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Microbial transformation of vanillic acid

Abstract: Increasing demand for natural vanillic aroma in food industry as well as law restrictions for the usage of chemically synthesized
compounds in natural fragrances caused large interest in vanillic production via biotechnological processes. Because vanillic acid is
the main substrate for vanillic production, the knowledge of biological processes of its synthesis and the release from lignin is crucial
for developing the optimal biotechnological processes. Some microorganisms are able to synthesize vanillic acid form naturally
occurring compounds, such as ferulic acid, eugenol and isoeugenol using biotransformation reactions. Large amount of vanillin are
produced by reduction of vanillic acid by carboxylic acid reductase (Car). Another pathways of vanillic acid transformation are based
on its demethylation and decarboxylaction reactions. O-demethylases are NAH(P)H or tetrahydrofolic dependent enzymes. This review
presents short characterization of vanillic acid transformation processes by microorganisms.

1. Introduction. 2. Microbial degradation of vanillic acid. 2.1. Demetylation of vanillic acid. 2.2. Decarboxylation of vanillic acid.
2.3. Reduction of vanillic acid. 3. Synthesis of vanillic acid. 3.1. Synthesis of vanillic acid from ferulic acid. 3.2. Synthesis of vanillic acid
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1. Wprowadzenie

Nieustajacy wzrost zanieczyszczenia S$rodowiska
oraz poprawa $wiadomosci ekologicznej spoleczen-
stwa sprawiaja, ze prowadzone sa liczne badania doty-
czace zaréwno biologicznego rozktadu ksenobiotykdw,
jak i biosyntezy, jako bezpiecznej i naturalnej metody
produkcji zwiazkéw, wykorzystywanych w réznych
galeziach przemystu. Kwas wanilinowy jest surowcem
odnawialnym i obok kwasu ferulowego stanowi gtéwny
produkt niecatkowitego, mikrobiologicznego rozkladu
ligniny. Jednoczesnie jest metabolitem posrednim
katabolizmu i anabolizmu waniliny, powszechnie sto-
sowanego dodatku do zywnodci. Praca jest przegladem
pi$miennictwa, dotyczacego udziatu mikroorganizméw
w réznych przemianach kwasu wanilinowego.

Kwas wanilinowy, czyli kwas 4-hydroksy-3-metoksy-
benzoesowy, nalezy do grupy zwiazkéw aromatycznych,
spotykanych naturalnie u roslin. Wystepuje w duzych
ilo$ciach w nasionach pnaczy wanilii Vanilla planifo-
lia, jak réwniez w wielu innych warzywach i owocach,
takich jak: winogrona, pomidory, czarne porzeczki,
boréwki, ziarna pszenicy i soi [11, 20]. Obecnos¢ kwasu
wanilinowego stwierdzono réwniez w lisciach wielu

roflin m.in. Adenostoma i Arctostaphylos, charaktery-
stycznych dla makii kalifornijskiej, u ktérych petni on
funkcje inhibitora kietkowania nasion traw i innych
roélin zielonych. Obecnos¢ kwasu wanilinowego wyka-
zano réowniez w glebie w miejscu wystgpowania tych
roélin, co $wiadczy o niskim stopniu transformacji tego
zwigzku przez mikroorganizmy glebowe [14].

Kwas wanilinowy wykazuje wlasciwosci przeciwutle-
niajace i antymutagenne. Aktywno$¢ antyoksydacyjna
kwasu wanilinowego wynika z obecnosci pier$cienia
fenolowego, podstawionego w pozycji para i jest dodat-
kowo wzmocniona obecno$cig grupy metoksy w pozy-
cji orto w stosunku do podstawnika hydroksylowego.
Wykazano, ze na aktywno$¢ przeciwutleniajaca kwasu
wanilinowego, podobnie jak innych pochodnych kwasu
benzoesowego i cynamonowego, wplywa estryfikacja,
a wlasciwosci redukcyjne sa wyzsze dla formy wolnej
niz metylowanego estru [33, 34]. Ze wzgledu na obec-
nos¢ grupy metoksy (alkoksylowej) w pozycji meta pier-
$cienia aromatycznego kwas wanilinowy jest silniejszy
niz kwas benzoesowy, co mozna tlumaczy¢ efektem
indukcyjnym, powodujacym wyciaganie elektronéw ze
wzgledu na elektroujemnos¢ atomu tlenu, bezposrednio
polaczonego z pierscieniem aromatycznym (Rys. 1) [21].
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2. Mikrobiologiczny rozklad kwasu wanilinowego

Lignina jest aromatyczng substancjg wielkoczastecz-
kowa, zapewniajaca wytrzymalo$¢ rodlinnych $cian
komérkowych i stanowi istotna cze¢s¢ trudno biodegra-
dowalnych odpadéw przemystu papierniczego, spozyw-
czego czy obrobki drewna. Prowadzone sa liczne badania
nad poznaniem poszczegdlnych etapow biotransforma-
cji ligniny oraz powstajacych w wyniku niecatkowitego
rozkladu tego zwigzku metabolitéw posrednich, takich
jak kwas ferulowy i wanilinowy, a takze mozliwo$ciami
ich wykorzystywania w procesach biosyntezy. Tlenowa
biodegradacja ligniny jest procesem wieloetapowym,
w ktérym uczestnicza liczne gatunki grzyboéw, prze-
prowadzajacych depolimeryzacj¢ oraz bakterii, katali-
zujacych rozklad poszczegdlnych skladnikéw aroma-
tycznych [19, 25, 30]. Aby kontrolowa¢ biodegradacje
ligniny oraz zwigkszy¢ wydajno$¢ poszczegdlnych eta-
poéw procesu, konieczne jest doktadne poznanie wlasci-
wosci biochemicznych przeprowadzajacych je mikro-
organizmow oraz izolacja i charakterystyka enzymow,
katalizujacych kluczowe reakcje.

