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Presence, biological role and biotransformation of limonene
Summary

Monoterpenes, widely distributed in nature, constitute suitable precursor
substrates for potential production of valuable natural flavour and fragrance
compounds. Among various monoterpenes, limonene is a cheap and readily
available starting material, utilized for e.g. biotransformation into more valu-
able compounds like carvone and a-terpineol. This rewiev presents properties,
application, and possibilities, as well as trials of biotechnological conversion of
limonene using some microorganisms.
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1. Wprowadzenie

Terpeny sg najwiekszg klasa wtérnych metabolitéw roslin (1).
Od dawna wiadomo, ze destylujac z parg wodng wiele mate-
riatdéw roslinnych mozna otrzymac ciekta mieszanine, znang jako
roslinne olejki eteryczne. W przyrodzie zidentyfikowano ponad
400 roznych monoterpenéw (2). Kazdego roku w lasach produ-
kowanych jest 1,4 x 10" ton terpendw (3-5), z czego duza czes¢
wyparowywana jest do atmosfery. Przecietne stezenie monoter-
pendéw w powietrzu w lasach iglastych wynosi 1-10 pg/m”. Mono-
i seskwiterpeny wystepuja gtdéwnie w tkankach roslinnych, za$
wyzsze terpeny zarébwno w roslinach jak i organizmach zwierzat.
Odgrywajg one wazne role biologiczne, np. plastochinony, ubi-
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chinony, karotenoidy, sterole, fitoaleksyny, saponiny i inne zwigzki o dziataniu tok-
sycznym, oraz hormony roslinne takie jak: gibereliny, kwas abscysynowy, a takze zy-
wice (6).

2. Wystepowanie

Limonen, monocykliczny monoterpen Jest obok a-pinenu najbardziej rozpow-
szechnionym w przyrodzie terpenoidem, wytwarzanym przez ponad 300 roslin. Naj-
wazniejsze wtasciwosci fizykochemiczne limonenu umieszczono w tabeli 1. Jest on
gtownym sktadnikiem olejkoéw eterycznych (90-98%), otrzymywanych ze skoérek owo-
cow cytrusowych. Ponadto wystepuje w tkankach kopru, kminku, orzecha wtoskie-
go, pistacji i seftera. Pemi on funkcje odstraszajaca wobec owadzich szkodnikéw
drzew cytrusowych, jest emitowany do atmosfery giéwnie w czasie wiosny i jesieni
(7). Limonen wystepuje w dwdch odmianach enancjomerycznych: 4R(-1-) i 4S(-). Naj-
czesciej spotykanym izomerem optycznym jest 4R(-f)-timonen (1). Niektdre rostiny
produkujg mieszanine obu izomeréw - skorki cytryny zawierajg w mieszaninie enan-
cjomerycznej ok. 98% formy 4R(-1-) i 2% 4S(-), skorki grejpfruta i pomaranczy ok.
99,5% izomeru 4R(-l-), a tytko 0,5% 4S(-), inne za$ (np. kminek) wytwarzaja tylko
enancjomer 4S(-), a owoce cedratu zawierajg takze 4% 4R(-I-) limonenu. 4R{-I-)-limo-
nen posiada zapach cytrynowo-pomaraniczowy, podczas gdy jego forma 4S(-) mieto-
wo-terpentynowy (8). Rocznie przemyst ekstrahuje okoto 73 000 ton 4R(-I-)-limone-
nu ze skérek owocow cytrusowych (5), co czyni go tanim i tatwo dostepnym substra-
tem. Warto wspomniec€ tez o innych monoterpenach, ktére mozna uzyska¢ w drodze
biotransformacji limonenu. S(-I-)-karwon o zapachu koperkowym jest gtbwnym sktad-
nikiem otejku z kminku zwyczajnego, zawiera go rowniez koper i jego nasiona,
R(-)-karwon charakteryzuje sie mietowo-pieprzowym zapachem, obok mentolu wcho-
dzi w skiad olejku mietowego. Alkohol perillilowy jest gltéwnym komponentem za-
pachowym lawendy i mleka matki.

