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1. Úvod 
 
Jedným z najčastejšie sa vyskytujúcich monoterpénov 

v prírode je cyklický monoterpén limonén. Existuje 

v dvoch enantiomérnych formách, R-(+)- a S-(–)-limonén. 

Spomedzi nich sa častejšie vyskytuje (+)-limonén, ktorý je 
majoritnou zložkou citrusových esenciálnych olejov. 

V súčasnosti sa získava ako vedľajší produkt pri výrobe 

citrusových štiav. Jeho ročná produkcia dosahuje 60 000 t 

a predpokladá sa, že do roku 2023 narastie na viac ako 

65 000 t/rok (cit.1,2) . 
Limonén je atraktívnym substrátom pre produkciu 

cenných terpenoidných zlúčenín, akými sú napr. 

α-terpineol, perilylalkohol, karveol, karvón a mentol. Re-

giošpecifické vnesenie hydroxylovej alebo karbonylovej 

skupiny do štruktúry limonénu pomocou chemických me-

tód je veľmi náročné. Aj preto sa biotransformáciami 

(+)-limonénu vedci zaoberajú už od šesťdesiatych rokov 
minulého storočia. Odvtedy bolo identifikované veľké 

množstvo mikroorganizmov schopných transformovať 

limonén na enantiomérne čisté produkty s aplikačným 

alebo syntetickým potenciálom v rôznych priemyselných 
odvetviach.  

 

 

2. Limonén  
 

2.1. Vlastnosti 

 
Limonén je bezfarebná až do žlta sfarbená, olejovitá 

kvapalina s nízkou rozpustnosťou vo vode, ktorá je ame-

rickou Správou potravín a liečiv (Food and Drug Adminis-

tration, FDA) všeobecne považovaná za bezpečnú 
(Generally Recognized as Safe, GRAS)3. Vyskytuje sa 

v dvoch enantiomérnych formách, (R)- a (S)-limonén. Pra-

votočivý izomér, (R)-(+)-limonén, má typickú pomarančo-

vú arómu a vyskytuje sa v rôznych rastlinách, najmä 
v kôre plodov Citrus spp., akými sú napr. pomaranče, cit-

róny a mandarínky. Druhý izomér, (S)-(–)-limonén sa vy-

značuje terpentínovou vôňou a je prítomný v esenciálnych 

olejoch z rastlín rodu Mentha spp. a Pinus spp.4,5. Okrem 
toho existuje limonén aj vo forme racemickej zmesi, ozna-

čovanej ako dipentén6. Základné fyzikálne a chemické 

vlastnosti izomérov limonénu sú zhrnuté v tab. I. 

Limonén je málo toxický pri orálnom požití, nie je 
genotoxický ani teratogénny7. Čistý limonén pri kontakte 

s pokožkou je iba minimálne dráždivý, avšak jeho alergén-

nosť súvisí s procesom jeho oxidácie. Oxidatívne produkty 
– hydroperoxidy a karvón sú silné kontaktné alergény8.  

 

2.2. Aplikácie 

 
 (+)-Limonén je bežne využívaný v potravinárstve 

ako aróma a ochucovadlo v cukrovinkách, žuvačkách, 

nealko nápojoch či zmrzlinách. Je tiež jednou 
z najčastejšie používaných aromatických látok 

v kozmetike. Bežne sa vyskytuje ako súčasť mydiel, spr-

chových gélov, šampónov, kondicionérov a parfúmov4. Je 

tiež súčasťou rôznych čistiacich prostriedkov 
a osviežovačov vzduchu9. 

