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PALABRAS CLAVE Resumen

Limoneno,  Escherichia El limoneno es un monoterpeno producido principalmente por plantas, este se caracteriza por
coli, Via MEP, Via MVA, presentar propiedades terapéuticas tales como, actividad antioxidante y propiedades
ingenieria metaboélica. anticancerigenas, es por ello que es altamente utilizado en la industria. Una de las ventajas de

la produccion de limoneno son los bajos rendimientos y los altos costos de produccion, es por
ello que se han buscado alternativas para la produccion de este terpeno. El objetivo del presente
trabajo es presentar una revision bibliografica de las herramientas biotecnoldgicas actuales y las
perspectivas a fututo enfocadas en Escherichia coli utilizadas para la produccion de limoneno.
La modificacion de rutas metabdlicas es una alternativa viable para la produccion de limoneno,
ya que se requiere menor cantidad de materia prima, los rendimientos son mayores en
comparacion a los obtenidos mediante técnicas tradicionales como son la hidrodestilacion y la
extrusion.
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Limonene is a monoterpene produced mainly by plants, it is characterized by having therapeutic
properties such as antioxidant activity and anticancer properties, which is why it is highly used
in the industry. One of the advantages of limonene production is the low yields and high
production costs, which is why alternatives have been sought for the production of this terpene.

The objective of this work is to present a bibliographic review of current biotechnological tools
and future perspectives focused on Escherichia coli used for the limonene production. The
modification of metabolic pathways is a viable alternative for the production of limonene, since
a smaller amount of raw material is required, the yields are higher compared to those obtained

crecimiento tumoral a través de la inhibicion de la
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by traditional techniques such as hydrodistillation and extrusion.
Introduccion
Los terpenos son considerados como agentes

antiinflamatorios, antivirales, anti bacteriologicos, ademas
poseen actividad antiséptica. Los terpenos se caracterizan
por poseer una unidad base de cinco carbonos (isopreno) y se
pueden clasificar de acuerdo a las unidades de isopreno en
tetraterpenos (C40)., triterpenos (C30), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), y monoterpenos (C10). Los
monoterpenos son los compuestos mayoritarios de los aceites
esenciales (90%), y se forman combinando las dos unidades
basicas de dos isoprenos (C10)".

El limoneno (CioH1s) es un monoterpeno ciclico, el cual se
puede encontrar en la naturaleza en sus dos formas
oOpticamente activas R y S, se considera el componente
principal del aceite extraido de las cascaras de los citricos
(naranja y limén), y esta presente en mas de 300 plantas. El
isomero (R)-limoneno es el que se encuentra en mayor
proporcion en los aceites citricos y al que se le asocia el sabor
y la fragancia de las naranjas 2.

El limoneno ha sido altamente utilizado como aditivo de sabor
y fragancia en productos de limpieza y cosméticos, alimentos,
bebidas y productos farmacéuticos. También ha aumentado
su uso como solvente, siendo el sustituto de solventes a base
petroleo en aplicaciones industriales y de pinturas 3, asi
como, en el control de plagas como insecticida*. Debido a su
capacidad de absorcion gastrointestinal, biodisponibilidad y
baja toxicidad, el limoneno ha sido estudiado para su
aplicacion terapéutica. Estudios han demostrado que el
limoneno posee actividad antioxidante antiinflamatoria,
actla como agente gastroprotector, cardioprotector, entre
otros®.

Algunos autores han reportado que algunos metabolitos del
limoneno presentan actividades quimiopreventivas vy
antitumorales. Compuestos como el acido perilico, acido
dihidroperilico, uroterpenol y limoneno 1,2-diol, inhiben el

sefalizacion dependiente de p21°.

