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با زيست تبديلي  به وسيلهفنيل پروپانوئيدي از سوبستراهاي  طبيعي توليد زيستي وانيلين
 ي ميكروبيسلولهااستفاده از 

 2ايرج نحوي و *1مراحم آشنگرف

 دانشگاه كردستان، دانشكده علوم، گروه علوم زيستي و بيوتكنولوژي سنندج، 1

  بخش ميكروبيولوژيگروه زيست شناسي، اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم،  2

  16/9/92 :تاريخ پذيرش  23/5/92 :تاريخ دريافت
  چكيده

گرايش جوامع بشري براي مصرف فرآورده هاي معطر طبيعي موجب ترغيب محققين در استفاده از زيست واكنشگرهاي 
طور وسيعي در ه ب طبيعي آروماتيك باتكيترعنوان يكي از ه وانيلين ب. ميكروبي براي سنتز محصولات معطر طبيعي گرديده است

يكي از  عنوانه ب ها كنندهخوشبو و ها دهنده طعم صنعت در ويژهه و ب پزشكيدارويي و غدايي، صنايع بهداشتي، آرايشي، 
دو روش عمده دستيابي به وانيلين طبيعي شامل استخراج مستقيم از منابع گياهي . استبرخوردار ييسزاه ب اهميت از پايهتركيبات 

با توجه به كاربرد گسترده وانيلين و افزايش روزافزون تقاضا براي مصرف وانيلين . زيست تبديلي ميكروبي مي باشد يواكنشهاو 
مين بازارهاي جهاني أطبيعي و همچنين از آنجايي كه استخراج از منابع گياهي بسيار پرهزينه و زمان بر بوده و به تنهايي قادر به ت

ي سلولهازيست تبديلي با استفاده از . نمي باشد، بنابراين لزوم توسعه فرآيندهاي بيوتكنولوژيك جايگزين مناسب الزامي مي باشد
ي ميكروبي سلولها. گرفته استطور وسيعي براي تغييرات در ساختار شيميايي تركيبات آلي مورد بهره برداري قرار ه ميكروبي ب

عنوان پيش ساز، به ه كار گرفته شده به در تبديل سوبستراهاي بسازگار با محيط زيست ن زيست واكنشگرهاي كارآمد و عنواه ب
وانيلين توليد زيستي در اين مقاله مروري، كاربرد زيست تبديلي ميكروبي در  .تركيبات طبيعي با ارزش افزوده بالا كاربرد دارند

  . مورد مطالعه قرار گرفته است) ايزواوژنول، اوژنول و اسيد فروليك(يدي طبيعي از پيش سازهاي فنيل پروپانوئ

  وانيلين طبيعي، زيست تبديلي، سلولهاي ميكروبي، سوبستراهاي فنيل پروپانوئيدي : واژه هاي كليدي

 m.ashengroph@uok.ac.ir :كييالكترون پست ،08716624133: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه 
استفاده از قابليت ميكرواورگانيسم ها و آنزيمها در تبديل 
مواد كم ارزش به مواد با ارزش افزوده بالا و يا تبديل مواد 

زيست فناوري سمي به غيرسمي از اهداف مهم فرآيندهاي 
اين فرآيندها را كه در طي آن تركيبات با استفاده از . است

گياهي يا آنزيمي به تركيبات ديگر تبديل  منابع ميكروبي،
) Biotransformation(مي شوند را زيست تبديلي 

منظور از اصطلاح زيست تبديلي ميكروبي، . گويند مي
 ي رويشيسلولها(ي كامل ميكروبي سلولهااستفاده از 

)Growing cell( ،ي در حال استراحت سلولها)Resting 

cell (عنوان زيست واكنشگر ه بيشان آنزيمهايا ) و اسپورها
)Biocatalyst ( براي تبديل پيش سازهاي طبيعي)Natural 

Precursor ( به تركيبات طبيعي با ساختار مشابه اما با ارزش
ه در واقع ميكروارگانيسم ها ب. افزوده بسيار بالا مي باشد

عنوان زيست واكنشگر قادر به ايجاد تركيبات شيميايي 
حذف، اضافه نمودن و يا ارزش از طريق  خاص و با

اصلاح استخلاف هاي عاملي در جايگاههاي مشخصي از 
عنوان پيش ساز مي ه كار گرفته شده به سوبستراهاي ب

طور روزمره ه ميكروبي بواكنشگرهاي امروزه . )45( باشند
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ينده اي در صنايع دارويي و آطور فزه در صنايع غذايي و ب
ارزش، با  و باشيميايي براي سنتز مواد شيميايي خاص 

از فرآورده . كار گرفته مي شونده پتانسيل صنعتي شدن، ب
ميكروبي واكنشگرهاي ارزش توليدي از طريق  هاي با

توان به توليد اسيدهاي آلي از ضايعات قندي، تصفيه  مي
فاضلابها و پسابها، توليد انواع تركيبات استروئيدي، 

نگهدارنده پروستاگلندين ها، انواع آنتي بيوتيكهاي خاص، 
ارزش  هاي غذايي و همچنين توليد انواع تركيبات معطر با

متوكسي  -3- هيدروكسي - 4وانيلين يا  ).45(اشاره نمود 
 ترين تركيبات مهم از C8H8O3بنزآلدئيد با فرمول بسته 

اين . باشد حلقوي معطر بو و مزه ساز اسانس وانيل مي
تا  80تركيب داراي بلورهاي سوزني شكل با دماي ذوب 

سانتي درجه  285و دماي جوش  سانتي گراددرجه  81
است و داراي بوي شديد وانيل و طعم مشخص  گراد
گوبلي اولين بار توسط براي  1859وانيلين در سال . است

وانيل دانه درختي (از عصاره الكلي دانه وانيل استحراج شد 
از خانواده اركيداسه ) Vanilla(انيلا به نام و

)Orchidaceae (موفق شد  كارلس ،1872در سال ). است
دست آورد و در سال ه تا فرمول بسته اين تركيب را ب

در . تعيين گرديد هارمنو  تايمنساختمان آن توسط  1874
صورت ه ب رايمرو   هارمنكمپاني همان سال وانيلين توسط 

وانيلين در بين تركيبات آروماتيك  ). 5(صنعتي سنتز شد 
شناخته شده بيشترين مصرف جهاني را به خود اختصاص 

مصرف جهاني تركيبات  2007در سال . داده است
تن در سال بوده كه از نظر  30000آروماتيك بيش از 

ميليارد دلار بوده و روند افزايشي ساليانه  20ارزشي معادل 
ه در اين ميان درصد برآورد شده ك 12تا  11آن بين 

تن در  16000تقاضاي جهاني براي مصرف وانيلين بيش از 
طور ه در حال حاضر از وانيلين ب). 74(سال بوده است 

گسترده در صنايع غذايي، دارويي و پزشكي، آرايشي و 
از مصارف عمده وانيلين در  ).7( بهداشتي استفاده مي شود

طعم ) الف: دمي توان به موارد زير اشاره نمو صنايع غذايي
از وانيلين براي بهبود طعم و مزه انواع : دهنده و مزه ساز

شكلاتها، نوشيدنيهاي الكلي و غيرالكلي، انواع نوشيدنيهاي 
گازدار و بدون گاز، انواع شكلاتها، انواع بستنيها، انواع 

. )25( شيرينيها، محصولات نانوايي و غيره استفاده مي شود
با توجه به اينكه بيشتر مواد غذايي : يينگهدارنده غذا) ب

ي ميكروبي قرار آلودگيهاتازه يا فرآوري شده در معرض 
دارند، بنابراين همواره نيازمند راهي براي جلوگيري و 

رغم تعدد در استفاده از انواع  علي بوده، آلودگيهاكنترل اين 
مواد شيميايي طبيعي و يا مصنوعي به منظور به تعويق 

واد غذايي، در حال حاضر با توجه به انداختن فساد م
خاصيت ضد ميكروبي بالاي وانيلين و همچنين عطر و 

عنوان نگهدارنده غذايي ه ب از اين تركيببوي تند آن، 
تحقيقات نشان داده كه اين تركيب . )25( استفاده مي شود

گرم در ليتر مي تواند باعث توقف رشد  2در غلظت حدود 
و شده د كننده مواد غذايي اكثر مخمرها و كپكهاي فاس

همچنين باعث ممانعت از رشد اكثر باكتريهاي گرم مثبت و 
از وانيلين همچنين در تركيب با  .)25( گرم منفي مي شود

ساير نگهدارنده هاي غذايي از جمله كيتوسان و پتاسيم 
 استفاده شده كه نتايج نشان داده اثرات ضد سوربات

تركيبات مذكور به طور فزآينده اي افزايش پيدا ميكروبي 
عنوان يك ه از وانيلين ب: آنتي اكسيدان) ج). 48(كرده است 

