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EVALUACION DE LA BIOTRANSFORMACION DE CITRONELOL UTILIZANDO COMO

BIOCATALIZADOR Aspergillus niger

RESUMEN

Durante la realizacién de este trabajo se ha estudiado la biotransformacién del
alcohol terpénico citronelol utilizando Aspergillus niger cultivado en medio
sblido. Si bhien el crecimiento del hongo se favorece en € medio de cultivo
MEA, la biotransformacion tuvo lugar en PDA después de 4 dias de reaccion,
observéndose la hidroxilacién en el carbono C7 del citronelol, obteniéndose
hidroxicitronelol como Unico producto, con un rendimiento del 52.21%. Este
compuesto, sintetizado quimicamente, se utiliza en cosmética y en alimentos
como aromatizante aprobado por la Comision de las Comunidades Europeas y la
Secretaria de Salud de México.

PALABRAS CLAVES: Citronelol, biotransformacién, Aspergillus niger
hidroxicitronelol, hidroxilacion.

ABSTRACT
In this work, we studied the biotransformation of the terpene alcohol citronellol
using solid culture media with Aspergillus niger. MEA culture favors growing of
the fungi but biotransformation was improved using PDA after 4 days of reaction.
Citronellol was hydroxilated in C7 carbon producing hydroxycitronellol as the
only detected component with yield up to 60 %. The hydroxy-compound is
chemically synthesized and it is applied in cosmetics and food as a flavor additive
which is approved by the Commission of the European Communities and the
Mexican Health Secretary.
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1. INTRODUCCION

El citronelol (3.7-dimetil-6-octen-1-ol), se encuentra en
concentraciones hasta del 80% en los aceites de rosa y
geranio, y puede ser utilizado como precursor en
transformaciones tanto quimicas como bioquimicas, para
obtener compuestos con mayor valor agregado [1]. Las
transformaciones bioguimicas generalmente se realizan
utilizando microorganismos, debido a que estos
promueven la oxidacién de componentes con ata
estéreoespecificidad y estéreoselectividad, usualmente en
condiciones de reaccibn muy suaves dando lugar a
compuestos naturales en lugar de sintéticos|[2].

Desde 1987, se ha estudiado la bioconversion en
diferentes medios de cultivo, del citonelol por
microorganismos como Aspergillus niger [1], Botrytis
cinerea [3], Cystoderma carchariaqd4] y Penicillium sp.
[5], reportandose principalmente como productos de la
transformacién microbiana el 2,6-dimetil-2-octen-1,8
diol, el 2,6-dimetil-1,8-octanediol, el 6-metil-5-hepten-2-
ona, € 3,7-dimetil-1,6,7-octanetriol, y los isdmeros
Cig/Trans del 6xido derosa

El hidroxicitronelol (7-Hidroxi-3,7-dimetiloctan-1-ol], se
encontrd en el aroma de los arandanos sdlo hasta 1983,
cuando se especifico el olor caracteristico de estos frutos
determinandose su concentracion de umbral en 5mg/Kg
en agua [6]. Su preparacion quimica se encuentra
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patentada [7], haciendo Ilamativa su produccién en el
campo biotecnol égico.

Por tal motivo, en este trabajo se evalud la obtencién de
hidroxicitronelol por medio de la biotransformacion de
citronelol utilizando Aspergillus niger, en condiciones
muy suaves de reaccion.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Materiales Y Reactivos

Se utilizé una cepa del microorganismo puro liofilizado
Aspergillus niger (DSM  821) obtenida de DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Germany). Los medios de
cultivo fueron MEA (Extracto de Malta Agar) y PDA
(Papa Dextrosa Agar) obtenidos de Oxoid. Como sustrato
se empled una mezcla racémica (S)}-(-) y (R)-(+)-
citronelol, reactivo parasintesis (Merck).