Limonén bol jednou z prvých schválených prírodných 

prísad v pesticídoch (v USA bol registrovaný už v roku 
1958). Insekticídne vlastnosti boli popísané napr. voči 

hmyzu z nadčeľade Coccoidea10. U parazitického prvoka 

spôsobujúceho maláriu, Plasmodium falciparum, limonén 

inhibuje izoprenyláciu proteínov a zastavuje tak jeho 
rast11. Nízka orálna a dermálna toxicita voči cicavcom 

umožnila jeho použitie v prípravkoch proti kliešťom 

a blchám, aj v repelentoch proti hmyzu5. Limonén vykazu-
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je bakteriostatické a baktericídne účinky voči viacerým 

patogénnym baktériám, ako napr. Pseudomonas aerugino-

sa, Klebsiella pneumoniae a Listeria monocytogenes. To-
xicita limonénu je pravdepodobne spojená s jeho lipofili-

tou a ovplyvňuje tak membránový transport 

a metabolizmus buniek6. 
Z medicínskeho hľadiska je limonén zaujímavý pre 

svoje chemoterapeutické a chemopreventívne vlastnosti, 

ktoré boli popísané voči viacerým druhom nádorových 

buniek spôsobujúcich napr. rakovinu pľúc, prostaty alebo 
prsníka12 . (+)-Limonén je súčasťou komerčných výživo-

vých doplnkov deklarujúcich podporu metabolizmu 

a detoxifikáciu organizmu. 
V chemickom priemysle predstavuje ekologickú alter-

natívu k toxickým organickým rozpúšťadlám získavaných 

z fosílnych palív. Limonén je potenciálnou náhradou za 

rozpúšťadlá ako napr. hexán, toluén a dichlórmetán5. 
 

2.3. Zdroje limonénu 

 
V priemyselnom meradle sa (+)-limonén získava pre-

dovšetkým ako vedľajší produkt pri spracovaní odpadu 

z citrusov. Ročne sa vyprodukuje približne 25–30 milió-

nov ton pomarančových šupiek ako odpad pri výrobe po-
marančových džúsov13. Biomasa z citrusov je cenným 

zdrojom pektínu a dá sa tiež použiť ako substrát na bio-

technologickú výrobu etanolu, metánu, alebo kyseliny 
citrónovej14. Na to, aby bolo možné biomasu takto využiť, 

je nutné z nej najprv odstrániť limonén, ktorý inhibuje 

mikroorganizmy používané v týchto procesoch13. Limonén 
pritom predstavuje až 3,8 % zo sušiny citrusového od-

padu14.  

Racemický limonén je možné pripraviť z terpentínu 

(produkcia 450 t/rok v USA), ale aj pyrolýzou starých 
pneumatík15. Takto produkovaný limonén je vhodný iba na 

technické účely. 

Dopyt po limonéne každým rokom narastá, pričom 
jeho cena je priamo závislá na sezónnej produkcii citrusov 

a kvality suroviny použitej na extrakciu. Chemicky získa-

ný limonén nie je opticky čistý, a preto ho nemožno ozna-

čiť kvalitou „food-grade“16. Z uvedených dôvodov je otáz-
ka biotechnologickej prípravy (+)-limonénu veľmi atrak-

tívna. Doposiaľ neboli objavené mikroorganizmy 

s prirodzenou nadprodukciou limonénu, preto sa štúdium 
zameriava na metabolické inžinierstvo. Výhodou je jeho 

enantiošpecifická syntéza a možnosť zakomponovať do 

biosyntetickej dráhy limonénu aj jeho následnú oxidáciu 

na jeden z jeho viacerých cenných oxidatívnych derivá-
tov15.  