آنتي اكسيدانت بالقوه در بسياري از مواد غذايي و دارويي 
ويژه در مواد غذايي كمپلكس حاوي اسيدهاي چرب ه ب

در واقع اين تركيب . چند غيراشباعي استفاده مي شود
ا اكسيده شدن خود مانع از اكسيداسيون مواد آلدئيدي ب

در صنايع ). 19( حساس در برابر اكسيداسيون مي شود
داروسازي و پزشكي از وانيلين به عنوان يك حدواسط در 

دوپا، پاپاورين و - دوپا، متيل - سنتز داروهايي از جمله ال
از كابردهاي ديگر وانيلين . تري متوپريم استفاده مي شود

رويي مي توان به سنتز انواع عوامل كف زدا و در صنايع دا
از موارد ديگر ). 56( توليد انواع آفت كشها اشاره نمود

مصرف وانيلين مي توان به استفاده از اين تركيب در صنايع 
عنوان يكي از اجزاي تشكيل دهنده انواع ه عطرسازي ب

مختلفي از ادكلنها و همچنين در تركيب انواع كرمهاي 
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عمده وانيلين مصرفي  در حال حاضر .اشاره نمودآرايشي 
سنتز شيميايي  از طريق استخراج فيزيكي از گياه و عمدتاً

در ارتباط با تهيه وانيلين از منابع گياهي . مين مي شودأت
رغم اينكه تركيبات معطر استخراج شده  بايد گفت كه علي

از منابع گياهي از سوي سازمانهاي مسئول نظارت بر 
هاي بيوتكنولوژي در گروه تركيبات طبيعي طبقه  فرآورده

بندي شده و از مشتريان زيادي در بازارهاي جهاني 
برخوردار مي باشد اما با توجه به اينكه از يك سو 
استخراج اين تركيبات از گياهان مشكل، پرهزينه و داراي 
اثرات اكولوژيك منفي بر روي جمعيتهاي گياهي بوده و از 

ه به پايين بودن غلظت تركيبات موجود سوي ديگر با توج
در گياهان و با در نظر گرفتن اين موضوع كه منابع گياهي 
دستخوش تغييراتي از قبيل تغييرات آب و هوايي، سيل، 
خشكسالي، تغييرات غيرقابل كنترل در كيفيت محصولات 
بوده و همچنين با توجه به محدوديت دسترسي به منابع 

وي منابع جايگزين الزامي مي گياهي موجود، لزوم جستج
در ارتباط با توليد وانيلين از طريق سنتز ). 40(باشد 

ها از نظر زيست فرآيندشيميايي بايد اشاره نمود كه اين 
بالا به  محيطي بسيار زيانبار بوده و داراي هزينه هاي نسبتاً

اگرچه نرخ  . )7و  6(سبب دفع پسماندهاي سمي مي باشد
معطر سنتز شده از طريق سنتز شيميايي توليد اكثر تركيبات 

در مقايسه با استخراج از منابع گياهي پايين تر بوده اما با 
توجه به قوانين تصويب شده در اروپا و آمريكا از سوي 
سازمانها و كميته هاي كنترل كننده و مسئول نظارت بر اين 
فرآورده ها مبني بر اينكه؛ ايجاد مواد معطر طبيعي تنها از 

وسيله استخراج مستقيم از ه فرآيندهاي فيزيكي ب طريق
هاي آنزيمي و فرآيند واسطه ه حيواني و يا ب/منابع گياهي

اين طبقه بندي  ،ميكروبي قابل قبول مي باشد؛ بنابراين
نوعي تضاد و دوگانگي را در بازارهاي جهاني ايجاد نموده 
و باعث شده تركيباتي كه داراي برچسب طبيعي بوده به 

كه  تركيبات سودمند و مفيد قلمداد شده در حالي عنوان
ي سنتز شيميايي روشهاساير تركيبات سنتز شده از طريق 

در گروه تركيبات غيرطبيعي طبقه بندي شوند كه اين امر 

باعث شده تركيبات اخير با استقبال كمي از سوي مشتريان 
اگرچه از نظر ). 7(در بازارهاي جهاني مواجه گردند 

بين تركيب سنتز شده در طبيعت و تركيب مشابه شيميدانها 
سنتز شده در آزمايشگاه تفاوتي وجود ندارد اما قيمت 
فروش تركيب معطر طبيعي به دليل استقبال زياد از سوي 
ه مشتري بسيار بالاتر از تركيب معطر مشابه توليد شده ب

اين موضوع خود محرك . وسيله سنتز شيميايي مي باشد
زمينه توسعه فرآيندهاي بيوتكنولوژي  تحقيقات بيشتر در

ارزش به  نوين براي توليد خوش طعم كننده هاي غذايي با
اگرچه در حال حاضر عمده . ويژه وانيلين شده است
ي سنتز شيميايي تهيه مي روشهاوانيلين مصرفي از طريق 

شود اما با توجه به افزايش روزافزون تقاضا براي مصرف 
بيوتكنولوژي شامل استفاده از  وانيلين طبيعي، رويكردهاي

ميكروبي و  زيست تبديليكشت سلول يا بافت گياهي، 
عنوان راهبردهاي نوين توسعه داده ه مهندسي متابوليك ب

شده است كه در اين ميان استفاده از زيست تبديلي 
ميكروبي با استفاده از سوبستراهاي فنيل پروپانوئيدي از 

هدف از ). 30 و13(ت اهميت تجاري بالاتري برخوردار اس
 انجام شدهمطالعات جديدترين مقاله مروري اخير، بررسي 

توليد زيستي وانيلين طبيعي از سوبستراهاي فنيل زمينه در 
ي سلولهازيست تبديلي با استفاده از  به وسيلهپروپانوئيدي 

شامل انواع مختلفي فنيل پروپانوئيدها . ميكروبي مي باشد
اسيد و  جمله اوژنول، ايزواوژنولاز سوبستراهاي فنلي از 

عنوان سوبستراهاي طبيعي پيش ساز ه فروليك بوده كه ب
در حال . براي سنتز وانيلين طبيعي به كار گرفته شده اند

حاضر بيشترين تحقيقات بر استفاده از اين سوبستراها 
  .  متمركز شده است

اسيد :  به وانيلينميكروبي اسيد فروليك  زيست تبديلي
-1- )متوكسي فنيل - 5-هيدروكسي - 4(- 3( فروليك

يا كونيفريك اسيد با فرمول بسته ) پروپينويك اسيد
C10H10O4  از مشتقات هيدروكسي سيناميك اسيد موجود

در ديواره هاي سلولي گياهي بوده كه داراي دو حالت 
اين تركيب اولين بار در . ايزومري سيس و ترانس مي باشد



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

319 

 راج الكلي از پوست درختبا استفاده از استخ 1866سال 
). 23(جداسازي شد ) Ferula foetida(گياه دارويي آنغوزه 

با توجه به خواص آنتي اكسيدانتي قوي از اين تركيب در 
انواع صنايع به ويژه در صنايع آرايشي براي ساخت انواع 

فروليك در انواع اسيد . كرمهاي ضد آفتاب استفاده مي شود
سبوس گندم و برنج، تفاله پسماندهاي كشاورزي مانند 

. شود چغندرقند و نيشكر و تفاله ذرت به فراواني يافت مي
فروليك موجود در منابع گياهي بسيار متفاوت اسيد ميزان 

 4تا  2غلظت آن حدود براي مثال در تفاله ذرت . مي باشد
كه  ي را تشكيل مي دهد در حاليولدرصد وزن خشك سل
درصد و در تفاله چغندرقند  2تا  5/1در سبوس برنج بين 

با توجه . دهد را تشكيل مي درصد 5/1تا  8/0و نيشكر بين 
ه فروليك در ديواره هاي سلولي گياهي باسيد به اينكه 

لانسي و از طريق پيوندهاي استري به پلي اصورت كوو
ويژه سلولز، ليگنين و پكتين ه ساكاريدهاي ديواره سلولي ب

براي استخراج آن نياز به انواع  نبنابراي، متصل مي باشد
). 49(تيمارهاي مختلف آنزيمي و غيرآنزيمي مي باشد 

فروليك از منابع گياهي اسيد اگرچه استخراج شيميايي 
بسيار ساده و داراي راندمان بالا مي باشد اما با توجه به 

فروليك استخراجي در گروه تركيبات طبيعي اسيد اينكه 
ي آنزيمي براي روشهااين بايد از طبقه بندي نمي شود بنابر

دو منبع مهم و  .استفاده نمودفروليك طبيعي اسيد استخراج 
فروليك طبيعي شامل اسيد مين كننده سوبستراي أاصلي ت

