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  چكيده

با توجـه بـه     .  ميكروبي است  تبديلي  زيستدو روش عمده دستيابي به وانيلين طبيعي شامل استخراج مستقيم از منابع گياهي و                :سابقه و هدف  
 وانيلين و افزايش روزافزون تقاضا براي مصرف وانيلين طبيعي و همچنين از آنجا كه استخراج از منابع گياهي بـسيار پرهزينـه و         كاربرد گسترده 

 كـه بـراي     ،در ايـن پـژوهش    . زمان بر است و به تنهايي قادر به تامين بازارهاي جهاني نيست، توسعه فرايندهاي جايگزين مناسب الزامي اسـت                  
    .ن انجام شده، كاربرد زيست تبديلي ميكروبي در ايجاد وانيلين طبيعي از ايزواوژنول بررسي شداولين بار در ايرا

گـري اوليـه      غربال. هاي باكتريايي جدا شده به ايزواوژنول و وانيلين، به روش رقت در آگار تعيين شد                پذيري سويه   ميزان تحمل  :ها مواد و روش  
 مـورد سـنجش قـرار       AOAC  انجام شد و وانيلـين حاصـل بـه روش             TLCواوژنول به وانيلين از طريق      هاي باكتريايي با قابليت تبديل ايز       سويه
  . مورد شناسايي قرار گرفتUV و TLCوانيلين تهيه شده از اين روش با وانيلين استاندارد طي دو روش . گرفت

 96 پـس از     rpm 150 و دور شيكر     C°30 در دماي    KOA1توسط سويه   )  ميلي گرم در ليتر    880(بيشترين غلظت وانيلين توليد شده       : ها يافته
  . درصد بود5/9در اين تحقيق راندمان  مولي تهيه وانيلين طبيعي از ايزواوژنول . ساعت واكنش زيست تبديلي به دست آمد

هـاي برتـر     در انتخـاب سـويه  ، گام نخـست ها هاي توليد كننده وانيلين از منابع طبيعي و شناسايي اوليه اين سويه            جداسازي سويه  :گيري نتيجه
  .براي توليد ميكروبي وانيلين از ايزواوژنول است

  ايزواوژنول، زيست تبديلي ميكروبي، وانيلين :واژگان كليدي

   مقدمه •
گرهاي ميكروبي به طور روزمـره  در          امروزه، زيست واكنش  

اي در صـنايع داروسـازي و         صنايع غـذايي و بـه طـور فزاينـده         
 مــواد شــيميايي خــاص و بــا ارزش بــا شـيميايي بــراي ســنتز 

هاي با ارزش      از فراورده  .روند  پتانسيل صنعتي شدن به كار مي     
تـوان بـه      گرهاي ميكروبي مـي     توليدي از طريق زيست واكنش    

هـــا، انـــواع  انـــواع تركيبـــات اســـتروئيدي، پروســـتاگلاندين
هاي غذايي و انواع تركيبات       هاي خاص، نگهدارنده    بيوتيك آنتي

متوكــسي -3-هيدروكــسي-4وانيلــين يــا . كــردمعطــر اشــاره 
تــرين تركيبــات   از مهــمC8H8O3بنزآلدئيـد بــا فرمــول بــسته  

معطرآروماتيــك اســتفاده شــده در صــنايع غــذايي، آرايــشي،  
از وانيلـين در صـنايع   ). 1(بهداشتي، پزشكي و دارويـي اسـت       

مختلف غذايي به عنوان طعم دهنده و همچنين بـا توجـه بـه              
ني و ضد ميكروبي آن به عنوان نگهدارنـده         اكسيدا خواص آنتي 

 بـراي اولـين بـار       1859وانيلين در سـال     ). 2(شود  استفاده مي 
در .  از عصاره الكلي دانه وانيـل اسـتخراج شـد          Gobleyتوسط  

 موفق شد تا فرمول بسته اين تركيب را به  Carles 1872سال 
 و  Tiemann ساختمان آن توسط     1874سال   دست آورد و در   

Harman   وانيلين توسط    ،در همان سال  .  تعيين شد Harman  
  ). 3، 4( به صورت صنعتي سنتز شد Riemerو 

 30000 در حال حاضر، مصرف جهاني وانيلـين بـيش از   

 ميليـارد دلار    2تن درسال است كه ارزش خـالص آن معـادل           
دو نوع تجاري از وانيلـين در بازارهـاي جهـاني موجـود             . است
سـازهاي ليگنينـي و    ه عمدتاً از پيشوانيلين شيميايي ك  : است

 دلار  15شود و قيمت تمام شـده آن حـدود            گاياكول سنتز مي  
و ديگري وانيلين طبيعي كـه      ) 5،  6(به ازاي هركيلوگرم است     

 Vanilla planifoliaهاي گيـاه   از طريق استخراج الكلي از دانه
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 4000 تـا    1200شود و قيمت تمام شـده آن حـدود            تهيه مي 
تـر از      بـار گـران    250تقريبـاً   (اي هركيلـوگرم اسـت      دلار به از  