 

2.4. Biotechnologická produkcia limonénu  
 

Biosyntéza všetkých terpénov v organizmoch môže 

prebiehať jednou z dvoch dráh, mevalonátovou (MVA) 

dráhou alebo metylerytritol-4-fosfátovou (MEP) dráhou. 
MVA dráha sa vyskytuje zvyčajne u živočíchov, 

Tabuľka I 

Vlastnosti izomérov limonénu61–65 

Vlastnosť (+)-Limonén (–)-Limonén Racemický limonén 

Štruktúra 

   

Iné používané názvy d-limonén 
(R)-limonén 

l-limonén 
(S)-limonén 

dipentén 
rac-limonén 

IUPAC názov (R)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-

-cyklohexén 

(S)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-       

-cyklohexén 

1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-             

-cyklohexén 

CAS číslo 5989-27-5 5989-54-8 138-86-3 

Molekulová hmotnosť, g mol–1 136,23 136,23 136,23 

Teplota topenia, °C –74,0 (cit.62) –74,0 (cit.63) –86,4 (cit.64) 

Teplota varu, °C 177,0 (cit.62) 177,0 (cit.63) 176,0 (cit.64) 

Teplota vzplanutiania, °C 44,8 (cit.62) 44,9 (cit.63) 45,1 (cit.64) 

Hustota, g ml–1 (pri 20 °C) 0,8411 0,8422 0,8402 

Tlak pár, Pa (pri 20 °C) 190 190 190 

Rozpustnosť vo vode, mg l–1  

(pri 25 °C) 

13,8 (cit.65) – – 

Koeficient prestupu oktanol/

voda, Log KO/W 

4,23 4,57 (cit.63) 4,83 
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v kvasinkách, archaebaktériách, a niektorých G+ bakté-

riách, zatiaľ čo MEP dráha je prítomná predovšetkým 
v baktériách17. Rastliny si syntetizujú terpény oboma drá-

hami, pričom MEP dráha prebieha v plastidoch a MVA 

dráha v cytosole15. Posledným krokom biosyntézy limoné-

nu u rastlín je reakcia katalyzovaná limonénsyntázou (LS). 
V závislosti od zdroja sa tvorí zvyčajne iba jeden izomér 

limonénu. Nakoľko sa tento enzým nevyskytuje 

v mikroorganizmoch, pri mikrobiálnej produkcii limonénu je 
nutná jeho heterológna expresia v hosťovskom organizme15.  

Hlavnými problémami mikrobiálnej produkcie limo-

nénu je komplikovaná metabolická a regulačná sústava 

obmedzujúca tvorbu izoprenoidov a predovšetkým cytoto-
xicita samotného produktu. Zatiaľ najčastejšie využívaným 

a najefektívnejším spôsobom je fermentácia s in situ ex-

trakciou produktu pomocou organického rozpúšťadla neto-
xického pre produkčný organizmus16.  

Maximálna mikrobiálna produkcia limonénu ((–)-izo-

mér) bola zatiaľ popísaná v E. coli (3,63 g l–1). Ako zdroj 

uhlíka slúžil glycerol a biosyntéza prebiehala pomo-
cou heterológne exprimovanej MVA dráhy a LS z Mentha 

spicata18. Na to, aby tento spôsob produkcie limonénu bol 

schopný konkurovať súčasnému spôsobu výroby limoné-

nu, je nutné, aby produktivita procesu bola minimálne na 
úrovni 0,7 g l–1 h–1 a špecifický výťažok uhlíka v procese 

predstavoval minimálne 45 % (cit.2). V súčasnosti maxi-

málna produktivita procesu dosahuje len 0,15 g l–1 h–1 

a konverzia uhlíka na produkt predstavuje menej ako 1 % 
(cit.18). 

Alternatívnou možnosťou biosyntézy limonénu sú 

enzýmové systémy, avšak vzhľadom na vysokú cenu 
kofaktorov a purifikovaných enzýmov je priemyselne eko-

nomicky nevýhodná. Takýto systém navrhli Korman 

a spol.19 a pozostával z 27 enzýmov umožňujúcich konver-

ziu glukózy až na limonén, pričom v systéme dochádzalo 

aj k regenerácii potrebných kofaktorov (ATP a NAD(P)H). 
Produkcia limonénu dosiahla až 12,5 g l–1 (výťažok 

88,4 %), pričom systém bol stabilný po dobu 5 dní pri 

jednom prídavku glukózy19.  