Actualmente la mayor obtencion de aceite esencial de
limoneno es resultado de los residuos de la industria de jugos
citricos, con una pureza de hasta el 99%. Una vez los citricos
son exprimidos, este aceite esencial es extraido de las
cascaras mediante tecnologias de extraccion por solventes,
destilacion de vapor extraccion super critica de CO;’. Sin
embargo, las cascaras de naranjas  contienen
aproximadamente un 5% de limoneno, por lo que son
requeridas grandes cantidades de materia vegetal. Asimismo,
la produccion de citricos a nivel mundial se ve ampliamente
afectada por condiciones climaticas y estacionales
ocasionando una alta fluctuacion e incremento en el valor del
limonenc®. Debido a la alta demanda de materia vegetal
necesaria, asi como los laboriosos y costosos métodos
convencionales para la extraccion de limoneno, se han
buscado alternativas para la obtencion de este. Una de estas
alternativas es mediante ingenieria metabodlica para la
modificacion o regulacion de rutas metabdlicas de
microorganismo®. El objetivo del presente trabajo es
presentar los Ultimos avances relacionados a la produccion de
limoneno utilizando Escherichia coli.

Biosintesis de limoneno

En la actualidad se han identificado dos rutas metabolicas
para la sintesis de isoprenos, la via del mevalonato (MVA) y la
ruta 4-fosfato de metileritritol (MEP). El limoneno al ser un
isopreno, su biosintesis esta basada en dichas rutas que
forman dimetilalil difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato
(IPP). La condensacion de ambos metabolitos da como
resultado geranil-difosfato (GPP), siendo el precursor
principal, y que por accion de la enzima limoneno sintasa se
obtiene el limoneno'®.
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Ruta del 4-fosfato de metileritritol (MEP)

También conocida como la ruta 1-desoxi-D- xilulosa-5-fosfato
(DXP), la ruta MEP es comUnmente realizada en plantas algas,
bacterias'' y algunos parasitos. En las plantas, la via
metabolica es realizada dentro de los plastidos'?. Esta ruta
esta compuesta por una serie de 7 reacciones enzimaticas.
Los precursores iniciales son piruvato (pyr) y gliceraldheido-
3-fosfato (G3P), que por accion de la enzima 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) se condensan formando DXP'3.
Posteriormente ésta es reducida a MEP gracias a la 1-desoxi-
D- xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR).

Una vez obtenida la sintesis de MEP, se lleva a cabo la
formacion de 4-(citidina 5-difosfo)-2-C metil-D-eritritol (CDP-
ME), en una reaccion dependiente de CTP, la cual es
catalizada por la enzima 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato
citidilitransferasa (MCT). Seguido, CDP-ME sufre una
fosforilacion por accion de la 4-(citidina 5-difosfo)-2-C-metil-
D-eritritol cinasa (CMK), teniendo como resultado 2-fosfo-4-
(citidina5-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol(CDP-MEP), la cual es
transformada a 2-C-metil-D eritritol 2,4-ciclodifosfato
(MECPP), por accion de la enzima 2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato sintasa (MDS)'*. MECPP es reducido a 4-hidroxi-
3-metlbut- 2-enildifosfato (HMBPP) catalizada por la enzima
HMBPP sintasa (HDS). Finalmente, HMBPP es convertido en
IPP y DMAPP por la enzima HMBPP reductasa (HDR).

Ruta del Mevalonato (MVA)

La via del Mevalonato (MVA), es la encargada de la produccion
de isoprenos en células eucariotas, arqueas y algunas
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bacterias GRAM positivas'>. En animales esta via estad muy
relacionada con la biosintesis de la membrana, debido a que
los principales isoprenoides producidos son: el colesterol,
dolicoles y ubiquinona®®.