تفاله چغندرقند و سبوس كوبيده ذرت بوده كه با توجه به 
اينكه اين مواد جزء فضولات و پسماندهاي كشاورزي 

توان به عنوان منابع  محسوب مي شوند از آنها مي
تجديدشدني و ارزان قيمت جهت ايجاد فرآورده هاي 

وانيليك اسيد وينيل گاياكول و  - 4ارزش مانند وانيلين،  با
سبوس ذرت و تفاله چغندرقند حاوي مقادير . استفاده نمود

فروليك بوده كه به صورت كووالانسي به اسيد بالايي از 
اين . متصل شده اند) آرابينوز، گالاكتوز(واحدهاي قندي 

واحدهاي قندي به تركيبات هتروگزيلاني و پكتين هاي 
موجود در ديواره سلولي به صورت كووالانسي اتصال پيدا 

جايگاه دقيق اين  NMRبا استفاده از تكنيك . كرده اند
در ارتباط با تفاله چغندرقند، . مشخص شده استاتصالات 

 50آرابينوز و  2فروليك به اكسيژن شماره اسيد درصد  50
. گالاكتوز لينك شده است 6درصد مابقي به اكسيژن شماره 

اسيد درصد  80در مورد سبوس كوبيده ذرت بيش از 
. آرابينوز متصل شده است 5فروليك به اكسيژن شماره 

ميزان تفاله چغندرقند حاصل از صنايع تصفيه قند در اروپا 
صل از ميليون تن و سبوس ذرت حا 14ساليانه بالغ بر 

اگرچه در ). 49(مي باشد  ميليون تن 5صنايع غلات حدود 
حال حاضر از اين فرآورده هاي جانبي به عنوان خوراك 
دام استفاده مي شود اما تلاشهاي بسياري با هدف استفاده 
از آنها جهت توليد تركيبات با ارزش افزوده بالا شامل 

ارزش به ويژه وانيلين  تركيبات معطر با سوخت اتانولي و
فروليك اسيد با هدف دستيابي به . در حال انجام هستند

طبيعي ابتدا با استفاده از انواع تيمارهاي فيزيكي مختلف، 
ويژه سبوس كوبيده ذرت و ه فروليك، باسيد منبع حاوي 

تفاله چغندرقند تحت تيمارهاي اسيدي و دمايي قرار گرفته 
زيمها شامل آنزيمهاي تجزيه و سپس با استفاده از انواع آن

سلولازها، پكتينازها ( يكننده پلي ساكاريدهاي ديواره سلول
به صورت آزاد  فروليكاسيد ) و ليگنين پراكسيدازها

با توجه به شباهت ساختاري بين . استخراج مي شود
 زيست تبديلي اسيدفروليك اسيد و مشتقات وانيليني، 

گزارش شده  فروليك در طيف وسيعي از اورگانيسم ها
انواع مختلفي از باكتريها، مخمرها، قارچها و تعداد . است

اسيد معدودي از جلبكها قابليت بيوترانسفورماسيون 
ارزش مانند  فروليك را به انواع متوكسي فنل هاي با

 -4(وينيل گاياكول - 4وانيلين، وانيليك اسيد و 
  ).1جدول(دارا هستند ) متوكسي استيرن -3- هيدروكسي

ــه هــاي  گرچــه  دكربوكسيلاســيون فروليــك اســيد در گون
مختلف ميكروبي گزارش شده است با ايـن حـال در اكثـر    
سويه هاي مطالعه شده توليد وانيلين يـا وانيليـك اسـيد از    

از ميـان  . فروليك اسيد بسـيار نـاچيز گـزارش شـده اسـت     
فروليك اسيد ثر در توليد وانيلين از ؤزيست واكنشگرهاي م
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 Streptomyces setoniiمي توان به دو سويه اكتينوميسـتي  

ATCC 39116   )49 ( وAmycolatopsis sp. HR 167 
   .اشاره نمود )7(

 وسيله ميكروارگانيسم هاي مختلفه زيست تبديلي اسيد فروليك ب -1جدول 

Microorganism Substrate Product Reference 

Halomonas salina HSL5 Ferulic acid Vanillic acid (3) 
Bacillus licheniformis SHL1 Ferulic acid Vanillic acid (15) 
Schizophyllum commune Ferulic acid 4-vinylguaiacol (70) 
Streptomyces sannanensis MTCC 6637 Ferulic acid Vanillic acid (28) 
Halomonas elongata Ferulic acid Vanillic acid (4) 
Streptomyces halstedii Ferulic acid Vanillic acid (18) 
Bacillus coagulans Ferulic acid 4-vinylguaiacol (37) 
Haematococcus pluvialis Ferulic acid Vanillin (72) 
Pycnoporus cinnabarinus Ferulic acid Vanillin (53) 
Streptomyces setonii ATCC 39116 Ferulic acid Vanillin (50) 
Amycolatopsis sp. HR 167 Ferulic acid Vanillin (60) 
Spirulina platensis  Ferulic acid Vanillin (62) 
Aspergillus niger +  Pycnoporus cinnabarinus Ferulic acid Vanillin (43) 
Pseudomonas fluorescens Ferulic acid Vanillic acid (8) 
Polyporus versicolor Ferulic acid Vanillin (63) 
Alcaligenes paradoxus Ferulic acid Vanillin (41) 
Pycnoporus cinnabarinus Ferulic acid Vanillin (24) 
Rhodotorula rubra  Ferulic acid Vanillic acid (32) 
Corynebacterium glutamicum Ferulic acid Vanillin (42) 
Paecilomyces variotii Ferulic acid Vanillin (61) 
Escherichia coli  Ferulic acid Vanilllin (54) 
Streptomyces setonii Ferulic acid Vanillin (66) 
Pseudomonas acidovorans  Ferulic acid Vanillin (69) 
Fomes fomentaris  Ferulic acid Vanillin (34) 

فروليـك بـه وانيلـين بـا     اسـيد  اين سويه ها قادر به تبديل 
درصد بوده و ميزان وانيلين توليدي بـيش   75راندمان مولي 

گرم درليتر گزارش شده كـه تـا بـه امـروز بـالاترين       10از 
رغـم   علي. فروليك اسيد مي باشدراندمان توليد وانيلين از 

راندمان بالا، با توجه به مشكلات فرآيندهاي پايين دستي و 
بالادستي تخمير اكتينوميست ها، توليد وانيلـين طبيعـي بـه    

مـذكور   فرآينـد صورت نيمه صنعتي اجرا شده و تا به حال 
درباره توليد ديگر متابوليت . توسعه صنعتي داده نشده است

فروليك، مطالعات وسيعي اسيد از ) انيليكواسيد (ارزش  با
ثرترين آنها مي توان مطالعات زير را ؤصورت گرفته كه از م

ــمرد ــط  در .برش ــه توس ــورت گرفت ــه ص ــي مطالع و  برونت
 Streptomycesبـا اسـتفاده از   ، 2004همكارانش در سـال  

halstedii  گرم درليتر 1غلظت (فروليك اسيد سوبستراي( ،
زيسـت  ساعت واكنش  24 پس از تحت شرايط بهينه شده،

درصـد تبـديل    80وانيليك با راندمان مولي اسيد به تبديلي 

ابـدول  مطالعه صـورت گرفتـه توسـط    در . )18( شده است
 Halomonasوسـيله  ه ب 2008و همكارانش در سال  كافي

elongate ، تحـت  )ميلـي مـولار   10غلظت (فروليك اسيد ،
 زيست تبديليواكنش  ساعت 10شرايط بهينه شده، پس از 

تبـديل شـده    درصـد  82وانيليك با راندمان مـولي  اسيد به 
) 15(و همكـارانش   آشـنگرف نتـايج تحقيقـات   . )5( است

 ـ( سيد فروليـك اگرم در ليتر  1با استفاده از نشان داد كه  ه ب
گـرم  ميلـي   494در غلظت ك وانيلياسيد  ،)عنوان سوبسترا

تحـت شـرايط بهينـه    ) درصـد  60با راندمان مولي (ليتر  در
توليد شده  Bacillus licheniformis SHL1وسيله ه بنشده 
توسط آشنگرف  در جديدترين مطالعه صورت گرفته. است

 HSL5  Halomonas salina، با استفاده از)3(و همكارانش 
بـه اسـيد   ) گرم در ليتر 1غلظت (سوبستراي اسيد فروليك 

) درصـد  8/13گرم در ليتر با راندمان مولي  28/1(وانيليك 
ساعت واكنش، تحت شرايط بهينه نشده، حاصل  48پس از 
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براساس مطالعات انجام شده چهار مسير اصـلي  . شده است
فروليـك بـه وانيلـين    اسيد زيست تبديلي متابوليسمي براي 