 
 

3. Oxidatívne deriváty limonénu 
 

Regiošpecifickou oxidáciou izomérov limonénu je 

možné získať produkty s vysokou pridanou hodnotou. Ako 
príklad môžeme uviesť oxidáciu (+)-limonénu na perilylal-

kohol, karveol, karvón alebo limonén-1,2-diol, ktorých 

cena prevyšuje hodnotu substrátu aj viac ako 10násob-

ne20,21. V literatúre bolo doteraz popísaných 6 základných 
dráh jeho biotransformácie v mikroorganizmoch (obr. 1).  

Vo všeobecnosti katalyzuje prvý krok oxidácie limo-

nénu hydroxyláza alebo monooxygenáza, ktoré majú zvy-
čajne rôznu špecifitu v závislosti od zdroja/producenta. Pri 

hľadaní mikrobiálnych producentov sa kladie dôraz na 

získavanie enantioselektívnych enzýmov, nakoľko rozdiel-

ne enantioméry derivátov limonénu môžu mať rozdielne 
senzorické vlastnosti, ako je to napr. u izomérov karvónu, 

ktorého (R)-izomér má vôňu mäty, zatiaľ čo (S)-karvón má 

rascovú arómu22. 

 
3.1. Perilylalkohol a kyselina perilová 

 

Oxidáciou metylovej skupiny (+)- alebo (–)-limonénu 
na uhlíku C7 vzniká príslušný stereoizomér perilylalkoho-

lu, perilylaldehydu a kyseliny perilovej. Perilylalkohol 

a kyselina perilová sú zaujímavé najmä kvôli svojim che-
mopreventívnym a chemoterapeutickým vlastnostiam voči 

viacerým typom rakovinových buniek23,24.  

Obr. 1. Mikrobiálne dráhy biotransformácie limonénu 
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Mikrobiálna transformácia limonénu na kyselinu peri-

lovú zahŕňa jeho oxidáciu v troch krokoch. Najprv nastáva 
oxidácia limonénu na perilylalkohol pomocou monooxy-

genázy. Po nej nasleduje dehydrogenácia na perilylaldehyd 

a nakoniec je aldehyd oxidovaný na kyselinu perilovú 

pomocou aldehyddehydrogenázy24. 
Pri produkcii perilylalkoholu je dôležité použiť mik-

roorganizmus schopný selektívne oxidovať limonén na 

uhlíku C7, pričom nemôže dochádzať k preoxidácii až na 
kyselinu perilovú. Spomedzi bakteriálnych izolátov degra-

dujúcich n-alkány bolo identifikovaných viacero kmeňov 

schopných tejto regiošpecifickej oxidácie limonénu. Tech-

nikami génového inžinierstva boli postupne zvýšené vý-
ťažky perilylalkoholu rekombinantných producentov 

z 2,3 g l–1 u Pseudomonas putida GPo12 (cit.25) až na 

5,96 g l–1 pri expresnom systéme E. coli W3110 (cit.26). 

Transformácia limonénu, pri ktorej sa ako hlavný 
produkt tvoril perilylalkohol, bola popísaná 

u mikrooganizmov ako napr. Aspergillus niger, A. cellulo-

sae, Mortierella alpina, M. minutissima alebo Yarrowia 

lipolytica27. 
Okrem biotransformačnej produkcie perilylalkoholu 

z limonénu je aj snaha o jeho de novo biosyntézu pomocou 

metabolického inžinierstva. Pomocou E. coli boli takto 

produkované oba jeho izoméry, (R)-(+)-perilylalkohol28 aj 

(S)-(–)-perilylalkohol29. 
Produkcia kyseliny perilovej je dobre popísaná 

u P. putida GS1 (DSM 12264). Tvorbu kyseliny umožňuje 

prítomná degradačná dráha p-cyménu, aromatickej zlúče-

niny štruktúrne podobnej limonénu. Prvé tri enzýmy tejto 
dráhy sú schopné transformovať aj limonén, pričom vzni-