En plantas, esta via metabolica se realiza en el citosol. Esta
ruta estd compuesta por una serie de 6 reacciones
enzimaticas, la cual comienza con la condensacion de dos
moléculas de Acetil-CoA (Ac-CoA) formando Acetoacetil-CoA
(AcAc-CoA) mediante la Acetoacetil-CoA tiolasa (AACT). La
enzima HMG-CoA sintasa (HMGS) realiza una segunda
condensacion entre un Acetil-CoA con el Acetoacetil-CoA
previamente formando, dando como resultado 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Posteriormente la enzima HMG-
CoA reductasa (HMGR) cataliza la conversion de HMG-CoA en
mevalonato (MVA) "7,

Una vez obtenido el mevalonato, se llevan a cabo dos
reacciones de fosforilacion consecutivas, la primera siendo
catalizada por la enzima mevalonato cinasa (MVK) dando
como producto al mevalonato-5-fosfato (MVA-5-P). El
mevalonato-5- fosfato se fosforila nuevamente en la posicion
5-OH mediante la enzima fosfomevalonato cinasa (PMK), para
producir mevalonato-5-pirofosfato (MVA-5-P). Por ultimo, la
enzima difosfomevalonato descarboxilasa (MDV), cataliza la
conversion de MVPP a Pirofosfato de isopentenilo (IPP)
mediante una reaccion de descarboxilacion dependiente de
ATP®,

Via MVA
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Figura 1. Ejemplificacion de las rutas metabdlicas empleadas en la biosintesis de isoprenos: Ruta MEP y MVA, para la obtencion
delimoneno. Donde MEP 4-fosfato de metileritritol; piruvato (pyr) gliceraldehido-3-fosfato (G3P); 1-desoxi-D- xilulosa-5-fosfato
(DXP);1-desoxi-D- xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS); 1-desoxi-D- xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR); 4-(citidina 5-difosfo)-
2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME); 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidilitransferasa (MCT) 4-(citidina 5-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol
cinasa (CMK); 2-fosfo-4- (citidina5-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol(CDP-MEP); 2-C-metil-D eritritol 2,4-ciclodifosfato (MEcPP); 2-C-
metil-D-eritritol 2,4- ciclodifosfato sintasa (MDS);4-hidroxi-3-metlbut- 2-enildifosfato (HMBPP); HMBPP sintasa (HDS); HMBPP
reductasa (HDR); dimetilalil difosfato (DMAPP); isopentenil difosfato (IPP);Acetil-CoA (Ac-CoA) ; Acetoacetil-CoA (AcAc-CoA);
Acetoacetil-CoA tiolasa (AACT); HMG-CoA sintasa (HMGS); 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA); HMG-CoA reductasa
(HMGR); mevalonato (MVA); mevalonato cinasa (MVK); mevalonato-5-fosfato(MVA-5-P); fosfomevalonato cinasa (PMK);r
mevalonato-5-pirofosfato (MVA-5-P); difosfomevalonato descarboxilasa (MDV);geranil difosfato (GPP); geranil difosfato sintasa
(GPPS); Limoneno Sintasa (LS).
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Sintesis y transformacion del GPP

Una vez estas rutas son completadas, la Isopentenil difosfato
isomerasa (IDl) realiza la isomerizacion de difosfato de
isopentenilo (IPP) a difosfato de dimetilalilo (DMAPP), su
isomero altamente electrofilico. Este es un paso crucial en la
biosintesis de isoprenoides, ya que ambas moléculas son
necesarias en los pasos secuenciales de la biosintesis de
limoneno'®.

La geranil difosfato sintasa (GPPS), cataliza una reaccion de
condensacion entre los isomeros IPP y DMAPP, formando el
geranil difosfato (GPP), el cual como se mencion6
anteriormente es el precursor clave de la biosintesis de
limoneno y otros monoterpenos'. Por Gltimo la (-)-limoneno
sintasa realiza una reaccion de ciclacion al geranil difosfato,
quedando como resultado de dicha reaccion el S-limoneno®.

Limoneno Sintasa (LS)

LS cataliza el punto terminal en las vias de biosintesis de
limoneno. Por lo que utilizar la limoneno sintasa adecuada en
la produccion microbiana es de vital importancia para
produccion eficiente de limoneno. Se han identificado
sintasas que convierten GPP en limoneno en 27 especies de
nueve familias de plantas. De las cuales las LS de Agastache
rugose, Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus unshiu, Mentha

spicata, Perilla frutescens, Schizonepeta tenuifolia vy
Solanum habrochaites; ya han sido expresadas en
microorganismos?'.