دلايـل بـالا بـودن قيمـت تمـام شـده            ). 7) (وانيلين سنتتيك 
ــوايي،    ــرايط آب و ه ــببب ش ــه س ــدتاً ب ــي عم ــين طبيع وانيل
پيچيدگي شرايط كشت، طولاني بودن زمان پروسه و سـختي          

با وجود افزايش تقاضاي روزافزون براي      . مراحل استخراج است  
ه وانيل طبيعي، با توجه به نرخ بسيار بـالاي آن و         مصرف عصار 

همچنين خلوص پايين محصول توليـدي، توسـعه فراينـدهاي          
  درحـال حاضـر،   ). 8(رسـد     جايگزين مناسب الزامي به نظر مي     

ترين فرايند بيوتكنولوژي بـراي تهيـه وانيلـين طبيعـي و              مهم
هـاي بـا ارزش، زيـست تبـديلي ميكروبـي              ساير متوكسي فنل  

   .است
ــتفاده از     ــي، اسـ ــديلي ميكروبـ ــست تبـ ــور از زيـ منظـ

گـر بـراي تبـديل     ها به عنـوان زيـست واكـنش     ميكروارگانيسم
سازهاي طبيعي به تركيبات طبيعي با ساختار مشابه امـا            پيش

سازهاي طبيعي    تبديل پيش . با ارزش افزوده بسيار بالاتر است     
 ، اوژنـول  )12(، وانيليـك اسـيد       )9-11(مانند فروليك اسـيد     

بـــه وانيلـــين بـــا اســـتفاده از ) 14-17(و ايزواوژنـــول ) 13(
گـر بـه      هاي مختلف به عنوان زيـست واكـنش         ميكرواورگانيسم

ــت     ــه اس ــرار گرفت ــه ق ــورد مطالع ــيعي م ــور وس ــين . ط از ب
سازهاي طبيعي به كار رفته براي توليد وانيلين طبيعي تا         پيش

) ر گـرم در ليت ـ    10بـيش از    (به امروز بيشترين بازده توليـدي       
بـا توجـه بـه      ) 18،  19(براي فروليك اسيد گزارش شده است       

اينكــه فروليــك اســيد طبيعــي، بــسيار گــران قيمــت اســت و 
هـاي اخيـر بيـشتر        در سال . دسترسي كافي به آن وجود ندارد     
سـازهاي ارزان قيمـت ماننـد         مطالعات روي اسـتفاده از پـيش      

اي فنيـل پروپانوئيـده   . اوژنول و ايزواوژنول متمركز شده اسـت      
ليگنيني مانند اوژنول و ايزواوژنول كـه بـه مقـادير فـراوان در              

يافـت  ) Clove oil(هاي گياهي به ويـژه روغـن ميخـك     روغن
شوند، به عنوان سوبـستراهاي ارزان قيمـت طبيعـي بـراي              مي

دگرگون سازي ميكروبي از پتانـسيل بـسيار بـالايي برخـوردار            
، Aspergilluis niger :ها ماننـد  برخي ميكرواورگانيسم. هستند

Serattia ،Bacillus subtilis   ،Bacillus fusiformis ، 
Rhodopcoccus rhodocourous و Pseudomonas putida و   
Pseudomonas cholororaphis  د ايزواوژنـول را بـه   ن ـتوان مـي

با توجـه بـه اينكـه وانيلـين بـه           ). 1،  16(وانيلين تبديل كنند    
ر تجزيه ايزواوژنـول ايجـاد      عنوان يك حد واسط اصلي در مسي      

اي در ارتبـاط بـا تهيـه وانيلـين از             شود، تحقيقات گسترده    مي
راندمان توليد وانيلين در اثـر      . ايزواوژنول صورت پذيرفته است   

اكسيد شدن وانيلين به وانيليك اسيد يا احيا به وانيليل الكـل            
در اولـين گـزارش     ). 20(توسط ميكروارگانيسم، پـايين اسـت       

، غلظت و رانـدمان مـولي وانيلـين ايجـاد شـده از              منتشر شده 
 Aspergillus nigerايزواوژنول به وسيله سويه خاصي از قـارچ  

در ). 21(بــوده اســت % 10 گــرم در ليتــر و 08/0بــه ترتيــب 
 و همكاران   Shimoni توسط   2000مطالعه ديگري كه در سال      

، غلظـت و رانـدمان مـولي وانيلـين توليـد شـده از               هانجام شد 
 Bacillus subtilis strainاوژنول به وسيله سويه خاصي از ايزو

B2    گزارش شده اسـت     % 4/12 گرم در ليتر و      61/0 به ترتيب
 توســط 2007در يكــي از جديــدترين مطالعــات ســال ). 15(

Kasana          و همكاران غلظت و راندمان مولي وانيلين تهيه شده 
ــي از    ــويه خاصــ ــول در ســ  Pseudomonasاز ايزواوژنــ

cholororaphis  گزارش  % 6/12 گرم در ليتر و 2/1 به ترتيب
اگرچــه در بيــشتر مطالعــات صــورت  ). 16(داده شــده اســت 