l'abela 1
Wiasciwosci fizykochemiczne limonenu
Numer CAS* d-Limonen |-Limonen Dipenten
| 2 3 4
nazwa chemiczna 5989-27-5 5989-54-8 138-86-3

(K) -4-izopropenyio-1 -me-

tylo-cvkloheksen

(S)-4-izopropenylo-I-mety-

lo-cykloheksen

4-izopropenylo-1-mety-
lo-cykloheksen

wzér empiryczny CioHin CioHk, Ci()Hi6
masa czgsteczkowa 136,23 136,23 136,23
temperatura topnienia (°C) -74,35 -74,35 -95,9
temperatura wrzenia (°C) 175,5-176,0 175,5-176,0 175,5-176,0
gestos¢ (g/cm”)' 0,8411 0,8422 0,8402

preznos¢ pary (Pa)"

190
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1 2 3 4
rozp. w wodzie (mg/l)y 138 13,8 13,8

siata Henry’ego 34,8 34,8 34,8
(kPamVmol)y
LogP 4,23 4,23 4,83

* - numer katalogowy; * — w temperaturze 20°C; v - w temperaturze 25°C.

3. Biosynteza

Podczas biosyntezy terpendw czagsteczki pirofosforanu dimetyloallilu i pirofosfo-
ranu izopentenylu zostajg potaczone w reakcji substytucji nukleofilowej typu dru-
giego, w wyniku ktérej powstaje pirofosforan geranylu. jest to dziesiecioweglowa
jednostka, bedaca prekursorem dla wszystkich monoterpendéw (na przyktad limone-
nu - ktéry powstaje w plastydach z prekursora poprzez izomeryzacje cis-trans
wigzania podwojnego, nastepnie wewnatrzczasteczkowe podstawienie grupy piro-
fosforanowej i utrate protonu) (6,9).

4. Zastosowania

Limonen oraz a-pinen, zwiazki niedrogie i tatwo dostepne znalazly zastosowa-
nie jako rozpuszczalniki m.in. w laboratoriach histologicznych i w przemysle far-
biarskim. Limonen jest uzywany w przemysle do usuwania ttuszczéw z powierzchni
metali przed malowaniem oraz jako $rodek czyszczacy w drukarstwie i przemysle
elektronicznym. Stuzy jako dodatek aromatyczny do produktéw spozywczych, $rod-
kéw czystosci, perfum, oraz w medycynie do rozpuszczania kamieni cholesterolo-
wych i zélciowych u ludzi (5). Najwieksze zapotrzebowanie sposréd terpenoido-
wych zwigzkéw smakowo-zapachowych w przemysle spozywczym maja R(-)-karwon
oraz mentol, gdyz odpowiadajg za orzezwiajgcy aromat mietowy. S(-f)-karwon jest
efektywnym inhibitorem kietkowania ziemniakéw (10). Terpenoidy te w przyrodzie
wystepuja w ograniczonych ilosciach, stad uwaga wielu biotechnologéw skoncen-
trowana jest na pozyskiwanie tych zwiazkéw. Dodatki aromatyczne odgrywajg co-
raz wiekszg role w dobie wysoko przetworzonych produktéw spozywczych, ktére
swOj naturalny smak lub zapach utracity w trakcie procesu technologicznego. Po-
wstaje coraz wiekszy rynek zbytu dla aromatow naturalnych, badZz identycznych
z naturalnymi; niebagatelne znaczenie ma takze naturalne pochodzenie, gdyz tak
wiasnie klasyfikuje sie produkcje mikrobiologiczng w przemysle (11).