  ). 1 شكل(شناسايي شده است 

  
 مسيرهاي اصلي بيوترانسفورماسيون فروليك اسيد براي تشكيل وانيلين -1شكل 

وسيله ه فروليك باسيد مسير اول شامل دكربوكسيلاسيون 
وينيل گاياكول بوده كه  - 4يك آنزيم دكربوكسيلازي به 

مكانيسم دقيق . تركيب اخير به وانيلين تبديل مي شود
گاياكول به وانيلين تا به امروز مشخص وينيل  -4تبديل 

طورخاص در قارچها و ه اگرچه اين مسير ب. نشده است
مخمرها مشاهده شده است، با اين حال در تعداد معدودي 

، Bacillus pumilusاز گونه هاي باكتري شامل 
Lactobacillus plantarum  وPseudomonas cepacia  نيز

ل احياي زنجيره مسير دوم شام). 7(گزارش شده است 
 -3- هيدروكسي - 4فروليك به تركيب اسيد جانبي 

) دي هيدرو فروليك اسيد(متوكسي فنيل پروپيونيك اسيد 
وانيليك به وانيلين اسيد بوده كه تركيب اخير از طريق 

اگرچه اين واكنش به صورت تيپيك در . تبديل مي شود
شرايط تجزيه بي هوازي فروليك اسيد رخ مي دهد اما 

فروليك به وانيلين اسيد شاتي در ارتباط با احياي گزار
 Phanerochateتحت شرايط هوازي در گونه هايي از 

chrysosporium  وPsedomonas fluorescens  نيز وجود

مسير سوم شامل هيدراسيون باند دوگانه زنجيره ). 7(دارد 
فروليك بوده كه منجر به تشيكل يك حدواسط اسيد جانبي 

 –متوكسي فنيل - 3-هيدروكسي - 4نام  هيدروكسيلي به
ه تركيب اخير ب. اسيد مي شود هيدروكسي پروپيونيك -بتا

وسيله يك آنزيم آلدولازي به وانيلين و استات تبديل مي 
فروليك در ابتدا با استفاده از اسيد در مسير چهارم . شود

و  ATPسنتتاز در حضور  Aآنزيم فرولويل كوآنزيم 
تبديل به مشتق كوآنزيمي فرولويل  A  (CoA-SH)كوآنزيم

وسيله آنزيم انويل كوآنزيم ه سپس ب. مي شود Aكوآنزيم 
A حدواسط هيدروكسيلي آلدولاز تبديل به يك /هيدراتاز

هيدروكسي  - بتا -متوكسي فنيل - 3-هيدروكسي -4به نام 
شده كه در نهايت به يك تركيب  Aكوآنزيم  پروپيونيل

كتوني حاصل به وانيلين تركيب . كتوني اكسيده مي شود
  . تبديل مي گردد

 -2(اوژنول : به وانيلين  ميكروبي اوژنولزيست تبديلي 
 ،C10H12O2 با فرمول بسته) فنل) پروپنيل - 2( -4- متوكسي

از فنيل پروپانوئيدهاي ليگنيني بوده كه به مقادير فراوان در 
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درخت ميخك بومي . روغن درخت ميخك يافت مي شود
توليد ساليانه  2010در سال  .جزاير اندونزي مي باشد

تن  80000روغن ميخك از درخت ميخك به بيش از 
رسيده است كه با توجه به فراواني و همچنين قيمت بسيار 

، از آن مي توان در )دلار 9تا  5هر كيلوگرم  قيمت(پايين 
ارزش  مقياس صنعتي براي توليد انواع متوكسي فنلهاي با

از ). 13و  7(وانيليك استفاده نمود اسيد ويژه وانيلين و ه ب
تركيبات اصلي تشكيل دهنده روغن ميخك مي توان به 

 15تا  5بين (، ايزواوژنول ) درصد 90تا  70بين (اوژنول 
. ، متيل اوژنول و همچنين بتاكاريوفيلين اشاره نمود) درصد

با توجه به فرار بودن و همچنين انحلال بسيار پايين در  
آب، از تقطير به كمك بخار آب مي توان براي جداسازي 

در واقع با . روغن ميخك از درخت ميخك استفاده نمود
ي استفاده از تقطير به كمك بخار آب مي توان تركيبات آل

غيرقابل  فراري را كه با آب مخلوط نمي شوند و يا تقريباً
از اوژنول با توجه به خواص . اختلاط هستند جدا نمود

آنتي اكسيدانتي، خواص ضد باكتريايي و همچنين خوشبو 
بودن در بسياري از صنايع به ويژه صنايع آرايشي، دارويي 

. طورخاص در دندانپزشكي استفاده مي شوده و همچنين ب
در دندانپزشكي از اوژنول به عنوان ضدعفوني كننده و 

از . همچنين براي تسكين درد دندان استفاده مي شود
كاربردهاي ديگر اوژنول در دندانپزشكي مي توان به تركيب 

اكسيد روي كه ماده اي مركب از اوژنول و اكسيد  -اوژنول
اين تركيب براي پركردن موقت . روي است اشاره نمود

يا به صورت پايه سيماني براي اتصال به پركردن دندان و 
دندان موقت و همچنين براي محافظت پالپ دندان استفاده 

طور وسيعي در ه اوژنول ب زيست تبديلي). 52(مي شود 
و  Pseudomonasانواع سويه هاي باكتري به ويژه از جنس 

همچنين در برخي از سويه هاي قارچي مطالعه شده است 
اوژنول در سويه اي  زيست تبديلينخستين مطالعه از ). 6(

در اين سويه . گزارش شده است Corynebacteriumاز 
اوژنول پس از تبديل شدن به كونيفريل الكل و كونيفريل 
آلدئيد از طريق فروليك اسيد به وانيلين و وانيليك اسيد 

 - اكسايد و اوژنول - تشكيل اوژنول). 67(تبديل مي شود 
ه عنوان محصولات اوليه حاصل از تجزيه اوژنول ديول ب

پيشنهاد شده است با اين حال مكانيسم دقيق اكسيداسيون 
زنجيره جانبي اوژنول به كونيفريل الكل هنوز مشخص 

درعصاره هاي ميسيليومي قارچ ). 68(نشده است 
Fusarium solani وينيل  - 4ژنول به بيوترانسفورماسيون او

طريق فروليك اسيد گزارش شده  وانيلين ازگاياكول و 
 Psedomonas sp. HR199در سويه باكتري ). 51(است 

). 60(مكانيسم دقيق متابوليسم اوژنول شناسايي شده است 
آنزيم اوژنول  به وسيلهدر اين باكتري ابتدا اوژنول 

سپس . هيدروكسيلاز به كونيفريل الكل تبديل مي شود
آنزيم كونيفريل الكل دهيدروژناز  به وسيلهكونيفريل الكل 

پس از آن كونيفريل . به كونيفريل آلدئيد تبديل مي شود
آلدئيد حاصل به كمك آنزيم كونيفريل آلدئيد دهيدروژناز 
تبديل به فروليك اسيد شده كه در نهايت به وانيلين تبديل 

از ديگر مسيرهاي متابوليسمي شناخته شده در . مي شود
ژنول مي توان به مسير كاتابوليكي ارتباط با تجزيه او

 Penicilliumاوژنول در يك سويه قارچي از 

simplicissimum  در اين قارچ ابتدا ). 22(اشاره نمود
آنزيم وانيليل الكل اكسيداز و از طريق  به وسيلهاوژنول 

تشكيل يك حدواسط كوئينوني تبديل به كونيفريل الكل 
 Psedomonasليسمي شده كه در نهايت مشابه با مسيرمتابو

sp. HR199  2( در شكل. شودتبديل به وانيلين مي(  
مسيرهاي متابوليسمي شناخته شده اوژنول به وانيلين نشان 

  .داده شده است

آنچه مسلم است اين است كه در بيشتر فرآيندهاي مطالعـه  
 ـزيست تبديلي شده در ارتباط با  ه اوژنول، غلطت وانيلين ب

اصلي بسيار ناچيز بـوده و متابوليتهـاي   عنوان يك متابوليت 
اصلي فروليك اسيد، كونيفريل الكل يا وانيليك اسـيد بـوده   

  ).2جدول(است 

با وجود اينكه طيف متنوعي از ميكرواورگانيسم هـا شـامل   
ــه      ــارچي از جملـ ــاكتري و قـ ــاي بـ ــويه هـ ــواع سـ انـ
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Corynebacterium ــاي مختلفــــــي از ــويه هــــ ، ســــ
Pseudomonas ،Rhodococcus، Byssochlamyces ،

Fusarium ،Amycolatopsis  وPencillium  جهـــــــــت
مطالعــات زيســت تبــديلي اوژنــول بــه متوكســي فنلهــاي  