پذيرفته، راندمان توليد وانيلين از ايزواوژنول نسبتاً پايين بوده؛         
ولي با اين حال با توجه به ارزان بـودن و در دسـترس بـودن،                

 براي توليـد    ساز  همچنان ايزواوژنول به عنوان سوبستراي پيش     
در اين پژوهش كه براي اولين بار در        . شود  وانيلين پيشنهاد مي  

گيرد، توليد وانيلين از ايزواوژنـول بـه وسـيله            ايران صورت مي  
هاي باكتري بومي جدا شده، مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه          سويه
  .است
  ها  مواد و روش •

  %  98مـــواد شـــامل ايزواوژنـــول  :هـــا مـــواد و دســـتگاه
  از %  99و وانيلــــــين ) تــــــرانس -مخلــــــوط ســــــيس(

 TLCصفحات  ). St.Louis,Mo(  خريداري شد    سيگماشركت  
(thin layer chromatography))  آلومينيــومي بــا فــاز ثابــت

هگـــزان، اتيـــل اســـتات، اســـيد -60F254 (  ،nســـيليكازل 
ــر، محلــول بــي   كلريــدريك، اســيد ســولفوريك، دي اتيــل ات

 مـرك آلمـان   كت  از شـر  % 99سولفيت سديم اشباع و اتـانول       
ساير مواد شيميايي استفاده شده بـا درجـه خلـوص           . تهيه شد 
  . بالا بودند

 UV-vis Spectrophotometer: ها عبارت بودنـد از  دستگاه
)SPECORD S10( هيتر استيرر ،) هيدولف، آلمـان( ،Rotary 

evaporator) Heidolph, Germany ( ،Transilluminator 
)UVp, TS-36, U.S.A ( لاو، شـيكر دورانـي   ، اتـوك)orbital 

incubator S150, Stuart Scientific(  و لــوازم معمــولي ،
  . آزمايشگاهي
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هـاي     سـويه بـاكتري از خـاك       24 :ها و شرايط كـشت     سويه
هـاي  منـاطق       هـا و گلخانـه      آوري شـده ازمـزارع، باغچـه        جمع

هاي ريحان، ميخـك، گياهـان    خاك(مختلف در ايران جدا شد      
هـا از     ايـن نمونـه   ). تلفـي از گياهـان معطـر      دارويي و انواع مخ   

جهـت غنـي    . آوري شده بودنـد     اصفهان، يزد و كردستان جمع    
هاي باكتري مختلـف از محـيط پايـه           سازي و جداسازي سويه   

 ): حجمي/ درصد وزني(نمكي با تركيب زير استفاده شد 
(NH4)2SO4 2/0 , CaCl2.2 H2O 02/0 , MgSO4.7H2O 05/0 , 
FeSO4.7H2O 0025/0 , KH2PO4 03/0 ,  Na2HPO4.12H2O 15/0  

  
%  2در موارد لزوم براي جامد كردن محـيط كـشت بـه آن         

 محيط كـشت قبـل از اتـوكلاو كـردن بـا             pH. آگار اضافه شد  
پـس از   .  رسانده شد  7هيدروكسيد سديم يك نرمال به حدود       

 درصـد   1/0(اتوكلاو كـردن، غلظـت مشخـصي از ايزواوژنـول           
ا منبـع كـربن و انـرژي، پـس از           به عنوان تنه  ) حجمي/حجمي

بـا  ) ميلـي پـور   (هـاي غـشايي       استريل كـردن ازطريـق پالايـه      
  .ميكروني به آن اضافه شد/. 22قطرسوراخ 

هـاي    پذيري غلظـت    هاي با قابليت تحمل     گري سويه   غربال
پـذيري    براي تعيين ميزان تحمل   : بالاي ايزواوژنول و وانيلين   

و وانيلـين از روش     هاي جدا شده نـسبت بـه ايزواوژنـول            سويه
ليتـري     ميلي 100هاي    به ارلن ). 22(رقت در آگار استفاده شد      

 ازنوترينــت آگــار ذوب شــده، تــراكم خاصــي از ml20حــاوي 
هـاي    ايزواوژنول و وانيلين اضـافه شـد و سـپس داخـل پليـت             

هــاي اســتوك  محلــول.  ريختــه شــدcm8اي بــه قطــر  شيــشه
 تهيه شد و     )DMF(ايزواوژنول و وانيلين در دي متيل فرماميد        

با قطر سوراخ   ) ميلي پور (هاي غشايي     با پالايش از طريق پالايه    
ميزان تراكم استفاده شـده بـراي       .  ميكروني استريل شد   22/0

مولار به ترتيب عبارت بـود        ايزواوژنول و وانيلين برحسب ميلي    
 ،  65،  60،  55،  50 ، 40،45،  30،35،  25،  20 ، 15،  10،  5: از