Las sintasas a menudo producen un enantiomero

predominante de limoneno, ya sea (-) o (+). Por lo que, para
fines humanos, una sintasa que produzca Unicamente el
enantiomero (-) seria ideal en la sintesis microbiana.
Srividya et al. (2015) determinaron mediante cristalografia la
divergencia de la secuencia de aminoacidos, que la limoneno
sintasa de menta verde (Mentha spicata) genera >99% (-)
limoneno sobre un 1% de (+)-limoneno. Convirtiendo a esta
enzima en la alternativa mas viable?.

Produccion de limoneno en Escherichia coli

En la actualidad, los estudios enfocados en la produccion de
limoneno mediante microorganismos son escasos, siendo un
area atractiva de estudio. Debido a la abundante informacion
metabolica, las herramientas de ingenieria genética y su alta
tasa de crecimiento, el uso de E. coli en la produccion de
limoneno resulta una buena alternativaZ?.

Carter et al. (2003) produjeron limoneno mediante E. coli,
para ello introdujeron dos genes, los cuales codifican los
pasos secuenciales de la biosintesis de limoneno a partir de
IPP y DMAPP. El gen de geranil difosfato sintasa (proveniente
de Abies grandis) fue insertado dentro del vector de alta
expresion pET37, mientras que el gen de limoneno sintasa
(gen de Mentha spicata) fue insertado en el vector pBAD. De
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esta manera células de E. coli BRL(DE3) Codon Plus-RIL fueron
transformadas con ambas construcciones, obteniendo una
produccion de limoneno de 5 mg/L%.

Uno de los principales problemas de la produccion de
limoneno con E.coli es que los sustratos IPP y DMAPP no se
producen en cantidades suficientes dentro de la célula, lo que
limita la velocidad de reaccion de la geranil difosfato sintasa
(GPPS). Un enfoque de ingenieria metabdlica, dirigido a
aumentar la disponibilidad de GPP, seria necesario para una
produccion econdmicamente exitosa de limoneno?3.

Como se mencion6 anteriormente, la via de mevalonato es
mas eficiente energéticamente hablando que la via MEP?*, Es
por esta razon que se ha optado por introducir la via del
mevalonato de Saccharomyces cerevisiae en E. coli.
Alonso-Gutierrez et al. (2013) introdujeron la ruta MEP en E.
coli utilizando el plasmido pJBEI-6410, el cual toma como
base los plasmidos pMevT y pMBI. El plasmido pMevT,
contiene los genes para codificar las enzimas de la primera
mitad de la via metabolica del mevalonato, este plasmido es
previamente modificado, reemplazando el gen de la HMG-CoA
sintasa (erg13) y el gen HMG-CoA reductasa (tHMGR1) de S.
cerevisiae por los de S. aureus (operén MTSA), manteniendo
el gen de la acetoacetil-CoA tiolasa (atoB) de E. coli®.

El plasmido pMBIS contiene el promotor Pic y los genes de
mevalonato cinasa (erg12), fosfomevalonato cinasa (erg8) y
difosfomevalonato descarboxilasa (erg19) de S. cerevisiae,
asi como el gen de la isomerasa IPP/DMAPP de E. coli (idi1)%.
Otro de los plasmidos utilizados para la sintesis de limoneno
es el pTrc-GPPS (co)-LS, el cual tiene el gen de geranil
difosfato sintasa (proveniente de Abies grandis) y el gen de
limoneno sintasa (gen de Mentha spicata con los codones
optimizados para E. coli.

Estudios han demostrado que la cepa de E. coli DH1
transformada con el plasmido pJBEI-6410, en medios con una
concentracion minima de glucosa 1%, junto con isopropil B-d-
1-tiogalactopiranosido (IPTG) como inductor (25uM) permite
una produccioén de limoneno cercana a 435 mg/L, en 72 h de
fermentacion.

