Opti-
malizaciou reakénych podmienok a prenesenim procesu do
600ml reaktora s postupnym pritokom roztoku H,O, sa
dosiahol maximalny vytazok limonén-1,2-epoxidu na
tirovni 78 % po 60 min (cit.>").

Limonén-1,2-diol vykazuje inhibi¢ny efekt voci pro-
zapalovym aktivitim CD4+ a CD8+ T-lymfocytov a po-
tencialne protirakovinové vlastnosti. M6ze vSak byt’ pouzi-
ty aj ako atraktant pre hmyz alebo ochucovadlo
v potravinarstve®'. Limonén-1,2-epoxid ma velky aplika¢-
ny potencial ako substrat pre chemickl syntézu a vyrobu
biopolymérov®'.

3.4. a-Terpineol

Hydroxylaciou limonénu na dvojitej vidzbe medzi
uhlikmi Cg-Cy vznika terciarny monoterpenoid, a-terpi-
neol. Tento alkohol je hlavnou zloZzkou viacerych rastlin-
nych esencialnych olejov, ako napr. majoranu (Origanum
majorana L.), borovice primorskej (Pinus pinaster Aiton)
alebo Salvie muskatovej (Salvia sclarea L.) . a-Terpineol
existuje v dvoch enantiomérnych formach, (R)-(+)-a-
-terpineol a (S)-(—)-a-terpineol. (R)-(+)-a-terpineol sa vy-
znacuje prijemnou orgovanovou vonou, zatial’ ¢o (S)-(—)-o-
-terpineol ma jemnu voiu ihli¢ia. Pre svoju prijemnu vonu
je Casto pouzivany v kozmetike. Okrem toho ma tiez via-
ceré zaujimavé biologické ucinky. Vykazuje antihyperten-
zivny a antiproliferaény efekt na erytroleukemické bunky,
ma protizapalové vlastnosti, inhibuje produkciu super-
oxidov a viaceré Stidie popisali aj jeho protirakovinové
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Mikrobialna transformacia  (+)-limonénu  vedie
k produkcii (R)-(+)-a-terpineolu, z (-)-limonénu naopak
vznika (S)-(-)-a-terpineol. Prva biokonverzia limonénu na
a-terpineol bola publikovand uz koncom 60. rokov minulé-
ho storo¢ia pomocou Cladosporium sp., pricom od vtedy
bola popisand u mnohych mikroorganizmov, napr.
Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum, Aspergillus
sp. alebo Sphingobium sp.>*.

Zaujimava je predovsetkym biotransformacia limoné-
nu pomocou F. oxysporum 152b, pri ktorej sa v aerobnych
podmienkach tvori limonén-1,2-diol®, zatial’ &o v systéme
bez pristupu kyslika vznik4 o-terpineol®.

Najlepsie vysledky sa dosiahli s baktériou Sphingo-
bium sp. kultivovanej na limonéne ako jedinom zdroji
uhlika v médiu. Biotransformaciou (+)-limonénu
v dvojfazovom systéme, kde ako organicka faza sluzil
slne&nicovy olej, vzniklo 130 g I"' (R)-(+)-a-terpineolu®®.
Dalsou optimalizaciou podmienok biotransformacie (pH,
koncentracia biomasy, teplota a mieSanie) a pouzitim séjo-
vého oleja ako organickej fazy sa produkcia zvysila az na
takmer 240 g I™' (cit.’’). Enzym tejto vliknitej huby je
navyse enantio$pecificky. Z (+)-limonénu sa tvoril (R)-(+)-a-
-terpineol v enantiomérnom nadbytku (ee) > 99 %, zatial
¢o z jeho (-)-izoméru vznikal majoritne (S)-(-)-a-terpi-
neol, ktorého bolo priblizne 60 % (cit.>®).

V stcasnosti je a-terpineol produkovany chemickou
syntézou z a-pinénu, terpentinu alebo inych im podobnych
zltcenin. Biotechnologickd vyroba je alternativna moz-
nost’ produkcie, vhodnéd predovsetkym na produkciu Cis-
tych enantiomérov a-terpineolu.