، 30، 25، 20، 15، 10، 5، 1ي ايزواوژنول و   برا80و 75 ،   70
هاي آگاردار در دماي      پليت.  ميلي مولار براي وانيلين    40 و   35
C°40    دقيقه قرار گرفتند تا سطح مرطـوب آنهـا          30 به مدت 

 ميكروليتر از محيط    10خشك شود و سپس به وسيله سمپلر        
رشــد (مــايع كــه ميكــروب مــورد نظــر درآن رشــد كــرده بــود

 مك فارلند بود روي محيط آگاردار       5/0و تراكم آن    ) لگاريتمي
پليت ها  ). cfu/ml108 ×5/1 ميكروب تلقيح شده(قرار گرفت 

، 72،  48،  24هـاي      در ساعت  C°30گذاري در     پس از گرمخانه  
  .  مورد مطالعه قرار گرفتند144 و 120، 96

 تبديل كننـده ايزواوژنـول بـه      هاي    گري اوليه سويه    غربال
هاي باكتري در يك محيط بيوترانسفورماسيون        سويه :وانيلين

.  سـاعت كـشت داده شـد   24بـه مـدت   )  GY(طراحي شـده    
به محـيط  )  حجمي/ حجمي% ( 1سپس ايزواوژنول در غلظت     

/ درصـد وزنـي   (تركيب محيط به صورت زيـر بـود         . افزوده شد 
  ):حجمي 

, 02/0, CaCl2.2 H2O 2/0, (NH4)2SO4 05/0, Yeast extract 5/0Glucose  
KH2PO4 03/0 , Na2HPO4.12H2O 15/0 , MgSO4.7H2O 05/0  

  
ــد از    ــه 24 بع ــاعت گرمخان ــل     س ــدا ك ــافي ابت ــذاري اض گ

 نرمال  10سوپرناتانت را جدا كرده، به وسيله اسيد سولفوريك         
. به دقت اسيدي شده تـا وانيلـين بـه شـكل آزاد خـود درآيـد            

فـازكلروفرمي از فـاز     . سپس هم حجم آن كلروفرم اضافه شـد       
هـاي كلروفـرم      محلـول . آبي به وسيله قيف جداكننده جدا شد      

جـسم  . جمع آوري شده توسط دسـتگاه روتـاري تبخيـر شـد           
 و بـا    روغني جدا شـده در تـه بـالن در كلروفـرم تغلـيظ شـد               

) 4 به   3به نسبت   (اتيل استات   : استفاده از فاز متحرك هگزان    
  .  قرار گرفتTLCمورد آناليز 

 ه وانيلـين بـه وسـيله كـشت        بواوژنول   ايز تبديلي  زيست
 كـه براسـاس آنـاليز       KOA1سـويه     :KOA1رويشي سـويه    

TLC    ــيط ــت، در محـ ــين را داشـ ــد وانيلـ ــشترين توليـ  بيـ
ــده   ــي شــ ــسفورماسيون طراحــ    وC°30در ) GY(بيوترانــ

rpm150  ــدت ــه م ــپس   24 ب ــد و س ــد داده ش ــاعت رش  س
بـه محـيط    ) حجمي/حجمي % (2 تا   1/0ايزواوژنول در غلظت    

هــا درفواصــل زمــاني مختلــف برداشــت و  ونــهنم. اضــافه شــد
سپس از مايع ).  دقيقه30 به مدت rpm 3500(سانتريفوژ شد 

رويي براي تعيـين غلظـت وانيلـين تـشكيل شـده درمخلـوط              
سولفيت سديم اشباع و      واكنش از طريق استخراج با محلول بي      

بـا انـدكي     ) AOAC) 23 تعيين غلظـت آن بـه وسـيله روش        
   . تغيير، استفاده شد

 :تعيين غلظت وانيلين تشكيل شـده در مخلـوط واكـنش          
براي تعيين غلظت وانيلـين تـشكيل شـده در محـيط كـشت              

 با استفاده از محلول بي سولفيت سـديم اشـباع           KOA1سويه  
 استخراج شد و سپس غلظت آن از طريق       هوانيلين تشكيل شد  

بـراي ايـن منظـور      .  تخمين زده شد   AOACروش پيشنهادي   
وي محيط نوترينت آگار كـشت داده شـده و در           ابتدا باكتري ر  

. گـذاري شـد      ساعت گرمخانـه   24 تا   18 به مدت    C°30دماي  
/. 5 ساعته با كدورتي معادل      24سپس سوسپانسيوني ازكشت    

تهيـه   ) cfu/ml108 ×5/1 ميكـروب تلقـيح شـده   (مك فارلند 
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بـه محـيط بيوترانـسفورماسيون طراحـي شـده          /. ml5كرده و   
)GY (مختلــف از ايزواوژنــول هــاي حــاوي غلظــت )ml25 در 

 در  C°30تلقيح شده و در دمـاي       ) ليتري   ميلي 125هاي    ارلن
ــشي   ــيكر چرخـ ــدت  ) rpm 150(شـ ــه مـ ــاعت 120بـ  سـ