ká kyselina perilová, ktorú baktéria ďalej nie je schopná 

metabolizovať a akumuluje sa. Na efektívnejšiu biokon-

verziu limonénu P. putida GS1 vyžaduje ko-substrát, pri-
čom ako najvhodnejší sa ukázal glycerol. Produkcia kyse-

liny perilovej bola popísaná v prítokovom reaktore 

s kontinuálnym prídavkom limonénu a glycerolu30, 
v reaktore s integrovaným in situ odstraňovaním produktu 

na báze iónovej výmeny a prítokom substrátu24, ako aj 

v kontinuálnom biofilmovom reaktore so segmentovaným 

tokom média31. Poslednou menovanou metódou sa dosiahla 
maximálna objemová produktivita reaktora až 34 g l–1 d–1. 

Kyselina perilová bola produkovaná aj kvasinkou 

Y. lipolytica, pričom okrem limonénu bol použitý ako sub-

strát aj pomarančový olej32. 
 

3.2. Karveol a karvón 

 
Oxidáciou uhlíka C5 v molekule vzniká karveol 

a karvón. Karveol sa vyskytuje vo forme 4 stereoizomé-

rov: (1R,5R)-karveol ((–)-cis-izomér), (1S,5R)-karveol 

((–)-trans-izomér), (1R,5S)-karveol ((+)-trans-izomér) 
a (1S,5S)-karveol ((+)-cis-izomér); a karvón vo for-

me dvoch izomérov, (4S)- a (4R)-karvónu, označovaných 

aj (–)- a (+)-karvón. Obe tieto zlúčeniny sú využívané ako 

aromatické látky v kozmetike a potravinárstve. Tiež boli 

popísané ich antimikrobiálne vlastnosti, potenciálne apli-
kácie ako substrát v chemickej syntéze a v medicíne33–35. 

Karveol aj karvón sú častými produktmi biologickej 

oxidácie limonénu, avšak vo väčšine prípadov sú len jed-

nými z mnohých reakčných produktov. Je to v dôsledku 
nešpecifickej oxidácie katalyzovanej mikrobiálnymi mo-

nooxygenázami a hydroxylázami. Väčšiu regiošpecifitu 

vykazujú rastlinné enzýmy, napr. limonén-6-hydroxyláza 

z Mentha spp.36. Problémom však je ich veľmi nízka akti-
vita a problematická aplikácia v priemyselnej praxi. 

Regiošpecifická oxidácia limonénu na trans-karveol 

je katalyzovaná kuméndioxygenázou (EC 1.14.13.48) 

a bola popísaná u baktérií Rhodococcus opacus37, viace-
rých kmeňov Pseudomonas sp.38 a Cellulosimicrobium 

cellulans39. Bunky R. opacus a Pseudomonas sp. boli 

schopné transformovať (+)-limonén na (+)-trans-karveol 

iba keď boli počas kultivácie indukované parami toluénu 
alebo naftalénu, zatiaľ čo u C. cellulans to bola prítomnosť 

etylbenzénu. Doteraz najvyššia popísaná produkcia trans-

karveolu je popísaná práve u C. cellulans, a to 13,4 mM po 

10 h biotransformácii39. 