W przemysle farmaceutycznym z terpenoidowych prekursoréw produkowane sg
leki steroidowe. Prowadzone sa takze badania nad antykancerogennym dziataniem
monoterpendw (alkoholu perilllowego, limonenu). Wielu autoréw wskazuje, ze ha-
mujg one rozwdéj nowotwordw piersi, watroby, jelit, ptuc, indukowanego promie-
niowaniem ultrafioletowym raka skory, a takze sutka i trzustki, nawet w zaawanso-
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wanych stadiach choroby. Ostatnio udokumentowano wiasciwosci przeciwrakowe
mirry - wysuszonego soku zywicznego drzewa balsamowego. W ramach szeroko
zakrojonych poszukiwan nowych $rodkéw przeciwnowotworowych zbadano wias-
ciwosci wyciggoéw z zywicy drzewa Commiphora myrrha. Stwierdzono, ze po potrak-
towaniu ekstraktem hodowli opornych na leczenie komorek raka sutka, wszystkie
ging. Aktywna substancjg okazat sie nie znany wczesniej zwigzek z grupy seskwiter-
pendw. Aktywnos¢ chemoterapeutyczna monoterpendw polega na indukcji enzy-
moéw metabolizujgcych karcynogeny, zmniejszaniu réznicowania sie komorek, in-
dukcji apoptozy populacji niesmiertelnych linii komérek, zapobieganiu metastazie
komorek rakowych. W niektérych przypadkach zastosowanie doustnej kuracji ter-
penami pozwolito na niemal catkowite cofniecie sie nowotworu, w innych - zatrzy-
maty rozwo6j choroby opornej na dzialanie tradycyjnych metod terapii (12-16). Opi-
sano takze inhibicyjne dziatanie limonenu na prenylacje biatlek zarodzca malarii (4).

Obecnie limonen jest dostepny w szerokiej gamie produktéw od odczynnikéw
chemicznych, poprzez forme przemystowg az do preparatéw ,farmakologicznych”
sprzedawanych jako swoiste panaceum - Srodek oczyszczajacy organizm, majacy
dziatanie prozdrowotne.

Terpeny, bedace sktadnikami olejkéw eterycznych odgrywaja wazna role w aro-
materapii. Ze wzgledu na toksycznos¢ i bioaktywnos¢ terpendw, mozna wykorzy-
sta¢ je w zwalczaniu wielu patogenow, jedne z mozliwych produktéw biotransfor-
macji a-pinenu (gtébwnego sktadnika zywicy produkowanej przez swierk): werbenol
i werbenon sa sktadnikami feromonow agregacyjnych kornika. Zwiekszajace sie po-
pulacje kornika na $wierkach w Beskidach, ttumaczy sie zainfekowaniem ich przez
opienke, ktéra katalizuje transformacje a-pinenu do tych zwigzkéw.

Takie wkasciwosci terpendw sg znane nie tylko cztowiekowi, Swiat zwierzat row-
niez ,posiadt wiedze” na ten temat np. sikory modre wijgc gniazda, wplatajg w nie
galgazki aromatycznych roslin - lawendy, krwawnika pospolitego i miety - by za-
pachem odstraszy¢ pasozyty. Dzieki temu pozbywajg sie uciazliwych dla pisklat bak-
terii, wiruséw, grzybow i drobnych owaddéw. Ponadto sikory wyczuwajg, kiedy nale-
zy wymieni¢ zwiedte gatgzki.

5. Toksycznosc¢

w przeciwienstwie do obszernej listy opublikowanych danych na temat olejkow
eterycznych i wyzszych, gtéwnie roslinnych terpenoidoéw, wiedza o toksycznosci
czystych monoterpendw jest dos¢ ograniczona (17). Zostaly przebadane pod tym
katem tylko nieliczne, najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie terpeny; oprécz
limonenu, zalicza sie do nich takze a-pinen, p-pinen i terpinolen (18). Posiadajg one
hamujacy wptyw na wzrost i oddychanie mikroorganizmow (S. cervisiae, B. thuringien-
sis) (17). Opornos¢ bakterii i grzybow na toksyczne dziatanie limonenu zalezy od ro-
dzaju mikroorganizméw. Ponadto aktywnos$¢ biologiczna zalezy od formy enancjo-
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meru. R(+)-limonen wykazuje zdecydowanie wieksza aktywnos$¢ przeciwbakteryjna,
ale toksycznos¢ enancjomerow w stosunku do grzybow nitkowatych nie jest Juz tak
bardzo zréznicowana (19). Badajgc cate komorki oraz wyizolowane mitochondria,
stwierdzono, ze terpeny wykazaly zaburzajgcy wpltyw na integralno$¢ bton oraz pro-
ces oddychania. Efekt toksyczny zalezy od stezenia terpendw i biomasy drobno-
ustrojow. Ich dodatek obniza translokacje jonéw oraz protonéw przez btony, choé
nie stwierdzono bezposredniego wpltywu na aktywnos$¢ ATP-azy. Komorki tracg kon-
trole nad oddychaniem, w ostatecznym stadium proces ten zostaje zahamowany.
Przypuszczalnie efekt ten wywotuje destabilizacja cytochromu B w tancuchu odde-
chowym. Warto$¢ logP (logarytm wspofczynnika podziatu substancji w uktadzie
oktanol : woda) limonenu wynosi 4,23 (5). Stawia sie go obok najbardziej toksycz-
nych dla mikroorganizméw rozpuszczalnikbw organicznych, np. toluenu, ktérego
(logP réwny 2,5) dodatek  v/v zabija 99% mikroorganizméw (20). Nie bez wplywu
na toksycznos¢ terpendw pozostaje wielkosc ich kropel w emulgacie; efekt toksycz-
nosci zwieksza sie wraz ze zwiekszeniem dyspersji (21).