  .گذاري شد گرمخانه
در فواصل زماني مشخص، مايع رويي را جدا كرده، ابتدا به           

 نرمـال بـه دقـت اسـيدي         10وسيله محلول اسيد سولفوريك     
فـازكلروفرمي  . ن كلروفـرم اضـافه شـد      كرده سپس هم حجم آ    

فاز آبي دوباره بـه     . ازفاز آبي به وسيله قيف جداكننده جدا شد       
 بـار تكـرار     5اين عمـل    . وسيله كلروفرم شست و شو داده شد      

 برابـر   5/2به محلول كلروفرم جمع آوري شده، به ميـزان          . شد
سپس . حجم آن ، محلول بي سولفيت سديم اشباع افزوده شد         

له در يـك بـالن ريختـه شـد و درون آن همـزن               مخلوط حاص 
 دقيقه فـاز كلروفرمـي بـه        30از  پس  . مغناطيسي انداخته شد  

فاز آبي دوبـاره بـه      . وسيله قيف جدا كننده از فاز آبي جدا شد        
 بـار تكـرار     3اين عمـل    . وسيله كلروفرم شست و شو داده شد      

سپس زير هود به ميزان حدود يك پنجم فاز آبي، محلول           . شد
محلول حاصـله درون حمـام      . اضافه شد %  50اسيد سولفوريك   
در ايـن   .  خـارج شـوند    SO2هـاي گـاز        حباب آب قرار گرفت تا   

حالت، وانيلين به شكل آزاد خود وارد فـاز آبـي شـد و سـپس                
پـس از   . وانيلين موجود در فاز آبي به وسيله اتر استخراج شـد          

حل شده و سپس    %  5تبخير اتر، وانيلين استخراجي در اتانول       
 مبني بر هيدروليز وانيلـين      AOACبر اساس روش پيشنهادي     

 نانومتر،  348گيري جذب آن در       و اندازه ) نرمال./ NaOH) 1با  
ابتدا منحنـي جـذب اسـتاندارد ترسـيم شـد و سـپس از روي          
معادله خط به دست آمده، غلظت وانيلين درمخلـوط واكـنش           

 ).                                               23(تخمين زده شد 
 در  TLCوش   جهت شناسايي وانيلـين از ر      :شناسايي وانيلين 

اتيل اسـتات   : هگزان-nحضور وانيلين استاندارد و فاز متحرك       
و همچنين از طريق مقايسه طيف فرابنفش ) 4 به 3به نسبت   (
)UV (        وانيلين استخراجي سنتز شده با طيف فرابنفش وانيلين

   .استاندارد استفاده شد
  ها يافته •

هاي باكتري داراي تحمل پذيري بـالا بـا           جداسازي سويه 
با توجـه بـه سـميت        :ليت تبديل ايزواوژنول به وانيلين    قاب

هـاي    روي سـلول  ) وانيلـين (و محصول   ) ايزواوژنول(سوبسترا  
  بــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــاكتر

  

هـاي    پذير بـه غلظـت      هاي تحمل    يايي، شناسايي باكتري  باكتر
ــدم اول در جهــت انتخــاب    ــين، ق ــول و وانيل ــالاي ايزواوژن ب

بديل آن بـه    هايي است كه قادر به تجزيه ايزواوژنول و ت          سويه
تواننـد در انتخـاب سـويه برتـر جهـت             وانيلين هستند و مـي    

). 22(بيوترانسفورماسيون ايزواوژنول به وانيلين مفيـد باشـند       
هاي منـاطق مختلـف        سويه باكتري از خاك    24در اين راستا    

پـذيري    تحمل. ايران بر اساس تكنيك غني سازي جدا شدند       
وانيلـين بـه وسـيله      ذاتي اين سويه ها نسبت به ايزواوژنول و         

   ).1جدول (روش رقت در آگار تعيين شد 
 

بر حسب (الگوي تحمل پذيري به ايزواوژنول و وانيلين  -1جدول 
هاي مناطق  هاي باكتريايي جدا شده از خاك در سويه) ميلي مولار

 مختلف ايران

  ايزواوژنول  سويه باكتري
(C10H12O2) 

  وانيلين
(C8H8O3) 

KOA1 80> 40>  
KOA18 75  35  
IMPA21 70  35  
IDA16 65  30  

 > 25 >55   سويه 20ساير 

  
 سـويه بـاكتري     4 سويه بـاكتري جـدا شـده،         24از بين   

)KOA1  ،KOA18 ،IMPA21 و IDA16 (  كـــه بـــالاترين
پذيري را نسبت به ايزواوژنول و وانيلين از خـود نـشان              تحمل
) ين بـراي وانيل ـ g/l5 براي ايزواوژنول و   g/l10بالاتر از   (دادند  

انتخاب شدند و جهت سنجش قابليت تبديل ايزواوژنـول بـه           
همـان گونـه    ). 1شكل( قرار گرفتند    TLCوانيلين مورد آناليز    