Gén pre kuméndioxygenázu z P. putida bol identifi-
kovaný a naklonovaný do expresného vektora P. putida 

P12 (cit.40). Následne bola navrhnutá enzýmová kaskáda 

na produkciu chirálnych karvolaktónov z (+)-limonénu 

s potenciálnou aplikáciou vo výrobe biopolymérov41. 
Van der Werf a spol.42 však popísali metabolickú 

dráhu degradácie karveolu u baktérie Rhodococcus 

erythropolis DCL14. Táto baktéria schopná rásť na limo-

néne začína degradáciu karveolu jeho dehydrogenáciou na 
karvón, ktorý karvóndehydrogenáza transformuje na di-

hydrokarvón. Baktéria je touto metabolickou dráhou 

schopná metabolizovať všetky 4 stereoizoméry karveolu42. 
Pri biotransformácii zmesi (–)-cis a (–)-trans-

karveolu za použitia buniek R. erythropolis DCL14 dochá-

dza iba k transformácii cis-izoméru na (–)-karvón, zatiaľ 

čo trans-karveol zostáva v reakčnej zmesi nezreagovaný. 

Touto biotransformáciou je teda možné získať vzácnu 
čistú trans-formu karveolu43.  

 

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

 
Degradačná dráha limonénu začínajúca epoxidáciou 

dvojitej väzby medzi uhlíkmi C1-C2 bola prvýkrát identifi-

kovaná a popísaná u baktérií R. erythropolis. Reakcia je 

katalyzovaná FAD- a NADH- závislými monooxygenáza-
mi, pri čom vzniká limonén-1,2-epoxid. Ten je následne 

hydrolyzovaný na limonén-1,2-diol enzýmom limonén-1,2-           

-epoxidhydrolázou. Limonén-1,2-diol je ďalej transformo-
vaný na 1-hydroxy-2-oxolimonén nešpecifickými alko-

holdehydrogenázami44. 

Pozornosť púta predovšetkým enzým limonén-1,2-           

-epoxidhydroláza (LEH, EC 3.3.2.8), ktorý je niekoľkoná-
sobne aktívnejší ako ostatné enzýmy tejto metabolickej 

dráhy, čím bráni v akumulácii potenciálne toxického epo-

xidu. Enzým bol purifikovaný a exprimovaný v E. coli. 
Svojou štruktúrou a reakčným mechanizmom sa líši od 

ostatných epoxidhydroláz a bol preto zaradený do samo-

statnej skupiny44,45. LEH vykazuje voči svojmu prirodze-

nému substrátu vysokú stereoselektivitu, pričom je schop-
ná hydrolyzovať všetky 4 stereoizoméry limonén-1,2-         

-diolu46. Vďaka svojej vysokej stereoselektivite, úzkej 
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substrátovej špecifite, dobre popísanej štruktúre 

a reakčnému mechanizmu je LEH z R. erythropolis často 

používaná ako modelový enzým pre rôzne stratégie enzý-
mového inžinierstva47,48. 

Mikrobiálna transformácia limonénu až na limonén-

1,2-diol je veľmi dobre charakterizovaná aj u viacerých 
druhov vláknitých húb. Molina a spol.49 popísali biotrans-

formáciu (–)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vlák-

nitej huby Fusarium oxysporum, pričom tvorba epoxidu 

nebola zaznamenaná, autori však predpokladajú, že táto 
huba metabolizuje limonén analogickým spôsobom ako 

baktérie R. erythropolis. Maximálna produkcia limonén-

1,2-diolu bola 3,7 g l–1 (cit.49).  

Z hľadiska aplikácie v praxi je zaujímavá transformá-
cia (+)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vláknitej 

huby Colletotrichum nymphae. Huby z rodu Coletotri-

chum sp. patria medzi fytopatogény a je predpoklad, že 

v porovnaní s inými mikroorganizmami sú odolné voči 
toxicite terpénov a vedia ich aj transformovať. Rozsiahlou 

optimalizáciou kultivačných a reakčných podmienok sa 

dosiahla maximálna koncentrácia produktu 7,1 g l–1 resp. 
7,8 g l–1 po 72 h pri použití 20 g l–1 (+)- alebo (–)-limo-

nénu. Ako substrát mohol byť tiež použitý pomarančový 

olej50,21. 