Algunas opciones para la optimizacion de la produccion de
limoneno mediante microorganismos es controlar o disminuir
la toxicidad que generan los monoterpenos para el huésped
productor y mejorar la recuperacion de productos in situ,
para que estos sean econémicamente factibles?.

Willrodt et al. (2014), construyeron un plasmido integrando
el plasmido pMevT (sin alguna modificacion), dentro del
plasmido pMBIS, generando lo que nombraron plasmido
pMVAIdi. De este proyecto aln se propone la optimizacion del
flujo de metabolitos intracelulares hacia acetil-coA y las
condiciones de cultivo y produccion?’.

El plasmido pMVAidi se utilizd con la cepa de E. coli BL21
(DE3) para la obtencion del (S)-limoneno en un sistema de

LS

O

NPP - Limoneno

Figura 2. Ruta alterna para la formacion de limoneno a partir de neril difosfato (NPPS) como precursor directo. La enzima NPP sintasa

(NPPS) cataliza la condensacion de la DMAPP e IPP.
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lote alimentado de dos fases liquidas, DINP como disolvente
portador organico y dos fuentes de carbono (glucosa y
glicerol) (2:1).

El DINP se utilizé para evitar la inhibicion del producto, los
efectos de toxicidad del hidroperoxido de limoneno y la
pérdida por evaporacion de limoneno. De las fuentes de
carbono utilizadas, el glicerol presentoé la mayor produccion
de limoneno (2.77 g/L)%.

Rolf et al. (2020) emplearon la cepa de E. coli Lac19 para
poder llevar una expresion controlada.

Se utilizo el plasmido pJBEI-6410 con codones optimizados y
con una modificacion en el casete de resistencia con
ampicilina. La sintesis de limoneno se llevo a cabo con 0.1
mM isopropil B- D -1- tiogalactopirandsido (IPTG) como
inductor, obteniendo rendimientos de biomasa superior al
22mg/g)?.

Modificaciones en rutas metabdlicas es otra opcion en la
produccion de limoneno. Wu et al. (2019) realizaron
modificaciones en la ruta metabolica de E. coli, empleando
GPP como precursor en sustitucion a Neril Difosfafo (NPP)3°,
El Neril Difosfato, siendo el isdbmero cis de GPP (Figura 2), ha
demostrado su utilidad para la biosintesis de monoterpenos
como precursor, ademas de que se ha reportado que dicho
suceso ocurre en algunas plantas®'32,

Wu et al. (2019) desarrollaron multiples plasmidos y cepas,
creando una ruta MVA heterdloga con enzimas provenientes
de distintos organismos, entre estos Enterococcus faecalis, S.
cerevisiae, @A  Anthonomus grandis, @M. spicata,
Methanosarcina mazei y Solanum lycopersicumobtuvieron
logrando una produccion de limoneno de 1.29 g/L*°.

E. coli ELIM78 es una de las cepas que han mostrado mayores
rendimientos, para esta cepa emplearon 3 plasmidos, pMAP6,
pISP6 y pNLSt1. El plasmido pMAP6 contiene los genes que
codifican las enzimas necesarias para la conversion de Ac-CoA
a MVA; MvaE y MvaSA110G (mutacion en la enzima MvaS que
permite una catalisis mayor de AcAc-CoA a HMG-CoA). Dichas
enzimas son pertenecientes a Enterococcus faecalis y brindan
mayor eficiencia, ademas de modificaciones de que
contienen para sitios de union del Ribosoma (RBS) lo que
incrementa la sintesis de MVA.

Mientras tanto el plasmido pISPé codifica los genes de MVK
(Methanosarcina mazei), PMK MDV e IDI, los Gltimos tres
provenientes de S. cerevisiae.

Finalmente, el plasmido pNLSt1, contiene el gen que codifica
la enzima Neril difosfato sintasa (NPPS) de Solanum
lycopersicum, asi como la enzima LS de M. spicata®.