) KOA1) Lane Aكــه در شــكل نــشان داده شــده، ســويه 
ايـن سـويه از     . بيشترين مقدار وانيلين را توليـد كـرده اسـت         

خاك جمع آوري شده از مزارع كـشت ريحـان در كردسـتان             
اي  يـك بـاكتري گـرم منفـي، ميلـه     KOA1 سـويه  . شدجدا 

شــكل، غيــر اســپوردار، متحــرك و توليــد كننــده كاتــالاز و  
براسـاس مطالعـات فنـوتيپي، فيزيولـوژيكي و         . اكسيداز بـود  

هـاي    هاي بيوشيمايي متعدد و همچنين مطالعه ويژگي        تست
توان به طور   هاي شناخته شده مي     اين باكتري با ساير باكتري    

بندي   طبقه Pseudomonas را در جنس     KOA1ه  موقت سوي 
  ).ها نشان داده نشده است داده(كرد 
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    بيوترانسفورماسيون ايزواوژنول به وانيلين-1 شكل

S :    ، وانيلين استانداردC :   حاوي ايزواوژنول و بدون تلقيح     (محيط كنترل
: IMPA21 ،D سـويه : KOA18 ،C سويه  :KOA1 ، Bسويه : A، )باكتري
  IDA16  سويه

  
بيوترانسفورماسيون ايزواوژنول به وانيلـين بـه وسـيله         

توانايي ايجاد وانيلين از ايزواوژنـول در سـويه         : KOA1سويه  
KOA1          با اضافه كردن ايزواوژنول به كشتي از سويه ،KOA1 

كه روي محيط حاوي گلوكز رشد داده شده، مـورد سـنجش            
تريـايي بـه    هـاي باك    براي اين منظور ابتدا سـلول     . قرار گرفت 

حـاوي  ) GY( سـاعت روي محـيط طراحـي شـده           24مدت  
گلـــوكز رشـــد داده شـــده و ســـپس ايزواوژنـــول در %  5/0

بـه كـشت    ) حجمـي /حجمي % 2 تا   1/0(هاي مختلف     غلظت
ميزان وانيلين توليدي از ايزواوژنول بـه       . باكتريايي افزوده شد  

 بـا اسـتفاده از روش معرفـي شـده در            KOA1وسيله سـويه    
  . و روشها مورد سنجش قرار گرفته استبخش مواد 

 نشان داده شده بيـشترين مقـدار        2همان گونه كه در شكل    
 96ايزواوژنـول ، بعـد از       % 1از  ) mg/l880(وانيلين توليدي   

در ايـن  . ساعت واكـنش بيوترانـسفورماسيون مـشاهده شـد       
 درصـد   5/9تحقيق راندمان مولي تهيه وانيلين از ايزواوژنول        

كرد كه اين راندمان در شرايط بهينه نـشده         بايد تأكيد   . بود
)non-optimized (بنــابراين، بــه نظــر . حاصــل شــده اســت

 شيميايي  رسد كه در صورت بهينه كردن شرايط فيزيكي    مي
سازي ملكـولي بتـوان ايـن         كشت و همچنين از طريق بهينه     

  .راندمان را به طرز چشمگيري افزايش داد

 وانيلـين در مخلـوط       براي اثبات وجـود    :شناسايي وانيلين 
واكنش بيوترانسفورماسيون، ابتدا بانـد وانيلـين اسـتخراجي         

 مقايـسه شـد كـه       TLCسنتز شده با وانيلين اسـتاندارد در        
مربوط به وانيلـين اسـتاندارد   ) =74/0Rf( يكسان  Rfوجود 

)a (  ــول ــنتزي از ايزواوژن ــين س ــصول ) b(و وانيل ــانگر ح بي
 ، سـپس    ) Aقـسمت  3شـكل   (وانيلين از ايزواوژنول اسـت      

وانيلـين اسـتخراجيِ سـنتز شـده بـا          ) UV(طيف فرابنفش   
 400 تـا    200طيف فرابنفش وانيلـين اسـتاندارد در دامنـه          

شــد  گرفتــه UV-Vis  اســپكتروفتومترنــانومتر در دســتگاه
 نشان همان گونه كه در شكل. C, B)  هاي   قسمت3شكل (

لين از  هاي مشابه بيانگر حصول واني      داده شده، وجود منحني   
  .ايزواوژنول است
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هاي اوليه ايزواوژنـول و زمـان انكوباسـيون            اثر غلظت  -2شكل  

روي بيوترانسفورماسيون ايزواوژنول به وانيلين در سويه باكتري        
KOA1      در محيط پايـه GY .  درصـد  (هـاي ايزواوژنـول       غلظـت
  .2) ( ، 5/1 )( ، 1) (  ،5/0 )( ، 1/0 ) ( ):حجمي/حجمي

 انحـراف معيـار     ±1ج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش و بار معرف           نتاي
  .است
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١٤

  
A  

  
  

B 

  
C 

  
  