W badaniach przeprowadzonych przy uzyciu mitochondriéw z watroby szczura
wskazuje sie na bierny wyptyw jondw potasu i spadek transmembranowego poten-
cjalu elektrycznego, ponadto wykazano w ATP-azie zwiekszong aktywnos¢ wymu-
szong przeptywem protondw przez btony. W badaniach przy uzyciu liposomow
wskazuje sie na membranowe usadawianie sie i akumulacje cyklicznych terpenéw, co
powoduje utrate integralnosci membrany i spadek sity protono-motorycznej (17,22).

Prowadzono takze badania nad toksycznoscig limonenu wobec ssakow. Wywotuje
on podraznienia skory i oczu. Tlenki limonenu przy kontakcie z powierzchnig skory
powoduja alergie. Efekt toksyczny zalezny jest od gatunku ssakéw wystawionych na
dziatanie tego zwiazku. Wyjatkowo wrazliwymi na limonen ssakami sg samce szczu-
réw. Charakteryzuje je wyjatkowo wysoki poziom biatka alfa2p-globuliny, ktére wigzac
sie z limonenem powoduje powstawanie ztogéw w kanalikach nerkowych, hiperpla-
zmie i w konsekwencji guzy. W przypadku cztowieka podobny mechanizm nie jest jed-
nak mozliwy. Populacjg najczesciej narazong na kontakt z wysokimi stezeniami limo-
nenu sa grupy zawodowe pracownikéw plantacji roslin emitujgcych limonen, oraz
zaktaddw wykorzystujacych ten monoterpen jako rozpuszczalnik. Przecietny cztowiek
styka sie z limonenem gtéwnie w pozywieniu (96% kontaktu). Szacuje sie, ze przeciet-
ny Amerykanin spozywa d-limonen dziennie w ilosci 0,27 mg/kg wagi ciata (5). Limo-
nen zostat sklasyfikowanyjako substancja o bardzo niskiej toksycznosci dla cztowieka,
przy stezeniach spotykanych w zywnosci i Srodowisku naturalnym (5,23).

6. Biotransformacja

Biotransformacja jest jedng z biotechnologicznych metod wytwarzania zwigz-
kéw organicznych, jest to proces chemiczny zachodzacy przy uzyciu biokatalizato-
réw: wolnych enzymow lub zawierajacych je komérek czy tkanek. Transformacja li-
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A - 7-monooksygenaza limonenu