Rozklad kwasu wanilinowego, jednego z istotnych
zwigzkéw aromatycznych uwalnianych w  wyniku
cze$ciowej biotransformacji ligniny, moze przebiegac
kilkoma réznymi szlakami (rys. 1). Najbardziej rozpo-
wszechnione u bakterii to demetylacja do kwasu pro-
tokatechowego, katalizowana przez demetylaze kwasu
wanilinowego oraz nieoksydacyjna dekarboksylacja do
gwajakolu, ktéra przeprowadza dekarboksylaza kwasu
wanilinowego. Zwiazki te s3 nastgpnie metabolizowane
poprzez rozszczepienie pierScienia aromatycznego [25,
30]. Inng przemiang, o duzym znaczeniu przemystowym,
jest redukcja kwasu wanilinowego do waniliny [38].

2.1. Demetylacja kwasu wanilinowego

U bakterii zidentyfikowano dwa rézne szlaki, ktérymi
moze przebiega¢ demetylacja kwasu wanilinowego do
kwasu protokatechowego (rys. 1.A(1) i A(2)). U Pseu-
domonas sp. i Acinetobacter sp. metabolizm kwasu
wanilinowego rozpoczyna O-demetylaza, zalezna od
NAD(P) H, nalezaca do oksygenaz. U innych bakterii,
m.in. Sphingomonas paucimobilis, kwas wanilinowy
réwniez ulega O-demetylacji do kwasu (3,4-dihydro-
ksybenzoesowego) 3,4-DHB, ale jest to reakcja nie-
oksydacyjna, w ktdrej kofaktorem jest tetrahydrofolian
(H,folian) [1, 30].

Pierwszym etapem biokonwersji kwasu wanilino-
wego do 3,4-DHB, katalizowanej przez O-demetylazg
kwasu wanilinowego, zalezng od NAD(P)H, jest hydrok-
sylacja. W reakgji tej oksygenaza przylacza jeden atom
tlenu do wegla grupy metylowej, prowadzac do powsta-
nia niestabilnego hemiacetalu, a drugi atom tlenu jest

wlaczany do czasteczki wody. Hemiacetal ulega nastep-
nie przeksztalceniu do 3,4-DHB i formaldehydu [28]
(rys. 1A(1)).

O-demetylazy kwasu wanilinowego u Pseudomonas
sp. i Acinetobacter sp., charakteryzuja si¢ znaczng homo-
logia sekwengji, i s3 zbudowane z dwéch podjednostek:
oksygenazy (VanA) oraz reduktazy (VanB). Ze wzgledu
na dwucztonowa budowe oraz obecno$¢ centréw zelazo-
-siarkowych typu [2Fe-2S], jak i mononukleotydu flawi-
nowego (FMN) naleza do klasy IA oksygenaz. W czgéci
oksydacyjnej wystepuja natomiast centra zelazo-siar-
kowe [2Fe-2S] oraz niechemowe zelazo. Elektrony nie-
zbedne w procesie hydroksylacji, przeptywaja ze zredu-
kowanego nukleotydu (NADH), przez FMN i centrum
zelazo siarkowe [2Fe-2S] reduktazy do Fe*, znajduja-
cego si¢ w oksygenazie. Nastepuje tu przylaczenie tlenu
i hydroksylacja [23, 28]. Morawski iwsp. [23] wyka-
zali, ze demetylaza kwasu wanilinowego, wystepujaca
u Acinetobacter sp., katalizuje wylacznie demetylacje lub
monohydroksylacj¢ zwiazkéw posiadajacych podstaw-
nik metoksy lub metylowy w pozycji meta w stosunku
do grupy karboksylowej, gdyz obecno$¢ grupy karbok-
sylowej oraz podstawnika w pozycji meta jest niezb¢dna,
aby przeprowadzi¢ atak nukleofilowy [23].

U Comamonas testosteroni BR6020, metabolizuja-
cego kwas wanilinowy, izowanilinowy oraz weratrowy,
wystepuja oksygenazy: VanA oraz IvaA. Za demetylacje
kwasu wanilinowego do 3,4-DHB odpowiada, podobnie
jak u Pseudomonas sp. i Acinetobacter sp., oksygenaza
VanA. Transport elektronéw z NAD(P)H u tego szczepu,
katalizuje oksydoreduktaza IvaB. Enzym ten wykazuje
duza homologi¢ z oksydoreduktaza VanB, wystepujaca
u innych bakterii demetylujacych kwas wanilinowy([30].

W reakeji demetylacji kwasu wanilinowego powstaje
oprocz kwasu protokatechowego réwniez formaldehyd.
Mitsui iwsp. [22], w badaniach prowadzonych nad
Burkholderia cepacia TM1 wykazali, ze enzymy wig-
zace formaldehyd odgrywaja istotna role w usuwaniu
zanieczyszczen, w tym transformacji kwasu wanili-
nowego. Biorac pod uwage szlak biokonwersji kwasu
wanilinowego do 3,4-DHB, obecny u Pseudomonas sp.,
stwierdzili, ze formaldehyd pochodzacy z substratu
wzrostowego indukuje enzymy: syntaz¢ 3-heksulozo-
-6-fosforanowa (HPS) oraz 6-fosfo-3-heksulozoizo-
meraze (PHI), zaangazowane w szlak rybulozo-mono-
fosforanowy (RuMP), odpowiedzialny za wigzanie
i detoksykacje formaldehydu. Zaobserwowali réwniez,
ze reakcja transformacji formaldehydu jest etapem
limitujagcym szybkos¢ demetylacji kwasu wanilino-
wego w szlaku zaleznym od NAD(P)H, szczeg6lnie przy
jego wysokim stezeniu. Fruktozo-6-fosforan, powstaty
w szlaku RuMP, jest wlaczany do glikolizy, nap¢dzajac
metabolizm bakterii [22]. Metabolizm formaldehydu,
powiazany z demetylacja kwasu wanilinowego, przed-
stawiono na rysunku 1A(1).
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Rys. 1. Ogélny schemat biosyntezy i transformacji kwasu wanilinowego.