ارزش توسط محققان بسياري مورد مطالعه و بررسي قرار  با
گرفته اند با اين حال، در تمامي فرآيند هـاي مطالعـه شـده    
مقادير بسيار كمي وانيلـين بـه عنـوان متابوليـت اصـلي در      

   ). 6(لوط واكنش زيست تبديلي تشكيل شده است مخ

  

 مسيرهاي متابوليسمي شناخته شده اوژنول براي ايجاد وانيلين طبيعي -2شكل 

 ارزش ميكروارگانيسم هاي با قابليت زيست تبديلي اوژنول به وانيلين و ديگر متوكسي فنلهاي با -2جدول 

Substrate Microorganism Vanillin yield (g/l) Reference 

Eugenol Pseudomonas resinovorans SPR1 0.24 g/l (12) 
Eugenol Pseudomonas nitroreducens Trace amount● (71) 
Eugenol Rhodococcus opacus PD630 Trace amount (59) 
Eugenol Amycolatopsis sp. HR167 Trace amount (57) 
Eugenol Pseudomonas sp. HR199 0.3  (56) 
Eugenol Pseudomonas putida Trace amount (49) 
Eugenol Pseudomonas spp Trace amount (26) 
Eugenol Pseudomonas sp. TK2102 0.28 (73) 
Eugenol Penicillium simplicissimm Trace amount (22) 
Eugenol Serratia spp Trace amount (59) 
Eugenol Fusarium solani Trace amount (51) 
Eugenol Coynebacterium gltamicum Trace amount (68) 

Trace amount
●

كونيفريـل  وانيلين تشكيل شده در مقادير بسيار ناچيز بوده و متابوليتهاي اصلي حاصل از متابوليسم اوژنول شامل فروليك اسيد، وانيليك اسيد و يا :  
  .الكل بوده است

اوژنول به متوكسي فنلهاي مربوطـه   زيست تبديلينخستين 
ــال در  ــط  1977سـ ــاتوسـ ــي از  تاداسـ ــويه خاصـ در سـ

Corynebacterium sp.     ايـن  . )67( گـزارش شـده اسـت
اســيد بــاكتري قابليــت تجزيــه اوژنــول را از طريــق مســير 

فروليك دارا بوده و متابوليتهـاي اصـلي حاصـل از تجزيـه     
اوژنول، وانيلين، وانيليـك اسـيد و پروتئوكاچوئيـك اسـيد     

با توجه به تجزيه متابوليتهاي تشـكيل  . تشخيص داده شدند
شده در سـويه مـذكور از طريـق مسـير تجزيـه اي اورتـو،       
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مقادير بسيار ناچيزي از وانيلين و وانيليك اسيد در مخلوط 
در مطالعــه . تشــيكل شــده اســت اكــنش زيســت تبــديليو

اسيد  1986در سال  نازارتو  ماوين كورفديگري توسط 
فروليك اسيد به عنوان حدواسـط اصـلي در مسـير تجزيـه     

 .Fusarium solani (Mart.) Saccاوژنول در سويه قـارچي  
با اين وجود تجمعي از وانيلين يـا  . )51( تشخيص داده شد

. پروســه مــذكور مشــاهده نشــده اســتوانيليــك اســيد در 
در  1992و همكارانش در سـال  ماركوس براساس گزارش 

يك فرآيند آنزيمي با كمك آنزيم ليپواكسـيژناز اوژنـول بـه    
با اين وجود غلظت وانيلين توليد . وانيلين تبديل شده است

 ميلي گرم در ليتـر گـزارش شـده اسـت     50تا  30شده تنها 
بـا اسـتفاده از سـويه    ) 1993(و همكارانش  واشيسو. )47(

Pseudomonas sp. TK2012  ميلي گرم  280موفق به توليد
ساير متابوليتهاي اصلي تشكيل شـده  . در ليتر وانيلين شدند

شامل كونيفريل الكل، كونيفريـل آلدئيـد، فروليـك اسـيد و     
 1996در سال  رابن هورست. )73( وانيليل الكل بوده است

را جدا سـازي نمودنـد كـه     .Pseudomonas spسويه اي از
قابليــت توليــد كونيفريــل الكــل و كونيفريــل آلدئيــد را در 

با ايـن  . فروليك را در مقادير بالا دارا بوداسيد مقادير كم و 
عنوان حدواسـط اصـلي مشـاهده    ه وجود تشكيل وانيلين ب

 )1999( لـرچ و  موهيمدر مطالعه ديگري . )26( نشده است
با قابليت تحمل پذيري  Psudomonas putidaسويه اي از 

ثري ؤطـور م ـ ه بالا نسبت به اوژنول جداسازي نمودند كه ب
 فرآينددر . وانيليك تبديل مي نموداسيد فروليك را به اسيد 

 فركـاوا . )49( مذكور تجمعي از وانيلين مشاهده نشده است
فيدبچ موفق بـه تبـديل    فرآيندبا توسعه يك  1999در سال 

درصـد   6/94اوژنول به كونيفريل الكل بـا رانـدمان مـولي    
 Byssochlamysتحت شرايط سلولهاي در حال اسـتراحت  

flava V107   نيـز تجمعـي از    فرآينـد در ايـن  . شـده اسـت
 آورهيج . )26( وانيليك مشاهده نشده استاسيد وانيلين يا 

با بررسي سويه تجزيـه كننـده    2003و همكارانش در سال 
 3/0توليـد  موفـق بـه    Pseudomonas sp. HR199 اوژنـول 

كـه   درصد شـدند  3/89گرم درليتر وانيلين با راندمان مولي 
تا به امروز بالاترين گزارش منتشرشده از توليـد وانيلـين از   

در جديـدترين مطالعـات   . )56( اوژنول محسوب مي شـود 
، بـا  )2011(كـارانش  و همآشـنگرف  صورت گرفته توسط 

ــده  ــالگري شـ ــويه غربـ ــتفاده از سـ  Pseudomonasاسـ

resinovorans SPR1  سوبســتراي اوژنــول را بــا رانــدمان
وانيليـك  اسـيد  درصد بـه   44وانيلين و درصد به  10لي مو

وانيليـك  اسـيد  و تبديل نموده و ماكزيمم غلظـت وانيلـين   
پـس از  به ترتيب درصد  44و  10مذكور فرآيند توليدي در 

ايــن مطالعــه در . )12( ســاعت انكوباســيون بــود 60و  30
همچنين متابوليتهاي اصلي حاصل از كاتابوليسم اوژنول در 

بــا اســتفاده از آناليزهــاي   SPR1 ســويه غربــالگري شــده
تشخيص داده شـده و   HPLC ،GC-Massو  TLCهمزمان 

شكل (مسير متابوليسمي احتمالي اوژنول ترسيم شده است 
3.(  
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  ).P. resinovorans SPR1 )12مسير متابوليسمي زيست تبديلي اوژنول به وسيله  -3شكل 

: به وانيلينميكروبي ايزواوژنول  زيست تبديلي
پروپنيل  - 1- متوكسي - 3-هيدروكسي -4(ايزواوژنول 

يك تركيب فنيل  C10H12O2با فرمول بسته ) بنزن
را هم از طريق استخراج  پروپانوئيدي است كه مي توان آن

مستقيم از برخي روغنهاي گياهي از جمله ميخك، 
جوزهندي و دارچين و هم با استفاده از ايزومريزاسيون 

رغم روشهاي شيميايي متعدد  علي. دست آورده اوژنول ب
وجه به براي ايزومريزاسيون اوژنول به ايزواوژنول، با ت

اينكه ايزواوژنول حاصل در گروه تركيبات طبيعي طبقه 
بندي نمي شود بنابراين براي دستيابي به ايزواوژنول طبيعي 

ي ايزومرازي كه به صورت تجاري در بازار آنزيمهابايد از 

اگرچه از لحاظ قيمتي  .موجود هستند استفاده نمود
ست اما ايزواوژنول طبيعي در مقايسه با اوژنول گران تر ا

در مقايسه با فروليك اسيد طبيعي بسيار مقرون به صرفه تر 
بوده و بنابراين در سالهاي اخير، بيشتر مطالعات براستفاده 
از ايزواوژنول به عنوان يك سوبستراي پيش ساز مناسب 

طيف ). 74(براي توليد وانيلين طبيعي متمركز شده است 
وسيعي از ميكرواورگانيسم هاي مختلف با قابليت 
بيوترانسفورماسيون ايزواوژنول به وانيلين جداسازي شده 

ثر ؤاز بيوكانورژن هاي م ليستي) 3(جدول در . اند
  . ايزواوژنول به وانيلين نشان داده شده است