 حاصل از وانيلين سنتز شده و وانيلين A- TLC-3شكل
 گرفته شده از وانيلين سنتز شده و UVطيف  : C و Bاستاندارد 

  وانيلين استاندارد
  

 حثب •
هاي   هاي طبيعي در سال     گرايش جوامع بشري به فراورده    

اخيــر موجــب ترغيــب محققــان در اســتفاده از زيــست      
گرهاي ميكروبي براي سنتز محصولات طبيعـي شـده           واكنش
يكي از رويكردهاي نوين بـراي توليـد تركيبـات معطـر           . است

. طبيعي استفاده از فراينـد زيـست تبـديلي ميكروبـي  اسـت             
ــسو و    ــدي هم ــي اولاً فراين ــديلي ميكروب ــست تب ــد زي فراين

و ثانياً تركيبـات    ) شيمي سبز (يط زيست است    متناسب با مح  
معطر توليدي به وسيله ايـن فراينـد، جـزء تركيبـات معطـر               

بنابراين، در بازارهاي جهاني بـا      . شوند  طبيعي طبقه بندي مي   
در  . شوند  كنندگان مواجه مي   استقبال فراواني از سوي مصرف    

هاي بسياري براي توليد وانيلين طبيعـي         دو دهه اخير، تلاش   
سازهاي فنلي مختلف صورت پذيرفته كه به شناسايي          ز پيش ا

كننده وانيلين منجر شده است، امـا   هاي مختلف توليد  باكتري
توليـد  . با اين حال تا به امروز به مرحله صنعتي نرسيده است          

توانـد    تركيبات معطر به وسيله دگرگون سازي ميكروبـي مـي         
ي، هــاي طبيعــ امكــان توليــد بيــشتر محــصول، توليــد طعــم

اطمينان از كيفيت ثابت و مطلوب محـصول، آسـاني مراحـل            
اي را فـراهم كنـد كـه بـا           خالص سازي و توليد تركيبات ويژه     

  .پذير نيست هاي مصنوعي امكان روش
در ايــن مطالعــه كــه بــراي اولــين بــار در ايــران صــورت 
پذيرفته، دگرگون سازي ميكروبي ايزواوژنول بـه وانيلـين بـه           

ري بومي جدا شده مـورد ارزيـابي قـرار          هاي باكت   وسيله سويه 
هاي    سويه باكتري از خاك    24در مرحله نخست    . گرفته است 

هـاي منـاطق      هـا و باغچـه      آوري شده از مـزارع، گلخانـه        جمع
پذيري ذاتـي آنهـا نـسبت بـه           مختلف ايران جدا شد و تحمل     

هاي مختلف ايزواوژنول و وانيلـين مـورد ارزيـابي قـرار              غلظت
هـاي    ر ادامه اين تحقيق، پتانسيل سـويه      د). 1جدول  (گرفت  

پذيري بالا براي بيوترانـسفورماسيون ايزواوژنـول         داراي تحمل 
 مورد ارزيابي قرار گرفته است      TLCبه وانيلين از طريق آناليز      

گـري شـده      بيشترين ميزان وانيلين در سويه غربال     ). 1شكل(
KOA1  سويه  .  مشاهده شدKOA1  هاي جمـع آوري       از خاك

زارع كشت ريحان در كردستان جدا شد و براسـاس          شده از م  
هــاي  مطالعــات مورفولــوژيكي، فيزيولــوژيكي و انجــام تــست

 Pseudomonasبيوشيميايي متعدد به طور موقت در جـنس         
  .   بندي شده است طبقه

در اين تحقيـق، ميـزان وانيلـين توليـد شـده از طريـق               
هادي سولفيت سديم و آناليز آن با روش پيشن         استخراج با بي  
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AOAC   همان گونـه كـه در   .  مورد سنجش قرار گرفته است
 نشان داده شده ، بيشترين ميـزان وانيلـين توليـدي            2شكل

)mg/l880 (  سـاعت واكـنش     96ايزواوژنول و پـس از      % 1از 
راندمان مولي حاصـل    . شود  بيوترانسفورماسيون مشاهده مي  

ــده از   . اســت % 5/9 ــه ش ــين تهي ــدمان وانيل ــه ران ــا اينك ب
ژنول به وسيله سويه بومي غربالگري شده نسبتاً پايين         ايزواو

سـازي شـامل      هـاي بهينـه     است، اما بـا اسـتفاده از تكنيـك        
سازي تركيـب محـيط كـشت، پارامترهـاي فيزيكـي،             بهينه
توان اميـدوار بـود كـه         زايي و مهندسي متابوليك مي      جهش

در حال حاضر   . اين راندمان به طور چشمگيري افزايش يابد      
  .سازي در دست اقدام هستند هاي بهينه اين تكنيك

  
  
  
  • References

1. Priefert H, Babenhorst J, Steinbuchel A. 
Biotechnological production of vanillin. Appl 
Microbiol Biotechnol 2001; 56:296-314. 