Enzymy katalizujace poszczegdlne reakcje: A O-demetylaza kwasu wanilinowego (1) zalezna od NAD(P)H, (2) zalezna od tetrahydrofolianu; B dekar-
boksylaza kwasu wanilinowego; C reduktaza kwasu wanilinowego; D ligaza kwas ferulowy-CoA; E dekarboksylaza kwasu ferulowego; F reduktaza;
G(1) oksydaza eugenolowa/oksydaza alkoholu wanilinowego, G(2) dehydrogenaza alkoholu koniferylowego, G(3) dehydrogenaza aldehydu koniferylowego;

Drugim systemem enzymatycznym, transformujg-
cym kwas wanilinowy do 3,4-DHB, jest aromatyczna
O-demetylaza, zalezna od tetrahydrofolianu (H folian)

H monooksygenaza izoeugenolu; I hydrolaza; J dehydrogenaza wanilinowa.

oraz Sphingomonas paucimobi

(rys. 1A(2)). Obecnos¢ tego enzymu stwierdzono u bak-
terii anaerobowych, m.in. Acetobacterium dehalogenans
jlis SYK-6. W tym szlaku
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transferaza metylowa I katalizuje transfer grupy mety-
lowej kwasu wanilinowego do biatka korynoidowego,
a transferaza metylowa II przeprowadza dalsza reakcje
przeniesienia grupy metylowej na H folian [1, 19]. Aby
uzyska¢ pewnos¢, ze demetylaza kwasu wanilinowego
u Sphingomonas paucimobilis SYK-6 jest zalezna od
H folianu, przeprowadzono dos$wiadczenie, w ktérym
bakterie hodowano w pozywce nie zawierajacej tego
kofaktora. W takich warunkach hodowli nie nastgpowata
demetylacja kwasu wanilinowego do 3,4-DHB [1, 19].

Abe iwsp. [1] zidentyfikowali gen kodujacy O-de-
metylaz¢ kwasu wanilinowego, zalezng od H folianu,
w otwartej ramce odczytu lighl. Zidentyfikowali réwniez
inne geny, kodujace enzymy zaangazowane w demety-
lacje kwasu wanilinowego, a katalizujace metabolizm
tetrahydrofolianu: reduktaze¢ 5,10-metyleno-H folia-
nowy (metF) oraz syntetaz¢ 10-formylo- H folianowg
(ligH). Geny metF i ligH sa polozone ponizej lig
i wszystkie razem sa transkrybowane wspdlnie jako
jeden operon [1]. Metabolizm tetrahydrofolianu przed-
stawiono na rysunku 1A(2).

2.2. Dekarboksylacja kwasu wanilinowego

Druga, obok demetylacji, wazna przemiana kwasu
wanilinowego jest jego nieoksydacyjna dekarboksyla-
cja do gwajakolu, katalizowana przez dekarboksylaze
kwasu wanilinowego (rys. 1B). Reakcja ta, opisana m.in.
u szczepéw Nocardia sp. NRRL 5646 oraz Escherichia
coli C2, nie wymaga obecnodci zadnych kofaktoréw
i moze przebiega¢ zaréwno w warunkach tlenowych,
jak i beztlenowych [6, 7, 9]. Proces dekarboksylaciji,
przebiegajacy w warunkach tlenowych, u E. coli C2 jest
jednak bardziej wydajny niz przeprowadzany w warun-
kach beztlenowych. Chamkha iwsp. [6] wykazali, ze
w obecnosci tlenu potowa kwasu wanilinowego, znajdu-
jacego si¢ w pozywce, ulegata dekarboksylacji w ciagu
9 godzin, natomiast w warunkach anaerobowych proces
ten trwal 35 godzin.

Nieoksydacyjna dekarboksylacja kwasu wanilino-
wego polega na odlaczeniu grupy karboksylowej od
struktury pierscienia aromatycznego, bez udziatu cza-
steczki tlenu. Dhar iwsp. [9], w badaniach przepro-
wadzonych z udzialem Nocardia sp. NRRL 5646, wyka-
zali, ze reakcja dekarboksylacji kwasu wanilinowego do
gwajakolu przebiega z wytworzeniem chinoidynowego
metabolitu posredniego [9]. Enzym Kkatalizujacy ta
przemiang wykazuje waska specyficznos$¢ substratows,
a transformacji podlegaja wylacznie kwasy benzoesowe,
podstawione grupa hydroksylowa w pozycji para w sto-
sunku do grupy karboksylowej. Dodatkowo wymagany
jest brak podstawnika w pozycji meta lub obecnos§¢
grupy metoksy [6, 9].