 ميكروارگانيسم هاي مختلف به وسيلهوانيلين  زيست تبديلي ايزواوژنول به -3جدول 

Microorganism Substrate Vanillin yield (g/L) Molar yield (%) Reference

Candida galli Strain PGO6 Isoeugenol 0.123 48 (11) 
Pseudomonas aeruginosa  Isoeugenol 1.62  17.3 (13) 
Pseudomonas sp. strain KOA1 Isoeugenol 0.88 9.5 (1) 
Pseudomonas sp. isolate ISPC2 Isoeugenol 1.15 10.2 (9) 
Psychrobacter sp. strain CSW4 Isoeugenol 0.088 16.4 (14) 
Pseudomonas putida Isoeugenol 16.1 71 (75) 
Pseudomonas cholororaphis Isoeugenol 1.2 12.9 (38) 
Bacillus subtilis HS8 Isoeugenol 1.36 14.7 (76) 
Bacillus fusiformis Isoeugenol 32.5 5.8 (77) 
Bacillus subtilis B2 Isoeugenol 0.61 12.4 (65) 
Rhodococcus rhodochrous Isoeugenol 1 58 (20) 
Serratia marcescence Isoeugenol 3.8 20.5 (59) 
Aspergillus niger Isoeugenol 0.08 10 (6) 

مشاهده مي شود راندمان توليد ) 3(همانگونه كه در جدول 
وانيلين از ايزواوژنول در مقايسه با اوژنول بسيار بالاتر بوده 
كه حكايت از مناسب بودن اين سوبسـترا بـه عنـوان پـيش     

در سـالهاي اخيـر   . دارد زيست تبـديلي ساز براي مطالعات 
ايزواوژنول به  زيست تبديليتحقيقات وسيعي در ارتباط با 
با توجـه بـه اينكـه رانـدمان     . وانيلين صورت پذيرفته است

هـاي مطالعـه شـده در اثـر      فرآينـد توليد وانيلين در بيشتر 
وانيليـك و يـا احيـاي آن بـه     اسـيد  اكسيداسيون وانيلين به 

، بنـابراين در  )55(وانيليل الكل پايين گزارش شـده اسـت   
بيشتر تحقيقات صورت گرفتـه از اسـتراتژيهاي مختلـف از    

، استفاده از واكنش زيست تبديليجمله بهينه سازي شرايط 
سلولهاي در حال استراحت، استفاده از عصاره هاي عـاري  

از سلول، اضافه نمودن رزينهاي اختصاصي جذب وانيلـين  
 ــ ــين ب ــازي  ه و همچن ــتمهاي دو ف ــارگيري سيس آب و (ك
جهت بهبود راندمان وانيلين توليدي استفاده ) حلالهاي آلي 

در اولين گزارش منتشر شده، غلظت و رانـدمان  . شده است
سـويه   بـه وسـيله  مولي وانيلين ايجاد شـده از ايزواوژنـول   

Aspergillus niger ATCC9142  ــه ترتيــب گــرم  08/0ب
 هـوپ  و رابن هورسـت  .)6(بوده است درصد  10درليتر و

ــال  ــدي 1991درس ــين از    فرآين ــنتز وانيل ــدف س ــا ه را ب
 Serratia marcescenceايزواوژنـول بـا اسـتفاده از سـويه    

DSM30126 راندمان اوليـه وانيلـين توليـدي    . توسعه دادند
سـازي  بوده كه پس از بهينه  درصد 5فقط توسط اين سويه 

ــه  ــذاري ســاعت دوره  216درصــد پــس از  5/20ب گرماگ
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همكـارانش در سـال    و چـاترجي  .)59( افزايش يافته است
 Rhodococcusبــــا اســــتفاده از ســــويه اي از  1999

rhodochrous     سوبستراي ايزواوژنول را بـا رانـدمان مـولي
درصد به وانيلين تبديل نموده و بيشترين غلظت وانيلين  58

 گرم درليتر گزارش شده است 1اخير فرآيند توليد شده در 
 Bacillus sbtilisسـويه   وسيلهبه ه ديگري عدر مطال. )20(

B2  61/0يشـي  غلظت وانيلين توليدي تحت سـلولهاي رو 
درصد بـوده كـه پـس از     4/12گرم در ليتر با راندمان مولي 

گـرم در   9/0استفاده از عصاره عاري از سلول اين ميزان به 
با ) 2006(همكارانش  و زانگ). 65(است ليتر افزايش يافته 

 Bacillus subtilis HS8استفاده از سـويه غربـالگري شـده    
درصـد بـه    7/14لي سوبستراي ايزواوژنول را با راندمان مو

بـا  . )76(تبديل نمود ساعت گرماگذاري  96پس از وانيلين 
بـه  هـم  (حجمي ايزواوژنـول  /درصد حجمي 60استفاده از 

 وانيلـين در غلظـت  ) حـلال  به عنوانسوبسترا و هم  عنوان
 Bacillus fusiformisسـويه   بـه وسـيله  گرم درليتـر   5/32

SW-B9 تنهـا   فرآينـد راندمان مولي ايـن  . توليد شده است
گزارشـي  ) 2006(و همكارانش  زآاو ).77(بود  درصد 8/5

بـا قابليـت    Bacillus fusiformis CGMCC1347از سـويه  
ميـزان  . ايزواوژنول به وانيلـين منتشـركردند  زيست تبديلي 

وانيلين در سويه مذكور در حالت طبيعي بسـيارناچيز  توليد 
رزين اختصاصي  گرم درليتر 5/12نمودن پس از اضافه  .بود

HD-8 گرم درليتر  50گرم درليتر از  1/8، غلظت وانيلين به
 زيسـت تبـديلي   سـاعت واكـنش   72ايزواوژنول و پـس از  

 درصـد بـوده اسـت    4/17 فرآينـد راندمان مولي اين . رسيد
ــه در. )78( ــاناانجــام شــده ديگــري توســط   مطالع و  كاس

غلظت و راندمان مـولي وانيلـين تهيـه    ) 2007(همكارانش 
 Pseudomonas chlororaphisشده از ايزواوژنول در سويه 

CDAE5  درصـد بـود   6/12گـرم درليتـر و    2/1ترتيـب  به 
 ـ) 2007(و همكـارانش   هـووا در مطالعه ديگـري  . )38( ه ب

تحت  Bacillus pumilus S1وسيله سلولهاي رويشي سويه 
گرم درليتر وانيلين با راندمان مولي  75/3شرايط بهينه شده، 

 ـگرماگـذاري  سـاعت   150درصد پـس از   5/40 دسـت  ه ب

وسـيله  ه همكارانش ب و يامادا ،2007در سال . )33( آوردند
 Pseudomonasاســتراتژي ســلولهاي درحــال اســتراحت 

putida IE27     10درحضــور تحـت شـرايط بهينــه شـده و 
دسـتيابي  موفق بـه  ) DMSO(دي متيل سولفوكسايد  درصد

درصد پس از  71گرم درليتر وانيلين با راندمان مولي  1/16
تا بـه امـروز   . )75( شدند زيست تبديليواكنش  ساعت 24

بالاترين راندمان وانيلين توليدي از ايزواوژنـول مربـوط بـه    
اگرچه مطالعات مشـابه ديگـري در   . همين مطالعه مي باشد

ايزواوژنـول در سـويه هـايي از     زيسـت تبـديلي  ارتباط بـا  
Pseudomonas nitroreducens Jin1 )71 ( و

Arthrobacter sp. TA13 )65 (   صورت پذيرفته اسـت، بـا
ن حال ميزان وانيلين توليد شده از ايزواوژنـول در سـويه   اي

و آشـنگرف  . هاي مذكور بسيار پايين گزارش شـده اسـت  
گــزارش نمودنــد كــه بــاكتري  2008همكــارانش در ســال 

Pseudomonas sp. strain ISPC2  ــد از ــاعت  96بع س
گـرم در ليتـر    15/1واكنش زيست تبديلي، قادر بـه توليـد   

 4/12ايزواوژنـول بـا رانـدمان مـولي     وانيلين از سوبستراي 
ــد   ــي باش ــد م ــات  . )9( درص ــايج تحقيق ــنگرفنت و  آش
نيز نشان داد كه بيشترين غلظـت   1389همكارانش در سال 
توسـط سـويه   ) ميلي گـرم درليتـر   880(وانيلين توليد شده 

KOA1 Pseudomonas sp.  درجه سانتي گراد  30در دماي
زيسـت  ساعت واكـنش   96پس از  rpm 150و دور شيكر 

در اين تحقيـق رانـدمان  مـولي تهيـه     . به دست آمد تبديلي
در . )1( درصد بوده است 5/9وانيلين طبيعي از ايزواوژنول 

 ـ  آشنگرف، 2010سال  ي سـلولها وسـيله  ه و همكـارانش، ب
تحـت شـرايط بهينـه     Pseudomonas sp. KOB10رويشي 