Los reactivos utilizados fueron grado analitico, mientras
que los patrones empleados durante los andlisis
cromatogréficos fueron grado GC.

2.2 Cultivo del microorganismo

El hongo fue cultivado y conservado por replicaciones
periddicas en MEA y PDA cada 815 dias. La
inoculacion se realizd en viales transparentes de 20mL
[lenados inclinadamente con 5mL del medio, en todos los
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casos, se adicionaron 50uL de una suspension de esporas
de aproximadamente 1¢® esporas mL'[g]. e
inmediatamente, cada recipiente se cubrid con parafilm y
seincubd en laestufaa 28°C durante 3 dias.

2.3 Biotransformacion de citronelol utilizando
Aspergillusniger.

A cada sistema se le adiciond una solucion del sustrato en
EtOH absoluto, después de 3 dias de inoculado el medio,
se cubri6 con tapay septumy se sellaron. A partir de este
momento se monitored la conversion, extrayendo con 2 x
3mL de diclorometano (DCM) después de 0, 2, 8 y 15
dias de reaccién. Los productos generados se analizaron,
identificaron y cuantificaron por GC-M S.

2.4 Resultadosy discusion

El andlisis GC-M S de los extractos de cultivo superficial
de A. niger en presencia de citronelol permiten sefialar
que el medio de cultivo y de biotransformacion, afecta
directamente el proceso y/o recuperacion del sustrato. En
el medio MEA por gjemplo, no hay formacion de ningun
compuesto pese a buen crecimiento del hongo. En este
caso la recuperacion del citronelol al cabo de 8 dias, fue
sblo del 0.16% (Tabla 1), 1o cual permite suponer que €l
sustrato se evapora durante la reaccion, como lo plantean
Demyttenaere y colaboradores, 2004; donde la perdida
por evaporacion supera el 60% del citronelol en medio
YMPG.

SUSTRATOY 2 dias 8 dias

METABOLITOS MEA PDA MEA PDA
Citronelol 52.23 81.4 0.16 7.86
Oxido Rosa 0 0.14 0 0.14
Hidroxicitrongol 0 16.57 0 91.69

Linalol 0 0.07 0 0

a-Terpineol 0 0.13 0 0
DMOED? 0 0.07 0 0.12
DMOAD"® 0 0 0 0.19

Tabla 1. Cantidad total de citronelol remanente (%) y productos
de bioconversion (%) obtenidos durante la extracciéon con
DCM. 22 6-dimetil-7 octen-2,6-diol; ©3,7-dimetil-1,7-octadienol

En PDA, la recuperacion del sustrato, en e mismo
tiempo es mayor, 7.86%, pero en este medio se observa
biotransformacién, formandose como producto principal
el hidroxicitronelol, producto de la hidroxilacién en el C-
7 del citronelol (Figura 1.), con un porcentaje de
obtencion del 91.6%%.

La obtencion de este producto como resultado de la
biotransformacion es significativamente importante,
debido a que en las investigaciones realizadas sobre la
biotransformacién de citronelol [2,5,7,8], en ningln caso
se reporta el Hidroxicitronelol, como producto del
bioproceso.
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3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

La biotransformacion de citronelol utilizando Aspergillus
niger DSM 821, empleando como medio de cultivo PDA,
permite la obtencién de hidroxicitronelol, con minima
contribucién de metabolitos y condiciones suaves de
reaccion, obteniéndose porcentajes de conversion del
16.57% después de 2 das, hasta 91.69% después de 8
dias. La biotransformacion y recuperacion de citronelol
utilizando Aspergillus niger DSM 821, empleando como
medio de cultivo MEA, no se lleva a cabo, manifestando
lainfluencia del medio en el proceso.

A. niger DSM 821
—

OH PDA oH OH

Citronelol Hidroxicitronelol

Figura 1. Esquema de la bioconversion de citronelol a
hidroxicitronelol utilizando Aspergillus niger DSM 821 en
medio PDA.
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