2. Cerrutti P, Alzamora SM. Inhibitory effects of 
vanillin on some food spoilage yeasts in laboratory 
media and fruit purees. Int J Food Microbiol 1996; 
29: 379-386. 

3. Childers NF, Cibes HR, Hernandez-Medina E. 
Vanilla-the orchid of commerce. In: Wither CI, 
editor the orchids; a scientific survey, New York: 
Ronald press 1959. p. 477-508. 

4. Rao RS, Ravishankar GA. Vanilla flavor: production 
by conventional and biotechnological routes. J Sci 
Food Agric 2000; 80: 289-304. 

5. Clark GS. Vanillin. Perfum Flavour1990; 15: 45-54. 

6. Hagedorn S, Kaphammer B. Microbial biocatalysis 
in the generation of flavor and fragrance chemicals. 
Annual Rev Microbiol 1994; 48: 773-800. 

7. Lomascolo A, Stentelaire C, Asther M , Laurence 
LM. Basidiomycetes as new biotechnological tools 
to generate natural aromatic flavors for the food 
industry. Trends Biotechnol 1999; 17: 282-289. 

8. Walton NJ. Molecules of interest: vanillin. 
Photochemistry 2003; 63: 505-515.  

9. Benedict CO , Victorio V. Constructions of 
recombinants Pseudomonas putida BO14 and 
Escherichia coli QEFCA8 for Ferulic acid 
biotransformation to vanillin. J Biosci Bioeng 1999; 
88:103–110. 

10. Karmakar B, Vohra RM, Nandanwar H, Sharma P,  
Gupta KG ,Sobti RC. Rapid degradation of ferulic 
acid via 4-vinylguiacol and vanillin by a newly 
isolated strain of Bacillus coagulans.J  Biotechnol 
2000; 80:195-202. 

11. Mulheim A, Muller B, Munch T , Wetli M; 
inventors. Microbiological process for producing 
vanillin. US patent 6235507. May 22, 2001.  

12. Stentelaire C, Lesage-Meessen L , Oddou J,  
Bernard O,  Bastin G,  Ceccaldi BC ,et al . Design 
of a fungal bioprocess for vanillin production from 
vanillic acid at scalable level by Pycnoporus 
cinnabarinus. J Biosci Bioeng 2000; 89:223-230. 

13. Rabenhorst J, Hopp R; inventors. Process for the 
preparation of vanillin. US patent 5017388. May 21,  
1991.  

14. Markus PH, Peters ALJ, Roos R; inventors. Process 
for the preparation of phenylaldehydes. European 
patent EP542348. July 7, 1992.  

15. Shimoni E,  Ravid U , Shoham Y. Isolation of a 
Bacillus sp. capable of transforming isoeugenol to 
vanillin. J Biotechnol 2000; 78:1–9. 

16. Kasana RC, Sharma UK, Sharma N, Sinha AK. 
Isolation and identification of a novel strain of 
Pseudomonas chlororaphis capable of transforming 
isoeugenol to vanillin. Curr Microbiol 2007; 
54:457-461. 

17. Hua D, Ma C, Lin S,  Song L,  Deng Z,  Maomy Z, 
et al. Biotransformation of isoeugenol to vanillin by 
a newly isolated Bacillus pumilus strain: 
Identification of major metabolites. J Biotechnol 
2007; 130:463-470. 

18. Müller B, Münch T, Mulheim A, Welti M; 
inventors. Process for the production of vanillin. 
European patent EP0885968. December 6, 1998. 

19. Rabenhorst J, Hopp R; inventors. Process for the 
preparation of vanillin and suitable microorganisms. 
European patent EP0761817. August 7, 1994.  

20. Overhage J, Priefert H, Rabenhorst J, Steinbuchel 
A. Biotransformation of eugenol to vanillin by a 
mutant of Pseudomonas sp. strain HR199 
constructed by disruption of the vanillin 
dehydrogenase (vdh) gene. Appl Microbiol 
Biotechnol 1999; 52:820–828. 

21.Abraham WR, Arfmann HA, Stumpf S, Washausen 
P, Kieslich K (1988) Microbial transformations of  [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
sf

t.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

                               7 / 8

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-274-fa.html


  و همكارانمراحم آشنگرف .../ تهيه وانيلين طبيعي
 
16

١٦

some terpenoids and natural compounds. In: 
Schreier P (ed) Bioflavour ‘87. Analysis, 
biochemistry, biotechnology. Proceedings of an 
International Conference. Berlin: de Gruyter,                 
pp 399–414. 

22. Washington JA, Sutter VL. Dilution susceptibility 
test: agar and macro-broth dilution procedures. In: 

Lennette EH, Balows A,  Hausler JR,  WJTruant J, 
editors. Manual of clinical microbiology, 3rd ed. 
Washington, DC: American Society for 
Microbiology,1980 p. 453-458 

23. AOAC Official Methods of Analysis, Arlington, 
VA, USA, Association of Analytical Communities 
1995.   

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
0-

27
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-274-fa.html
http://www.tcpdf.org