فاكتوري و تـاگوچي موفـق   ي تك روشهاشده با استفاده از 
گـرم در ليتـر وانيلـين از سوبسـتراي      14/3به دسـتيابي بـه   

ساعت  88درصد پس از  5/22ايزواوژنول با راندمان مولي 
در مطالعـه صـورت   . )10( واكنش زيسـت تبـديلي شـدند   

و همكارانش بـراي   آشنگرف، 2011گرفته ديگري در سال 
زيسـت  يـت  اولين بار پتانسيل سويه هـاي مخمـري بـا قابل   

ايزواوژنول به وانيلين و وانيليـك اسـيد را بررسـي     تبديلي
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نتايج نشان داد كه بيشترين ميزان وانيلـين توليـدي   . نمودند
 60درصد پس از  7/25با راندمان مولي ) گرم درليتر 12/1(

تحـت سـلولهاي در حـال     زيسـت تبـديلي  واكنش ساعت 
ده ايجاد ش Candida galli PGO6استراحت سويه مخمري 

و  آشــنگرفدر تحقيــق ديگــري نيــز، توســط . )11( اســت
، براي اولين بـار پتانسـيل سـويه هـاي     )2012(همكارانش 

نمك دوست نسبي و تحمل كننده نمك بـا قابليـت تبـديل    
نتـايج نشـان داد   . زيستي ايزواوژنول به وانيلين بررسي شد

 ـ( گـرم در ليتـر ايزواوژنـول    10با اسـتفاده از  كه  عنـوان  ه ب
گــرم در ليتــر تحــت  28/1در غلظــت ين وانيلــ ،)سوبســترا
ــرايط  ــلولهاشـ ــتراحت سـ ــال اسـ ــيلهي در حـ ــه وسـ  بـ

Psychrobacter sp. CSW4 در . )14( توليــد شــده اســت
و  آشـنگرف جديدترين مطالعـات صـورت گرفتـه توسـط     

ي روشـها از ) 16( 2013و ) 2( 1391همكارانش در سـال  
 ـبنكن  -باكسبهينه سازي تاگوچي و  طـور  ه سطح پاسخ  ب

موفقيت آميزي در بهينه سازي توليد وانيلين از ايزواوژنـول  
 Psychrobacter sp. strain CSW4در سويه نمك دوسـت  

 ـ. استفاده شد دسـت آمـده بـا اسـتفاده از     ه براساس نتايج ب
ي تاگوچي و سطح پاسخ، وانيلين در رانـدمان هـاي   روشها
ي واكنشـها سـاعت   24درصد پـس از   8/43و  3/36مولي 

ايزواوژنـول بـه    زيست تبديلي. زيست تبديلي ايجاد گرديد
آنزيمي نيز مـورد  زيست واكنشگرهاي وانيلين با استفاده از 

 Sigma(از آنزيمهاي ليپواكسيژناز . مطالعه قرار گرفته است

L8383) (47 ( و عصــاره هــاي آنزيمــي اســتخراج شــده از
بـه   ايزواوژنـول  زيست تبـديلي براي نيز ) 44(كنجاله سويا 

هـردوي ايـن   بـا ايـن حـال در    . وانيلين استفاده شده است
درصـد   15تـا   10ها راندمان وانيلين توليد شده بين  فرآيند

در ارتبـاط بـا مسـيرهاي متابوليسـمي     . گزارش شده اسـت 
اوژنول بايد متذكر شد كه گرچه در مقايسه با اوژنول و ايزو

فروليك مطالعات بسيار كمي صورت گرفته اما با اين اسيد 
حال مسيرهاي متابوليسمي آن در برخي سويه هاي خـاص  

مســير  5بــه طــور اختصاصــي مطالعــه شــده و در نهايــت 
متابوليسمي احتمالي براي تبـديل ايزواوژنـول بـه وانيلـين     

 ). 4شكل (شنهاد شده است پي

 
 مسيرهاي متابوليسمي پيشنهادي براي تبديل زيستي ايزواوژنول به وانيلين با استفاده از سلولهاي ميكروبي -4شكل 
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اكسيداســيون زنجيــره جــانبي بانــد دوگانــه در مســير اول، 
وسـيله آنـزيم القـايي مونواكسـيژناز، ايجـاد      ه ايزواوژنول ب

نموده كه در نهايت پس حدواسط هاي اپوكسيدي و ديولي 
 ـ(از هيدروليز شدن تبديل به وانيلين مي شوند  ه اين مسير ب

 Pseudomonasطـــور خـــاص در ســـويه بـــاكتري    

nitroreducens Jin1   شناسايي شده و ژن مربوط به آنـزيم
در ). 64) (ايزواوژنول مونواكسيژناز كلون و بيان شده است

اكسيداسـيون زنجيـره جـانبي بانـد      ،دوممتابوليسمي مسير 
آنـزيم القـايي مونواكسـيژناز،     به وسـيله دوگانه ايزواوژنول 

ه اين مسير ب(ايجاد وانيلين از ايزواوژنول مي نمايد  مستقيماً
 Pseudomonas putida IE27طورخاص در سويه بـاكتري  

شناسايي شده و ژن مربوط به آنزيم مونواكسـيژناز كلـون و   
 به وسـيله ايزواوژنول  ،مسير سومدر ). 75) (بيان شده است

تبديل بـه وانيلـين و    استيلبن دي اكسيژنازيك آنزيم به نام 
 ـ  (استالدئيد مي شود  طـور خـاص در سـويه    ه ايـن مسـير ب

ــاكتري   Pseudomonas paucimobilis TMY1009بـ
). 36) (شناسايي شده و ژن مربوطه كلون و بيان شده است 

هيدروكسيلاسـيون گـروه متيـل انتهـايي      ،مسير چهـارم در 
ايزواوژنول، ايجـاد كونيفريـل الكـل نمـوده كـه در نهايـت       

اين مسـير  (مشابه با مسير اوژنول تبديل به وانيلين مي شود 
به عنوان يك مسير احتمالي براسـاس تشـخيص متابوليـت    

پيشنهاد شده  واكنش زيست تبديلي هاي مذكور در مخلوط
مسـير  در نهايـت در   و). 58(ه است و تا به حال تاييد نشد

پليمريزاسيون ايزواوژنول منجر به ايجـاد   ،پنجممتابوليسمي 
محصولي به نام دي هيدروايزواوژنول نموده كـه محصـول   
فوق يك محصول مرده قلمداد شده و قابليت تبديل شـدن  

مكانيسـم پليمريـزه شـدن ايزواوژنـول      .به وانيلين را ندارد
زواوژنول تا به امروز مشخص نشده براي ايجاد دي هيدرواي

  ).  64(است 

  و پيشنهادات نتيجه گيري 

گرايش جوامع بشري براي مصرف فرآورده هاي طبيعي در 
ــتفاده از    ــين در اس ــب محقق ــر موجــب ترغي ــالهاي اخي س

بيوكاتاليزورهاي ميكروبي بـراي سـنتز محصـولات طبيعـي     
ي سـنتز شـيميايي   روشـها در حـال حاضـر،   . گرديده است

بيشتر صنايع توليد كننده تركيبات طبيعي از جمله وانيلين و 
طـرز قابـل توجـه اي    ه ارزش را ب ديگر متوكسي فنلهاي با

با اين حال، با توجه بـه  . تحت الشعاع خود قرار داده است
اينكه سنتز شيميايي باعث آلودگي زيست محيطي و فقـدان  
ــتفاده از     ــين اس ــده و همچن ــترايي ش ــيت سوبس اختصاص

ليزورهاي شيميايي، براساس قوانين تصويبي در اروپا و كاتا
آمريكا از سوي سازمانهاي مسئول نظارت بر فرآورده هـاي  

ويژه فرآورده هـاي دارويـي و غـذايي، در    ه بيوتكنولوژي ب
بســياري از صــنايع دارويــي و غــذايي محــدود و حتــي در 

 بـا توجـه بـه   ). 58و 39 (مواردي هم ممنوع گرديده است 
رونــد روبــه رشــد تقاضــاي مصــزف جهــاني بــراي توليــد 
تركيبات معطر طبيعي به دليل اطمينان از كيفيت مطلـوب و  

نها و همچنـين افـزايش رو بـه رشـد تقاضـاي      آسالم بودن 
جهاني، لزوم جستجوي منابع جايگزين براي توليد وانيلـين  

 مهـم  درحال حاضر). 46 و 30 ،21(طبيعي الزامي مي باشد 
سـاير   ند بيوتكنولوژي براي تهيه وانيلين طبيعي وترين فرآي