Produkcia limonén-1,2-epoxidu bola popísaná pomo-
cou enzýmového systému skladajúceho z imobilizovanej 

lipázy z Candida antarctica (frakcia B), karboxylovej 

kyseliny, peroxidu vodíka a substrátu (+)-limonénu. Opti-
malizáciou reakčných podmienok a prenesením procesu do 

600ml reaktora s postupným prítokom roztoku H2O2 sa 

dosiahol maximálny výťažok limonén-1,2-epoxidu na 

úrovni 78 % po 60 min (cit.51). 
Limonén-1,2-diol vykazuje inhibičný efekt voči pro-

zápalovým aktivitám CD4+ a CD8+ T-lymfocytov a po-

tenciálne protirakovinové vlastnosti. Môže však byť použi-
tý aj ako atraktant pre hmyz alebo ochucovadlo 

v potravinárstve21. Limonén-1,2-epoxid má veľký aplikač-

ný potenciál ako substrát pre chemickú syntézu a výrobu 

biopolymérov51. 
 

3.4. α-Terpineol 

 
Hydroxyláciou limonénu na dvojitej väzbe medzi 

uhlíkmi C8-C9 vzniká terciárny monoterpenoid, α-terpi-

neol. Tento alkohol je hlavnou zložkou viacerých rastlin-

ných esenciálnych olejov, ako napr. majoránu (Origanum 
majorana L.), borovice prímorskej (Pinus pinaster Aiton) 

alebo šalvie muškátovej (Salvia sclarea L.) . α-Terpineol 

existuje v dvoch enantiomérnych formách, (R)-(+)-α-                 

-terpineol a (S)-(–)-α-terpineol. (R)-(+)-α-terpineol sa vy-

značuje príjemnou orgovánovou vôňou, zatiaľ čo (S)-(–)-α-            
-terpineol má jemnú vôňu ihličia. Pre svoju príjemnú vôňu 

je často používaný v kozmetike. Okrem toho má tiež via-

ceré zaujímavé biologické účinky. Vykazuje antihyperten-

zívny a antiproliferačný efekt na erytroleukemické bunky, 
má protizápalové vlastnosti, inhibuje produkciu super-

oxidov a viaceré štúdie popísali aj jeho protirakovinové 

účinky53–55. 

Mikrobiálna transformácia (+)-limonénu vedie 

k produkcii (R)-(+)-α-terpineolu, z (–)-limonénu naopak 

vzniká (S)-(–)-α-terpineol. Prvá biokonverzia limonénu na 
α-terpineol bola publikovaná už koncom 60. rokov minulé-

ho storočia pomocou Cladosporium sp., pričom od vtedy 

bola popísaná u mnohých mikroorganizmov, napr. 

Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum, Aspergillus 
sp. alebo Sphingobium sp.54. 

Zaujímavá je predovšetkým biotransformácia limoné-

nu pomocou F. oxysporum 152b, pri ktorej sa v aeróbnych 

podmienkach tvorí limonén-1,2-diol49, zatiaľ čo v systéme 
bez prístupu kyslíka vzniká α-terpineol55.  

Najlepšie výsledky sa dosiahli s baktériou Sphingo-

bium sp. kultivovanej na limonéne ako jedinom zdroji 

uhlíka v médiu. Biotransformáciou (+)-limonénu 
v dvojfázovom systéme, kde ako organická fáza slúžil 

slnečnicový olej, vzniklo 130 g l–1 (R)-(+)-α-terpineolu56. 

Ďalšou optimalizáciou podmienok biotransformácie (pH, 

koncentrácia biomasy, teplota a miešanie) a použitím sójo-
vého oleja ako organickej fázy sa produkcia zvýšila až na 

takmer 240 g l–1 (cit.57). Enzým tejto vláknitej huby je 

navyše enantiošpecifický. Z (+)-limonénu sa tvoril (R)-(+)-α-

-terpineol v enantiomérnom nadbytku (ee) ≥ 99 %, zatiaľ 
čo z jeho (–)-izoméru vznikal majoritne (S)-(–)-α-terpi-

neol, ktorého bolo približne 60 % (cit.56).  