Obecnos¢ gwajakolu stwierdzono w wielu winach.
Wyizolowano wigc mikroorganizmy znajdujace si¢

w korku, ktérym byty zamykane. Wykazano, ze wyste-
puje tam wiele gatunkéw drozdzy, grzybéw nitko-
watych i plesniowych oraz bakterii. Przeprowadzono
testy na wszystkich mikroorganizmach i zaobserwo-
wano, ze cztery szczepy: Streptomyces sp. A3, Strepto-
myces sp. A5, Streptomyces sp. A13 i Bacillus subtilis,
byty zdolne do dekarboksylacji kwasu wanilinowego.
Najwigksza wydajnos¢ biotransformacji wykazywat
szczep B. subtilis, ktory po 33 h transformowal okoto
55,4% kwasu wanilinowego do gwajakolu, ktéry nie
podlegat dalszym przemianom. Dla szczepdw z rodzaju
Streptomyces, A3, A5 i Al3, maksymalny poziom
dekarboksylacji wynosil, odpowiednio, 34,4%, 40,4%
i 53,3%, a ilo$¢ zakumulowanego gwajakolu wyno-
sita 14,3%, 20% i 27,3%. Swiadczy to o zdolnosci tych
szczepOw do dalszej transformacji gwajakolu w szlaku
p-ketoadypinowym [2].

Dekarboksylacja kwasu wanilinowego do gwaja-
kolu jest réwniez charakterystyczna dla grzybéw Rho-
dotorula rubra oraz Sporotrichum termophile w proce-
sie biotransformacji kwasu ferulowego. U R. rubra kwas
wanilinowy ulega tez jednoczesnej demetylacji do kwasu
protokatechowego [2, 15, 35]. Zdolno$¢ do przepro-
wadzania zaréwno demetylacji, jak i dekarboksylacji
kwasu wanilinowego, wykazuje takze Streptomyces sp.
NL15-2K, jednak u tego mikroorganizmu w danym
momencie moze funkcjonowac tylko jeden szlak prze-
mian. Gléwna droga transformacji kwasu wanilinowego
u NL15-2K jest demetylacja, a szlak dekarboksylacyjny
jest w tym momencie wylaczany. Aktywacja tego szlaku
zachodzi wylacznie w obecno$ci kwasu protokatecho-
wego lub weratrowego i funkcjonuje jako zabezpiecze-
nie przed wysokim wewngtrzkomérkowym poziomem
3,4-DHB [27].

Kwas protokatechowy oraz gwajakol, otrzymane
w wyniku wstepnej transformacji kwasu wanilinowego,
sa nastepnie przeksztalcane do zwigzkow, ktére moga
zosta¢ wykorzystane przez mikroorganizmy w meta-
bolizmie podstawowym. W warunkach tlenowych
pierscien aromatyczny kwasu protokatechowego jest
rozszczepiany przy udziale 3,4-dioksygenazy, 2,3-dio-
ksygenazy lub 4,5-dioksygenazy kwasu protokatecho-
wego [16]. Transformacja gwajakolu przebiega nato-
miast z wytworzeniem katecholu jako podstawowego
metabolitu posredniego, ktérego pierscienn aromatyczny
jest rozszczepiany w szlaku orto lub meta przez dioksy-
genazykatecholowe [5].

2.3. Redukcja kwasu wanilinowego

Mikrobiologiczna redukeja kwaséw karboksylowych
jest procesem wystepujacym powszechnie u licznych
gatunkéw bakterii i grzybéw. Zdolno$¢ do produkeji
waniliny z kwasu wanilinowego oraz kwasu ferulowego
(rys. 1C, D, E), zaobserwowano m.in. u Pycnoporus
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cinnabarinus i szczepoéw z rodzaju Nocardia. Redukeje
kwasu wanilinowego, podobnie jak innych kwaséw kar-
boksylowych, katalizuje reduktaza kwaséw karboksylo-
wych (Car) [4, 18, 38].

Reduktaza kwasoéw karboksylowych zawiera miejsce
wigzania kwasu karboksylowego i ATP na N-konicowym
fragmencie tancucha polipeptydowego oraz miejsce
wigzania NADPH + H* i konserwatywna sekwencje,
kodujaca miejsce wigzania grupy fosfopantoteinowej
koenzymu A w C-koncowej czgsci enzymu. Podstaw-
nik fosfopantoteinowy jest przenoszony z CoA, przez
transferaz¢ fosfopantoteinowg, na reszt¢ serynowa,
wystepujaca wewnatrz sekwencji wiazacej. Reduktaza
kwaséw karboksylowych staje si¢ w pelni funkcjonal-
nym holoenzymenm, kiedy cz¢s$¢ biatkowa enzymu przej-
dzie proces fosfopantoteinylacji [38].

Podstawowy mechanizm enzymatycznej redukcji
kwaséw karboksylowych jest dwuetapowy. Cykl enzy-
matyczny rozpoczyna si¢ od aktywacji grupy karbok-
sylowej przy udziale ATP, do wysoce reaktywnego kar-
bonylo-AMP. Reszta sulthydrylowa fosfopantoteinowej

grupy prostetycznej reaguje z karbonylo-AMP, elimi-
nujac AMPi prowadzac do powstania tioestru, przez
ktéry pochodna kwasu karboksylowego jest kowalen-
cyjnie przylaczana do Car. Tioester ulega nastepnie
redukcji w C-koncowym fragmencie enzymu, przez
NADPH + H*, uwalniajac odpowiedni aldehyd i wolna
grupe sulthydrylo-fosfopantoteinowa Car, gotowa do
przeprowadzenia kolejnego cyklu. Schemat redukeji
kwasu wanilinowego do waniliny przedstawiono na
rysunku 2 [18, 38, 39].