B - dehydrogenaza alkoholu pehllilowego
C - dehydrogenaza aldehydu

D - syntetaza perillilo-CoA

E - p-oksydacja

F - 1,2-monooksygenaza limonenu

G - hydrolaza tlenku 1,2-limonenu

H - dehydrogenaza limonen-1,2-diolowa
| - 6-monooksygenaza limonenu

J - dehydrogenaza karweolu

K - reduktaza kawonu

L - 8-monooksygenaza limonenu

M - 3-monooksygenaza limonenu

N - dehydrogenaza izopiperitenolu

.0
tlenek 8,9-limonenu p-ment-1-en-9-al

Rys. 1. Szlaki mikrobiologicznej biotransformacji limonenu.
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monenu do karwonu jest procesem zachodzacym w naturalnych warunkach w przy-
rodzie. R(-I-)-limonen jest utleniany do R(-)-karwonu i mentolu przez rosliny z rodza-
ju Mentha, za$ S(-I-)-karwon powstaje w drodze oksydacji S(-)-limonenu w owocach
kminku (Corum carvi). Mikrobiologiczna biodegradacja badz transformacja limonenu
jako zwigzku szeroko rozpowszechnionego w przyrodzie, przebiega przy udziale
licznych drobnoustrojéw, zaréwno zdolnych do wzrostu na limonenie, jak i niezdol-
nych do wykorzystania go jako zrédio wegla. Degradacja limonenu jest procesem
tlenowym. Wykazano, Ze bakterie beztlenowe nie sg zdolne do metabolizowania
tego zwigzku (5). Limonen jest dos¢ niestabilnym substratem, niektére z produktow
identyfikowanych w ptynie hodowlanym moga powsta¢ w wyniku autooksydacji czy
samorzutnej izomeryzacji (1). Dotad przedstawiono sze$¢ réznych szlakéw mikro-
biologicznej biotransformaciji limonenu (rys. 1).

Degradacja limonenu biegngca pierwszym szlakiem zapoczgtkowana jest hy-
droksylacjg C-7 atomu wegla grupy metylowej, co prowadzi do powstania alkoholu
perillilowego, ktéry ulega konwersji do aldehydu i kwasu perillikowego. Nastepnie
kwas perillikowy moze zosta¢ utleniony przy udziale koenzymu A (CoA) i ATP w re-
akcji p-oksydacji do odpowiedniego acyklicznego kwasu (24-33). W drugim szlaku
zachodzi najpierw epoksydacja wigzania podwdjnego w pozycji 1-2 pierscienia li-
monenu z utworzeniem epoksydu (tlenku 1,2-limonenu). Epoksyd ten nastepnie ule-
ga konwersji do 1,2-diolu i I-hydroksy-2-oksolimonenu, ktory w reakcji Baeyer-Villi-
gera utleniany jest do przejsciowego laktonu, ten za$ spontanicznie przegrupowuje
sie do kwasu 3-izopropenylo-6-oksoheptanowego, ktéry w obecnosci CoA i ATP de-
gradowany jest dalej szlakiem p-oksydacji (2,24,28,29,31,33-37). W efekcie oksyda-
cji C-6 pozycji pierscienia cyklicznego limonenu powstaje karweol, dalsze reakcje
prowadzag do karwonu i dihydrokarwonu (szlak 111) (24,27-29,31,38-41). Droga utle-
nienia pozycji 6smej szkieletu limonenu powstaje a-terpineol, posiadajgcy zapach
podobny do bzu. Tworzy on kompozycje zapachowe réznych produktéw spozyw-
czych, np. jagody, cytryny, limy, gatki muszkatotowe, pomarancze, imbir, anyz oraz
brzoskwinie. Szlak ten (IV) opisany zostat w publikacjach innych badaczy
(25,26,42-46). Piagty szlak, rozpoczynajacy sie hydroksylacjg wegla w pozycji 3 daje
jako produkty: izopiperitenol i izopiperitenon (31,33,40,47). W sz4stym szlaku przed-
stawionym w 2000 r. (2) zachodzi epoksydacja wigzania podwdéjnego miedzy wegla-
mi 8, 9; w efekcie tworzy sie tlenek 8,9-limonenu. Zwigzek ten spotykany jest we
frakcjach lotnych wielu artykutéw spozywczych, tj. imbir, mandarynki (48).
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Tabela 2
Mikroorganizmy, dla ktérych opisano szlaki biotransformacji limonenu
Szlak | Szlak 11 Szlak Il Szlak IV Szlak V Szlak VI
Arxula Armillariella Aspergillus Bacillus Aspergillus Xanthobacter
adeninivorans mellea cellulosae stearotermophilus cellulosae sp. C20
Aspergillus Aspergillus Pleurotus Cladosporium sp.  Hormonema sp.
cellulosae cellulosae sapidus
Bacillus Corynespora Pseudomonas sp. Hormonema sp. Penicillium
stearotermophilus cassiicola digitatum
Penicillium Pseudomonas sp. Rhodococcus Penicillium
digitatum opacus PVH)4 digitatum
Pseudomonas Rhodocccus Pseudomonas
gladioli erythropolis gladioli
Pseudomonas DCL 14
incognita
Pseudomonas
putida
Yarrowia
lipolityca