Por otra parte, el uso de residuos industriales como fuente de
carbono organica para la produccion de metabolitos de valor
anadido en un organismo, es una alternativa que ha tomado
importancia en estos Ultimos afos. Este enfoque tiene la
finalidad de abaratar los costos de produccion y volver
economicamente viable la biosintesis de un producto.

Zebec et al. (2022) utilizaron como fuente de carbono los
residuos generados de las industrias textiles y de la
produccion de carton. En total usaron 6 tipos distintos de
desechos o sustratos (H1 a H6), los cuales iban desde residuos
post industriales textiles, conformados de 100% algodon y sin
colorantes, pasando por residuos textiles postconsumo,
conformados Unicamente por ropa desechada, hasta llegar a
carton puro de la industria de procesamiento de papel®.

Para la sintesis de limoneno en base a estos sustratos,
utilizaron la cepa de E. coli BL21 transformada con el
plasmido pJBEI-6410, previamente reportado por Alonso-
Gutierrez et al. (2013)%. Esta cepa fue cultivada en medio M9
complementado con los distintos sustratos como fuente de
carbono, hasta generar una concentracion de glucosa final de
0.4%. La produccion de limoneno se indujo mediante la
adicion de IPTG 25 pM. Si bien, se observé la produccion de
limoneno con todos los sustratos. Fue el H1 (residuo médico
100 % algoddn de color blanco puro) el que presento el mayor
rendimiento, obteniendo una concentracion de 650 mg/litro.

Si bien estos resultados representan una alternativa real a los
medios de cultivo tradicionales, es necesario seguir
optimizando el pretratamiento y medio de cultivo de estos
sustratos, ya que los mismos autores reportan que la
produccion de limoneno con glucosa pura en medio M9 genera
una concentracion maxima de 1300 mg/L. Ademas de que se
debe analizar a profundidad los efectos adversos que generan
colorantes y aditivos encontrados en los sustratos al
crecimiento y metabolismo de E. coli 3.

Perspectivas a Futuro

A lo largo de los afos, la sintesis de terpenos, entre estos el
limoneno, ha evolucionado. El uso de microorganismos para
su obtencidon ha sido sujeto de evaluacion por anos recientes
obteniendo resultados de hasta 7.3 g/L.

Sin embargo, Sun et al. (2020) realizaron un analisis tecno-
economico, el cual permitio identificar la poca viabilidad
economica que tiene en la actualidad, debido a sus bajos
rendimientos3. Y es que, para que sea factible la produccion
de limoneno a grado industrial, se requiere de rendimientos
igual o superiores a 1 kg/m?h y en la actualidad se ha logrado
rendimientos de hasta 0.03 kg/m3h?°, debido a la extraccion
y purificacion del soluto de interés.

Es fundamental aumentar los rendimientos de obtencion de
limoneno, asi como la conversion de fuente de azlcar a
limoneno para lograr precios competitivos y que la obtencion
biotecnologica del monoterpeno sea redituable.

Asi mismo, es indispensable continuar con la experimentacion
en disefos de vias metabdlicas ortogonales o artificiales en E.
coli, esto con el fin de evitar la rigidez metabdlica y lograr
una distribucion adecuada del flujo de carbono.

Saccharomyces cerevisiae ha sido el microorganismo que mas
atencion ha recibido con respecto al disefio y construccion de
la via ortogonal de limoneno (NPP), por lo que se podrian
considerar los resultados y estrategias reportadas con este
microorganismo, para futuras aplicaciones y estudios
utilizando a E. coli como modelo.

Ademas de esta via, Clomburg et al. (2019) diseharon el
prototipo de una ruta no natural para la biosintesis de
isoprenoides, denominada ruta del alcohol isoprenoide (IPA).
Esta via se centra en la sintesis del IPA a partir de glicerol,
para su posterior fosforilacion a IPP.
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