Ze wzgledu na przemyslowe znaczenie reduk-
cji kwasu wanilinowego do waniliny prowadzone sa
liczne badania nad okrefleniem optymalnych warun-
kéw przebiegu procesu oraz mozliwosci stymulacji
reakcji. Li iwsp. [18] opisali biotransformacj¢ kwasu
wanilinowego prowadzona przez szczep Nocardia sp.
NRRL 5646. Wykazali, ze rosnace bakterie przeksztal-
caly prawie caly kwas wanilinowy, dodany do pozywki
w stezeniu 800 pg/ml, przed uptywem 48 godzin do
gwajakolu (69%) i alkoholu wanilinowego (11%). Efek-
tywna produkcj¢ waniliny osiagneli, izolujac reduktaze
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kwasow karboksylowych i prowadzac redukcje w warun-
kach in vitro [18].

Do produkcji waniliny z kwasu wanilinowego zdolny
jest réwniez rekombinowany szczep E. coli BL21-Codon-
Plus®(DE3)-RP/pHAT305, u ktérego uzyskano ekspre-
sic genow reduktazy kwasow karboksylowych (car)
z Nocardia sp. NRRL 5646. Rekombinowane komorki
E. coli, posiadajace geny car, przy stezeniu 4 g/l kwasu
wanilinowego, redukowaty tylko 50% substratu do 0,1 g/1
waniliny oraz 1,5g/l alkoholu wanilinowego. Wzrost
efektywnosci transformacji zaobserwowano, uzyskujac
dodatkowo ekspresje genu ntp, kodujacego transferaze
fosfopantoteinowa, réwniez pochodzaca z Nocardia sp.
NRRL 5646. W tym przypadku redukcja byta szybsza,
okoto 80% dostarczonego kwasu wanilinowego ulegato
transformacji w czasie 8 h i uzyskano 2,2 g/l waniliny
oraz 0,5g/l alkoholu wanilinowego. Najwyzsza wydaj-
nos¢ produkcji waniliny osiagnieto u E. coli BL21-Codon
Plus"DE3)-RP/pPV2.85, zawierajacej oprécz genéw car
i ntp dodatkowo gdh, gen kodujacy glukozo-1-dehydro-
genaze, pochodzaca z Bacillus subtilis. Ten szczep pro-
dukowat maksymalng ilos¢ waniliny w czasie 6 h [38].

Innym mikroorganizmem zdolnym do produkcji
waniliny z kwasu wanilinowego jest nitkowaty grzyb
Pycnoporus cinnabarinus MUCL39533. W warunkach
naturalnych produkcja waniliny przez ten szczep jest
jednak niska, a gtéwnym metabolitem jest metoksy-
hydrochinon, produkt oksydacyjnej dekarboksylacji
kwasu wanilinowego. Wykazano jednak, ze dodatek do
pozywki celobiozy ogranicza produkcj¢ metoksyhydro-
chinonu i wplywa na wzrost produkcji waniliny [4].

Opatentowano biotechnologiczny proces produkeji
waniliny z rolnych produktéw ubocznych. Waniling
otrzymano w wyniku dwuetapowego procesu biotech-
nologicznego, faczacego biotransformacij¢ kwasu ferulo-
wego z wystodkdéw buraczanych do kwasu wanilinowego
przez Aspergillus niger oraz biotransformacj¢ uzyska-
nego kwasu wanilinowego do waniliny przez Pycnoporus
cinnabarinus. Inne rolne produkty uboczne, takie jak
otrgby ryzowe, réwniez moga by¢ tanim zrédlem kwasu
ferulowego. Produkt uboczny, powstajacy podczas pro-
dukgji oleju z otrgbow ryzowych, moze by¢ wykorzy-
stany jako zrédto kwasu ferulowego, przez mieszana
populacje grzybéw A. niger CGMCC0774 i P, cinna-
barinus CGMCCI1115. Kwas ferulowy jest przeksztat-
cany w kwas wanilinowy przez A. niger CGMCCO0774,
a P. cinnabarinus CGMCC1115 redukuje kwas wanili-
nowy do waniliny [17].

3. Synteza kwasu wanilinowego
W zwiazku ze wzrastajagcym zapotrzebowaniem na

naturalny aromat wanilinowy w przemysle spozywczym,
a takze ograniczeniami prawnymi uniemozliwiajacymi

stosowanie substancji syntetyzowanych chemicznie
w aromatach naturalnych, pojawilo si¢ duze zaintere-
sowanie produkcjg waniliny w procesach biotechno-
logicznych. Poniewaz kwas wanilinowy jest podsta-
wowym substratem do produkcji waniliny, dlatego
tez istotne jest poznanie proceséw biotechnologicznej
syntezy i uwalniania tego zwigzku z ligniny. Znane sa
zdolnosci mikroorganizméw do produkeji pochodnych
kwasu hydroksybenzoesowego, m.in. kwasu wanilino-
wego z naturalnie wystepujacych substratéw, takich
jak kwas ferulowy, eugenol i izoeugenol, na drodze
biotransformacji.