Na rysunku ! przedstawiono enzymy biorgce udziat w biotransformacji limone-
nu (46). Pochodza one z réznych szczepédw mikroorganizméw, niektére z nich za-
warte sg w tabeli 2 (2,39,41). Wiekszos¢ enzymow zaleznych jest od cytochromu
P-450. Enzymy takie dzieki swojej szerokiej specyficznosci substratowe] uczestniczg
w oksydatywnej transformaciji terpendw, policyklicznych weglowodoréw aromatycz-
nych, steroidoéw i innych lipofilowych zwigzkéw (49-52). Najlepiej poznanym cyto-
chromem P-450 jest wyizolowany z Pseudomonas putida enzym hydroksylujagcy kam-
fore. Wspétdziata on z dwoma innymi enzymami tworzac z nimi kompleks. W skiad
tego kompleksu wchodza: dehydrogenaza flawoproteinowa, ktéra katalizuje reak-
cje utleniania NADPH, putidaredoksyna - enzym zawierajgcy nie zwigzane w ukfa-
dzie hemowym zelazo i katalizujgcy odtworzenie utlenionego flawoenzymu oraz
hemoproteina - cytochrom P-450, ktéra wigze i uaktywnia czasteczke tlenu (11).
Na rysunku 2 przedstawiono przyktadowy mechanizm utleniania limonenu do kar-
wonu, przy wspotudziale fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH).

limonen karweol karwon

Rys. 2. Mechanizm utleniania limonenu do karwonu z udziatem kofaktora NADPH.
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Aktywnosci cytochromu P-450 w trakcie biotransformaciji limonenu obserwowa-
no np. w komérkach Penicillium digitatum - synteza a-terpineolu (44), u podstaw-
czaka Pleurotus sapidus - wytwarzanie karweolu i karwonu (41), czy w komérkach
Xanthobacter sp. 20, ktére katalizowaly epoksydacje wigzania podwdjnego miedzy
weglami 8,9 limonenu (1). Stwierdzono jednak, ze w przypadku utleniania limonenu
w pozycji 1,2 pierscienia przez Rhodococcus erythropolis cytochrom P-450 nie jest ak-
tywny, a 1,2-monooksygenaza limonenu zalezna jest od FAD i NADH (8). Monooksy-
genazy sg enzymami raczej niestabilnymi. Zgodnie z naszg wiedzg, do tej pory wy-
izolowano i oczyszczono tylko dwa enzymy sposrdd przedstawionych na rysunku !
- dehydrogenaze alkoholu perillilowego i dehydrogenaze aldehydu perillilowego
(53-55).

Limonen zwieksza ptynno$s¢ membrany komoérkowej; powoduje to utrate inte-
gralnosci btony komérkowej, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do ostabienia
potaczehh komplekséw enzymatycznych z membrang np. kompleksu zlozonego
z monooksygenazy P-450 cytochromowej i reduktazy P450-NADPFI cytochromowej
(56), uczestniczacych m.in. w oksydatywnej transformacji terpendw (49-52). W tym
Swietle wazna jest adaptacja komoérek do zwigzku poddawanego biotransformacji -
w naszym przypadku do limonenu. Po pierwsze nastepuje indukcja odpowiednich
enzymOw utleniajgcych terpeny, a poza tym wytworzenie mechanizméw adaptacyj-
nych polegajacych przede wszystkim na zmniejszeniu ptynnosci membrany, czyli na
zwiekszeniu opornosci na rozpuszczalniki organiczne. Efekt taki np. w komérkach
bakteryjnych mozna osiagng¢ zwiekszajgc zawartos¢ nasyconych kwasow tluszczo-
wych w membranie fosfolipidowej lub stosujgc enzymatyczng cis-trans izomeryzacije
kwasow ttuszczowych (41). Przez wprowadzenie do membrany innych usztywnia-
jacych sktadnikéw takich jak specjalne bialka, sterole, karotenoidy czy kwasy dikar-
boksylowe mozna takze poprawi¢ opornos¢ mikroorganizméw na rozpuszczalniki
organiczne (22). Po drugie nalezy liczy¢ sie z barierg dyfuzyjnag dla substratu, ktéra
jest przyczyng ograniczonego dostepu substratu do centrum aktywnego enzymu
wewnatrzkomoérkowego. Problem tego typu znika jesli w biotransformacji stosuje
sie wydzielone preparaty enzymatyczne. Enzymatyczna modyfikacja zwigzkéw ter-
penowych jest malo znana. Z najnowszych doniesien mozna przytoczy¢ przykiad
bioransforamcji limonenu do karwonu z wykorzystaniem enzymatycznego systemu
oksydaza glukozowa/peroksydaza (57).