V súčasnosti je α-terpineol produkovaný chemickou 
syntézou z α-pinénu, terpentínu alebo iných im podobných 

zlúčenín. Biotechnologická výroba je alternatívna mož-

nosť produkcie, vhodná predovšetkým na produkciu čis-

tých enantiomérov α-terpineolu. 
 

3.5. Izopiperitenol a limonén-8,9-epoxid 

 

Trans-izopiperitenol je derivát limonénu, ktorý vzni-
ká hydroxyláciou na uhlíku C3. V prírode vzniká 

ako medziprodukt pri biosyntéze (–)-mentolu v mäte 

(Mentha sp.). Z biotechnologického hľadiska je zaujímavý 

najmä ako substrát pre chemickú prípravu (–)-mentolu, 
aromatickej látky používanej v potravinárstve 

a parfumoch. Biotransformácia (+)-limonénu na trans-

izopiperitenol v mikroorganizmoch bola dlho popísaná len 
u huby Hormonema sp. UOFS Y-0067. Maximálna pro-

dukcia bola 0,5 g l–1, ale výsledky experimentov bolo ťaž-

ké reprodukovať58. Nedávno boli popísané dve limonén-3-

hydroxylázy z Aureobasidium pullulans a Hormonema 
carpentanum. Oba enzýmy boli naklonované do expresné-

ho vektora Pichia pastoris pre zvýšenie produkcie trans-

izopiperitenolu, avšak jeho maximálna koncentrácia do-

siahla hodnotu len 165 mg l–1 (cit.59). 

Regiošpecifická epoxidácia limonénu na dvojitej väz-
be medzi uhlíkmi C8-C9 bola popísaná len u baktérie 

Xanthobacter sp. kultivovanej na cyklohexáne. Túto reak-

ciu katalyzuje cytochróm P-450 monooxygenáza. 
Z experimentov sa zistilo, že (+)-limonén ((4R)-izomér) je 

transformovaný na (4R)-limonén-8,9-epoxid, a z (–)-limo-

nénu ((4S)-izomér) sa tvorí zmes izomérov (4S,8R)- 

a (4S,8S)-limonén-8,9-epoxidu v pomere 78:22. Optimali-

záciou reakčných podmienok bolo možné získať 0,8 g l–1 
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limonén-8,9-epoxidu, pri vyšších koncentráciách sa preja-

vila výrazná inhibícia produktom60. 
 

 

4. Záver 
 

Terpény sú vďaka svojej unikátnej štruktúre dobrým 

východiskovým materiálom pre syntézu veľkého počtu 
špeciálnych chemikálií s využitím v potravinárskom, far-

maceutickom, kozmetickom či materiálovom priemysle. 

(+)-Limonén je najviac zastúpený monocyklický monoter-
pén v prírode a jeho najväčším zdrojom je olej z citrusovej 

kôry. Výrobu limonénu a následne jeho biotransformáciu 

na oxidatívne deriváty možno považovať za biotechnolo-

gické procesy v súlade s hodnotami trvalo udržateľného 
rozvoja. Medzi výhody spojené s týmito bioprocesmi patrí 

použitie vedľajších produktov ako surovín, mierne reakčné 

podmienky, vysoká regio- a stereoselektivita a výroba 
produktov s pridanou hodnotou. Táto štúdia predstavuje 

nové metódy prípravy a perspektívne aplikácie menej zná-

mych látok, ktoré je možné pripraviť biotechnologickými 

transformáciami limonénu s využitím mikroorganizmov. 
 

Práca bola finančne podporená prostriedkami z gran-
tu VEGA č. 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, 
α-terpineol, or perillyl alcohol, suggest that the terpene 

biotechnology is becoming a promising and prosperous 

science. 
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