3.1. Synteza kwasu wanilinowego z kwasu ferulowego

Kwas ferulowy(KF) jest waznym sktadnikiem ligniny,
a wiele rolin, m.in. z rodziny Poaceae, jak np. jeczmien
(Hordeum), pszenica (Triticum), owies (Avena) czy
kukurydza (Zea), wykazuje zdolno$¢ do akumulacji
duzych ilosci KF w $cianach komoérkowych, w formie
wolnej lub w postaci kowalencyjnie zwigzanej z bio-
polimerami, takimi jak polisacharydy, alkohole triter-
penowe oraz sterole roélinne. KF wystepuje w duzych
ilosciach w tradycyjnych, bezwartosciowych odpadach
gospodarczych, takich jak otrgby i wystodki buraczane
[12, 13, 24, 40].Wyizolowano wiele gatunkow bakterii,
drozdzy, grzybdw, a takze glonéw, zdolnych do syntezy
kwasu wanilinowego, zaréwno w warunkach tlenowych,
jak i beztlenowych, na drodze jednego z trzech pod-
stawowych szlakow transformacji kwasu ferulowego,
ktérych podziat opiera si¢ na przebiegu pierwszej reak-
cji. W biotransformacji KF mogg réwniez powstawac
inne produkty, takie jak: wanilina, 4-hydroksy-3-meto-
ksystyren, kwas p-kumarowy, alkohol wanilinowy oraz
wanilinoamina [3, 6, 24, 36].

Pierwszy mechanizm transformacji kwasu ferulo-
wego (rys. 1D) jest analogiczny do p-oksydacji kwasow
ttuszczowych, i przebiega z wytworzeniem waniliny
jako metabolitu posredniego. Szlak ten jest zalezny od
CoA. Jednym z mikroorganizméw, zdolnym do wzrostu
w obecnosci kwasu ferulowego, jako jedynego zrédta
wegla i energii, jest Pseudomonas fluorescens. Wtadci-
wosci te stwierdzono u szczepéw AN103 oraz BF13-97.
Pseudomonas fluorescens BF13 wytwarzal 95% kwasu
wanilinowego (6g/l) z kwasu ferulowego w ciagu
5godzin. Aby zwigkszy¢ produkcje kwasu wanilino-
wego, stworzono lini¢ mutantéw inercyjnych, posiada-
jacych insert w genie vanA, kodujacym a-podjednostke
demetylazy soli kwasu wanilinowego. Mutant ten zostat
wykorzystany do przeksztalcania kwasu ferulowego do
kwasu wanilinowego, uzyskujac 0,23 g kwasu wanilino-
wego na godzing na 1 g biomasy. W badaniach przepro-
wadzonych nad szczepem AN103, maksymalne stezenie
kwasu wanilinowego w medium hodowlanym, 0,55 g/,
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stwierdzono w 16 godzinie prowadzenia hodowli.
W pozywce nie zaobserwowano akumulacji waniliny,
co $wiadczy o tym, ze P fluorescens AN103 wykazuje
wysoka wydajno$¢ utleniania tego metabolitu [8, 24].

Zbadano przebieg reakcji biotransformacji kwasu
ferulowego, prowadzacej do otrzymania kwasu wani-
linowego. Wykazano, ze reakcja przeprowadzana przez
P fluorescens jest dwuetapowa i zalezy jest od CoA, ATP
oraz MgCl,. Pierwszym etapem transformacji KF jest
jego aktywacja do feruilo-CoA, przeprowadzana przez
ligazg kwas ferulowy-CoA. Podlega on nastgpnie reakeji
rozszczepienia taficucha bocznego, ktérej produktami
sa wanilina oraz acetylo-CoA. Etap ten jest catkowi-
cie zalezny od CoA, ATP oraz MgCl, (rys. 1D). Szczep
P fluorescens AN103, w obecnosci wymienionych kofak-
toréw, transformowat 32% wprowadzonego do pozywki
KF do waniliny (18%) i kwasu wanilinowego (14%)
przed uplywem 4 godzin. Dluzsza inkubacja powo-
dowata wzrost stgzenia kwasu wanilinowego i spadek
stezenia waniliny. Rozszczepienie KE przy braku CoA
oraz ATP, nie nastgpowato, natomiast niedobér MgCl,
zmniejszal (do 10%) szybkos¢ reakcji odszczepienia
taricucha bocznego. Dehydrogenaza wanilinowa, utle-
niajaca waniling do kwasu wanilinowego jest enzymem
zaleznym od NAD*. Dodanie NAD* do pozywki zawie-
rajacej CoA, ATP oraz MgCl, powodowalo u szczepu
AN103 dwukrotne zwigkszenie ilosci przeksztatconego
kwasu ferulowego (do 68%), a gtéwnym produktem roz-
padu byt wéwczas kwas wanilinowy [24].

Ghosh iwsp. [13], badajac Paecilomyces variotii
MTCC, wykazali, ze grzyby te degraduja KF do kwasu
wanilinowego na drodze tego samego szlaku przemian,
co bakterie z gatunku P. fluorescens i osiagneli maksy-
malne stezenie kwasu wanilinowego, 115 mg/l, stosujac
10 mM KF w pozywce, po 16 dniach inkubacji. Wyzsza
wydajnos¢ transformacji KF do kwasu wanilinowego
zaobserwowano u Streptomyces sannanensis MTC 6637,
a maksymalne st¢zenie kwasu wanilinowego, 400 mg/I,
uzyskano, po 16 dniach prowadzenia hodowli, stosujac
jako zrédlo wegla KF w stezeniu 5mM. Ilo$¢ kwasu
wanilinowego utrzymywala si¢ w pozywce przed dlugi
czas na staltym poziomie, co pozwolito na stwierdze-
nie, ze szczep ten nie jest zdolny do dalszej transfor-
macji kwasu wanilinowego [12]. Tripathi i wsp.
[36] prowadzac badania nad Haematococcus pluvia-
lis uzyskali maksymalna produkcj¢ kwasu wanilino-
wego, 5,4 mg/l, w trzecim dniu prowadzenia hodowli,
stosujac w pozywce 1 mM KF i wykorzystujac komorki
immobilizowane. Wykazali, ze algi te zdolne sa do
transformacji KF do szeregu zwiazkéw, wystepujacych
w aromacie wanilinowym, takich jak kwas wanili-
nowy, alkohol wanilinowy, kwas protokatechowy, kwas
p-hydrobenzoesowy, aldehyd p-hydrobenzoesowy oraz
kwas p-kumarowy. Reakcja transformacji KF do kwasu
wanilinowego przebiegala szlakiem zaleznym od CoA.