W badaniach nad mikrobiologiczna biotransformacja limonenu przy uzyciu kla-
sycznych, prostych metod uzyskiwano niewielkie wydajnosci produktéw rzedu kilku
mg/l (24,28,40,58-60). Przy zastosowaniu immobilizowanych komoérek, uktadéw dwu-
fazowych (42,61), dodatku prekursora w fazie organicznej (62) uzyskano wyniki rze-
du >0,1 g/l dla metabolitow takich jak kwas peryllikowy (63), a takze karwon,
w koncentracji ponad kilkudziesieciu mg/l, gdzie stosowano grzybnie do biotrans-
formaciji (41). Takze indukcja substratowa (41,44), obecnos¢ kosubstratéw (62), sur-
faktantéw (61,63-65) oraz uzycie szczepéw opornych na toksyczne dziatanie roz-
puszczalnikbw organicznych (63) zwiekszaly kilkakrotnie wydajno$¢ procesu. God-
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Rys. 3. Gtéwne szlaki metabolizmu limonenu w organizmach zwierzat.

ne odnotowania ilosci produktéw (13 g/l) data biokonwersja limonenu za pomoca
grzybow Corynesporo cassicola i Diploida gossypina (34).

W organizmach zwierzat limonen jest szybko wydalany lub metabolizowany. Na
rysunku 3 przedstawiono mozliwe szlaki metaboliczne wykorzystywane przez réz-
ne gatunki ssakéw (23). U szczuréw okoto 60% limonenu jest wydalane w moczu, 5%
w kale, a 2% wyparowywane. Po 48 godzinach w krwiobiegu pozostajg $ladowe ilo-
éci metabolitéw (23).

Limonen wyparowany do atmosfery ulega reakcjom z rodnikami hydroksylowy-
mi, azotanowymi i ozonem. Oznaczony doswiadczalnie czas trwania tego monoter-
penu w atmosferze wynosi od 12 do 48 minut, powstajace za$ z niego zwigzki to
m.in. aldehyd mréwkowy, octowy, aceton oraz glioksal (5).

Monoterpeny ze wzgledu na swoje wtasciwosci sa bardzo ciekawa grupa zwigzkéw
0 szerokim zastosowaniu. Niektére z nich, jak limonen moga by¢ dobrymi prekursora-
mi w otrzymywaniu innych cennych zwigzkéw drogg biotechnologiczna, jednak, aby
wdrozy¢ do przemystu i rozpowszechni¢ ten spos6b produkcji nalezy pokonaé trudno-
&ci, jakie pojawiajg sie w trakcie biotransformacji terpenéw przy uzyciu drobnoustro-
jow. Sg to przede wszystkim: toksycznos¢ substratu i produktu, diugi czas reakcji, lot-
nos¢ i niska rozpuszczalnos$¢ substratow i produktow w wodzie, nieznany sposoéb in-
dukcji enzymatycznej i niestabilnos¢ biokatalizatora, czyli te czynniki, ktére utrud-
niajg otrzymanie duzej wydajnosci procesu. Dlatego tez szersza wiedza na temat mo-
noterpenéw, moze okazacé sie konieczna w celu przezwyciezenia tych problemoéw.
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