3.5. Izopiperitenol a limonén-8,9-epoxid

Trans-izopiperitenol je derivat limonénu, ktory vzni-
ka hydroxylaciou na uhliku C;. V prirode vznika
ako medziprodukt pri biosyntéze (—)-mentolu v mite
(Mentha sp.). Z biotechnologického hl'adiska je zaujimavy
najméd ako substrat pre chemickll pripravu (—)-mentolu,
aromatickej  latky  pouzivanej v  potravinarstve
a parfumoch. Biotransformacia (+)-limonénu na trans-
izopiperitenol v mikroorganizmoch bola dlho popisana len
u huby Hormonema sp. UOFS Y-0067. Maximalna pro-
dukcia bola 0,5 g I'!, ale vysledky experimentov bolo taz-
ké reprodukovat™®. Nedavno boli popisané dve limonén-3-
hydroxylazy z Aureobasidium pullulans a Hormonema
carpentanum. Oba enzymy boli naklonované do expresné-
ho vektora Pichia pastoris pre zvySenie produkcie trans-
izopiperitenolu, avSak jeho maximalna koncentracia do-
siahla hodnotu len 165 mg1™ (cit.”).

Regiospecificka epoxidacia limonénu na dvojitej véz-
be medzi uhlikmi Cg-Cy bola popisand len u baktérie
Xanthobacter sp. kultivovanej na cyklohexane. Tuto reak-
ciu katalyzuje cytochrom P-450 monooxygenaza.
Z experimentov sa zistilo, ze (+)-limonén ((4R)-izomér) je
transformovany na (4R)-limonén-8,9-epoxid, a z (—)-limo-
nénu ((4S5)-izomér) sa tvori zmes izomérov (4S,8R)-
a (4S,85)-limonén-8,9-epoxidu v pomere 78:22. Optimali-
zéciou reakénych podmienok bolo mozné ziskat' 0,8 g 1'!
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limonén-8,9-epoxidu, pri vyssich koncentraciach sa preja-
vila vyrazna inhibicia produktom®.

4. Zaver

Terpény su vdaka svojej unikatnej Struktire dobrym
vychodiskovym materidlom pre syntézu velkého poctu
Specialnych chemikalii s vyuzitim v potravinarskom, far-
maceutickom, kozmetickom ¢i materidlovom priemysle.
(+)-Limonén je najviac zastipeny monocyklicky monoter-
pén v prirode a jeho najvacsim zdrojom je olej z citrusovej
kory. Vyrobu limonénu a nésledne jeho biotransformaciu
na oxidativne derivity mozno povaZovat' za biotechnolo-
gické procesy v stlade s hodnotami trvalo udrzatelného
rozvoja. Medzi vyhody spojené s tymito bioprocesmi patri
pouzitie vedl'ajsich produktov ako surovin, mierne reak¢éné
podmienky, vysoka regio- a stercoselektivita a vyroba
produktov s pridanou hodnotou. Té4to Studia predstavuje
nové metdody pripravy a perspektivne aplikacie menej zna-
mych latok, ktoré je moZné pripravit’ biotechnologickymi
transforméciami limonénu s vyuzitim mikroorganizmov.

Praca bola financne podporena prostriedkami z gran-
tu VEGA ¢. 2/0130/20.
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In this review, we collected and presented evidence
from the scientific literature regarding the biotechnological
production and applications of limonene and its oxidative
derivates in various fields such as food, pharmaceutical,
cosmetic or polymer industries. Limonene biotransfor-
mations may be regarded as biotechnological processes
aligned to sustainable development. Advantages associated
with these bioprocesses include the use of by-products as
raw materials, mild reaction conditions, high regio- and
stereoselectivity and the production of value-added prod-
ucts. The biological activities of limonene and its oxidative
derivates, such as carveol, carvone, limonene-1,2-diol,
a-terpineol, or perillyl alcohol, suggest that the terpene
biotechnology is becoming a promising and prosperous
science.
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