Podobny szlak przemian zaobserwowano u Rhodotorula
rubra, gdzie dodatek CoA, ATP i NAD* do ekstraktu
komérkowego byl niezbe¢dny w konwersji kwasu feru-
lowego do kwasu wanilinowego. Badania wykazaly, ze
po 22 h prowadzenia hodowli 90% wszystkich produk-
tow biotransformacji KF stanowil kwas wanilinowy,
obserwowano jednak dalsza transformacje kwasu
wanilinowego do gwajakolu, kwasu protokatechowego
i 4-hydroksy-3-metoksystyrenu [15].

W drugim szlaku syntezy kwasu wanilinowego
z KF (rys.1E) pierwszym etapem jest rozszczepie-
nie C, tancucha bocznego KF przeprowadzane przez
dekarboksylaz¢ kwasu ferulowego, z wytworzeniem
4-hydroksy-3-metoksystyrenu  (4-winylogwajakolu).
Zaproponowany mechanizm dekarboksylacji obejmuje
wstepna reakcje izomeryzacji kwasu ferulowego do
pochodnej chinonu, ktéra nastgpnie ulega samorzutnej
dekarboksylacji. Mechanizm ten jest zgodny z obserwa-
cja, ze grupa p-hydroksylowa jest niezbedna do procesu
dekarboksylacji. 4-winylogwajakol ulega nastepnie prze-
ksztalceniu w kwas wanilinowy, ktéry w wyniku nie-
oksydacyjnej dekarboksylacji przechodzi w gwajakol.
Przemiany te nie s3 zalezne od CoA [35].

Topakas i wsp. [35] przeprowadzili badania
nad termofilnym grzybem Sporotrichum termophile.
Wykazali, ze u tego mikroorganizmu, produkcja kwasu
wanilinowego z kwasu ferulowego zachodzi poprzez
degradacje¢ tancucha propionowego, z wytworzeniem
4-winylogwajakolu. W przeprowadzonych badaniach
osiagneli maksymalng wydajnos¢ syntezy kwasu wani-
linowego, 4024 mg/l, hodujac grzyby przez pierwsze
3 dni w pozywce zawierajacej glukoze jako zrodio wegla,
a nastepnie dodajac KF w stezeniu 60 mM. Kwas wanili-
nowy, otrzymany w wyniku transformacji, jest produk-
tem nietrwalym, obserwowano wigc jego nieoksyda-
cyjna dekarboksylacje do gwajakolu, zanim produkcja
kwasu wanilinowego osiagneta maksimum [24, 35].
Przemiany kwasu ferulowego do kwasu wanilinowego,
przebiegajace z wytworzeniem 4-winylogwajakolu jako
metabolitu posredniego, stwierdzono réwniez u grzy-
béw bialej zgnilizny Schizophyllum commune [37].

W komorkach Polyporus versicolor podczas degrada-
cji kwasu ferulowego, obok 4-winylogwajakolu wykryto
réwniez kwas wanilinowy, waniling, alkohol wanilinowy,
gwajakol oraz katechol, a w komérkach szczepéw Paeci-
lomyces variotii i Pestalotia palma rum wykazano réow-
niez metoksyhydrochinon jako produkt oksydacyjnej
dekarboksylacji kwasu wanilinowego. Bacillus coagulans
BKO07 przeprowadzat dekarboksylacje kwasu ferulowego
do 4-winylogwajakolu, ktéry byl natychmiast konwer-
towany do waniliny i utleniany do kwasu wanilinowego.
Kwas wanilinowy z kolei ulegal demetylacji do kwasu
protokatechowego [29].

Trzeci mechanizm syntezy kwasu wanilinowego
(rys. 1F) polega na skréceniu tancucha bocznego kwasu
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ferulowego, w wyniku czego powstaje kwas dihydroferu-
lowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksyfenylopropionowy).
Redukgja faricucha bocznego rozpoczyna si¢ od ataku
kationu wodorkowego, pochodzacego z pochodnej chi-
nonu, zainicjowanego przez izomeryzacj¢ analogiczna
do tej zachodzacej podczas dekarboksylacji kwasu
ferulowego. Reakcja ta jest typowa dla organizméw
beztlenowych, takich jak Burkholderia cepacia, Woli-
nella succinogenes, Saccharomyces cerevisiae i Lactoba-
cillus plantarum. Reakcja ta zachodzi jednak réwniez
w warunkach tlenowych i przeprowadzana jest przez
Phanerochaete chrysosporium i Pseudomonas fluorescens
FE2. U Wolinella succinogenes kwas dihydroferulowy jest
metabolizowany do kwasu wanilinowego, p-karboksy-
metylofenolu i kwasu homowanilinowego. U P. fluo-
rescens zaobserwowano szlak przechodzacy przez kwas
wanilinowy i protokatechowy [26, 29].