زيسـت  ) وانيليـك اسيد به ويژه (ارزش  متوكسي فنلهاي با
زيســت فرآينــد . )58و 39  ،30( ميكروبــي اســت تبــديلي
فرآيندي همسو و متناسب بـا محـيط    ميكروبي اولاً تبديلي

ــاً) )Green chemistry(شــيمي ســبز(زيســت بــوده   و ثاني
 ـ  زيسـت تبـديلي   وسـيله فرآينـد  ه تركيبات معطر توليدي ب

ميكروبي جزء تركيبات معطر طبيعي طبقه بندي مي شوند و 
بنابراين در بازارهاي جهـاني بـا اسـتقبال بـالايي از سـوي      

طور كلي توليـد  ه ب). 74(مصرف كنندگان مواجه مي شوند 
تركيبات طبيعي با استفاده از فرآيندهاي بيوتكنولـوژي مـي   

واند امكان توليد بيشتر محصول، توليد طعم هاي طبيعـي،  ت
اطمينان از كيفيت ثابت و مطلوب محصول، آساني مراحـل  
خالص سازي و توليد تركيبات ويـژه اي كـه بـا روشـهاي     

در دو دهـه  . مصنوعي امكان پذير نمي باشد را فراهم نمايد
اخير تلاشهاي بسياري براي توليد وانيلين طبيعـي از پـيش   

ــازه ــه  س ــت از جمل ــي ارزان قيم ــيد اي فنل ــك، اس فرولي
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ايزواوژنول و اوژنول صورت پذيرفته كه منجر به شناسـايي  
ميكروارگانيسم هاي مختلف توليد كننده وانيلين شده است 
. اما با اين حال تا به امروز به مرحله صنعتي نرسـيده اسـت  

مشكل اصلي در توليد ميكروبي وانيلين، اكسيداسيون بالاي 
وانيليك و يا احياي آن به وانيليل الكل مـي  اسيد ين به وانيل
ي جـانبي منجـر بـه كـاهش     واكنشـها هـر دوي ايـن   . باشد

و 58 (چشمگيري در غلظت وانيلـين توليـدي مـي شـوند     
در بيشتر ميكروارگانيسم هاي مطالعه شده تا به امروز، ). 74

وانيلين توليد شده دسـتخوش اكسيداسـيون قـرار گرفتـه و     
وانيليك اسيد شده كه تركيب اخيـر يـا دي متيلـه    تبديل به 

شده و تبديل به پروتئوكاچوئيك اسيد مي شود و يـا اينكـه   

دي . دكربوكســيله شــده و تبــديل بــه گايــاكول مــي شــود 
متيلاسيون گايـاكول ايجـاد كـاتكول نمـوده كـه مشـابه بـا        
پروتئوكاچوئيك اسيد به عنوان يك سوبسـتراي معمـول در   

از ). 58و 13(يا متا قرار مي گيـرد   مسيرهاي شكست اورتو
بنـابراين   ،آنجايي كه وانيلين يـك تركيـب آلدئيـدي اسـت    

داراي واكنش پذيري بالا با تركيبات سلولي ميكروارگانيسم 
ها به ويژه با گروههاي تيولي آنزيمي بوده كـه همـين امـر    
ــتر      ــراي بيش ــين ب ــالاي وانيل ــيار ب ــميت بس ــه س ــر ب منج

ت، بنــابراين در بيشــتر  ميكروارگانيســم هــا شــده اسـ ـ  
ميكروارگانيســم هــا بــه منظــور كــاهش ســميت وانيلــين،  

  . )5ل شك(وانيلين رخ مي دهد  زيست تبديليي واكنشها

  
  ).58(وانيلين  زيست تبديليمتابوليسمي پيشنهادي در ارتباط با  مسيرهاي -5شكل 

وانيليـك از  اسـيد  مطالعات زيـادي در ارتبـاط بـا تشـيكل     
براي مثال نرخ بالاي تجزيه وانيلـين در  . وانيلين وجود دارد

دليـل اصـلي بـر     Pseudomonas putida I58سويه باكتري 
در ايـن  . عدم تشكيل وانيلين از فروليك اسـيد بـوده اسـت   

 سويه راندمان توليد وانيليك اسيد از فروليك اسيد بـيش از 
در سـويه هــايي از  ). 27(درصـد گــزارش شـده اســت    98

Bacillus subtilis  وStreptomyces setonii  نيز نرخ تجزيه
وانيلين به وانيليك اسيد بسيار بالا بوده و پيشنهاد شـده كـه   
اكسيداسيون از طريق يك آنـزيم بـه نـام وانيلـين اكسـيداز      

جامع ترين مطالعـه در ارتبـاط   ). 29(صورت پذيرفته است 
وانيلين به وانيليك اسيد در سويه  زيست تبديليبا مكانيسم 

گـزارش شـده اسـت     Pseudomonas sp. HR199بـاكتري  
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براساس مطالعه انجام شده سري كامل ژنهاي مسـئول  ). 7(
وانيلين تـا شكسـته شـدن در مسـير اورتـو       زيست تبديلي

توجـه بـه نـرخ بـالاي      بنـابراين بـا  . تشخيص داده شده اند
بيوكانورژن وانيلين،  لزوم استفاده از اسـتراتژيهاي مختلـف   

. الزامـي مـي باشـد   زيسـت تبـديلي   جهت كاهش يا مهـار  
استفاده از ) 1:  استراتژيهاي پيشنهادي به شرح زير مي باشد

تكنيكهـــاي ايموبيليزاســـيون جهـــت ايمـــوبيليزه كـــردن 
دسترســي  سوبســتراهاي اوژنــول و ايزواوژنــول بــا هــدف

تدريجي ميكروارگانيسم به سوبسترا، كـاهش سـميت آن و   
نتيجه افزايش راندمان غلظت وانيلين توليدي در مخلوط  در

اسـتفاده از عوامـل جهـش زاي    ) 2. زيست تبـديلي واكنش 
فيزيكي و شيميايي با هدف ايجاد سويه هاي تحمل پذير با 

خلوط پتانسيل تجزيه كنندگي كمتر وانيلين توليد شده در م
طراحـي سيسـتمهاي دوفـازي    ) 3. زيسـت تبـديلي  واكنش 

مناسب با هدف بازيافت مـداوم محصـول و جلـوگيري از    

ــه شــدن بيشــتر آن بررســي و مطالعــه رزينهــاي ) 4. تجزي
بـه   و انتخاب رزينهـاي مناسـب   اختصاصي جاذب وانيلين

زيسـت  منظور افزايش راندمان وانيلين توليدي در واكـنش  
 زيسـت تبـديلي  ي واكنشـها بررسـي و مطالعـه   ) 5. تبديلي

پروپنيل بنزنهـا تحـت كشـت مخلـوط سـويه هـاي بـومي        
بـا  پروپنيل بنزنها  زيست تبديليمطالعه ) 6. غربالگري شده

بررسي و مطالعه دقيق تـر  ) 7. استفاده از پروسه هاي فيدبچ
مسيرهاي متابوليسمي سوبستراهاي پروپنيل بنزنـي مطالعـه   

بـومي جـدا شـده بـا هـدف تشـخيص        شده در سويه هاي
ژنهاي توليـد كننـده وانيلـين و بررسـي امكـان اسـتفاده از       
مهندسي متابوليك به عنوان يك اسـتراتژي مناسـب جهـت    

اسـتفاده از عوامـل   ) 8و  ايجاد سويه هاي نوتركيب كارآمد
جهت بازدارندگي آنزيمهاي دهيـدروژنازي   آنتي اكسيدانتي

  .وانيلين ي زيست تبديليهاواكنشاحتمالي دخالت كننده در 
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Abstract 

The rising popularity of natural aroma products has triggered off significant research 
activities to use biocatalysts for the production of natural flavor compounds. Vanillin is 
of major interest for the flavor and fragrance industry. It has been widely used as a 
flavoring agent in foods, perfumes, beverages, pharmaceuticals and medical industries. 
Two main approaches for the production of natural vanillin are direct extraction from 
botanical sources and microbial bioconversion. Considering the various applications of 
vanillin and increasing consumer-led demand for natural vanillin and also due to the 
fact that the extraction from botanic sources is very time consuming, expensive and 
does not satisfy the worldwide demand, alternative biotechnological methods for its 
production are being constantly explored. Microbial bioconversion has been extensively 
exploited to make modifications in the structure of the organic compounds. Microbial 
cells can be efficiently used as a eco-friendly biocatalyst in the conversion of substrates 
as precursors into value-added products. The current review emphasizes the microbial 
bioconversion routes involved biological production of natural vanillin based on the 
microbial conversion of henylpropanoids.  

Keywords: Natural vanillin, Biotransfromation, Microbial cells, Phenylpropanoid 
substrates 

  

   