3.2. Synteza kwasu wanilinowego z eugenolu
iizoeugenolu

Proces otrzymywania kwasu wanilinowego oraz
waniliny na drodze biotransformacji kwasu ferulowego
jest najbardziej powszechny, a zdolnos¢ do tej trans-
formacji wykazuje wiele mikroorganizmoéw. Zidentyfi-
kowano jednak szczepy bakteryjne produkujace kwas
wanilinowy z innych, tadszych pochodnych fenolu,
takich jak eugenol oraz izoeugenol (rys. 1G, H). Euge-
nol oraz izoeugenol sg sktadnikami olejkéw eterycznych.
Eugenol moze by¢ otrzymywany na skale przemystowa
z drzewa gozdzikowego Syzygium aromaticum [27, 32].

Eugenol jest silnie toksyczny dla wigkszosci bak-
terii, istnieja jednak szczepy zdolne do jego biotrans-
formacji. Do bakterii transformujacych eugenol naleza
m.in. rézne szczepy Pseudomonas, ktdre posiadajg oksy-
dazg eugenolowa, enzym odpowiedzialny za pierwszy
etap rozkladu, prowadzacy do otrzymania alkoholu
koniferylowego. Reakcj¢ tg moze réwniez katalizowac
oksydaza alkoholu wanilinowego, enzym obecny m.in.
u Penicillum simplicissimum. Alkohol koniferylowy
ulega nastgpnie utlenieniu do aldehydu koniferylo-
wego, w reakeji katalizowanej przez dehydrogenaze
alkoholu koniferylowego. Dehydrogenaza aldehydu
koniferylowego katalizuje kolejna reakcje, w wyniku
ktorej powstaje kwas ferulowy. KF jest przeksztalcany
w waniling oraz kwas wanilinowy w szlaku zaleznym od
CoA [27]. Przemiany eugenolu prowadzace do kwasu
ferulowego, a nastgpnie kwasu wanilinowego przedsta-
wiono narysunku 1C, Di G.

Overhage iwsp. [27] wyizolowali szczep Esche-
richia coli XL1-Blue, tolerujacy eugenol. Konstruujac
plazmid zawierajacy geny oksydazy alkoholu wanili-
nowego, dehydrogenazy alkoholu koniferylowego oraz
dehydrogenazy aldehydu koniferylowego, pochodzace
z Penicillum simplicissium CBS 170.90, a nastgpnie

transformujac nim wyizolowany szczep E. coli, uzyskali
wydajna transformacje¢ eugenolu do kwasu ferulowego.
Dalsza przemiang KF uzyskali transformujac ten sam
szczep E. coli genami kodujacymi ligaze¢ kwas ferulowy-
-CoA oraz hydrataze enoilo-CoA [27].

Pseudomonas putida 158 i Bacillus subtilis B2 sa
szczepami bakteryjnymi, transformujacymi izoeuge-
nol do kwasu wanilinowego. Wykazano, ze bakterie
te wykorzystuja waniline oraz kwas wanilinowy jako
zrodto wegla, natomiast alkohol koniferylowy, aldehyd
koniferylowy i KE ktdre sg intermediatami transforma-
cji eugenolu, nie byly rozkladane. Wyniki te sugeruja, ze
izoeugenol jest bezposrednio przeksztalcany w waniline,
bez wytwarzania kwasu ferulowego [10]. Transformacja
izoeugenolu do kwasu wanilinowego, przeprowadzana
przez P, putida 158 byta bardziej efektywna niz u B. subti-
lis B2. Komorki szczepu P. putida, rosnace w optymalnej
pozywce, zawierajacej 5 g/l izoeugenolu, przeksztatcaty
izoeugenol do kwasu wanilinowego z wydajnoscia 98%
przed uplywem 40 minut. W pozywce zidentyfikowano
znikome ilosci waniliny. B. subtilis przeprowadzal ta
reakcj¢ wolniej, a maksymalna ilo§¢ waniliny osiggana
byta po 24 godzinach hodowli. Wydajnos¢ transforma-
cji izoeugenolu do waniliny w optymalnych warunkach
wynosita 14%. Obserwowano pozniejsze utlenianie
waniliny do kwasu wanilinowego [10, 32].Transforma-
cj¢ izoeugenolu do waniliny zaobserwowali réwniez
Seshardi i wsp. [31] u szczepu Nocardia iowensis.
W pierwszym etapie izoeugenol jest przeksztalcany przy
udziale monooksygenazy izoeugenolu do epoksydu
(rys. 1H), ktéry jest hydrolizowany do diolu, a nastgpnie
transformowany do waniliny (rys. 1I).

4. Podsumowanie

W pracy przedstawiono dotychczasowy stan wiedzy
na temat mikrobiologicznych przemian kwasu wanili-
nowego. Podstawowa reakcja rozktadu kwasu wanilino-
wego jest jego demetylacja do kwasu protokatechowego.
U bakterii zidentyfikowano dwa rézne szlaki, ktérymi
moze przebiega¢ ta reakcja, oksydacyjny, zalezny od
NAD(P)H oraz nieoksydacyjny, w ktérym kofaktorem
jest tetrahydrofolian. Inna wazna przemiang kwasu
wanilinowego jest reakcja nieoksydacyjnej dekarbo-
ksylacji do gwajakolu. Dekarboksylaza kwasu wanili-
nowego, enzym katalizujacy ta przemiang, nie wymaga
zadnych kofaktoréw.

Najwigksze znaczenie przemystowe ma jednak
redukcja kwasu wanilinowego do waniliny. Ten dwu-
etapowy proces ten wystepuje powszechnie u licznych
gatunkéw bakterii i grzybow. Reduktaza kwaséw kar-
boksylowych wymagana do pelnej aktywnosci obecno-
$ci ATP, CoA oraz NADPH. Z punktu widzenia syntezy
waniliny, istotne jest poznanie szlakéw biosyntezy jej
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prekursora z innych naturalnych, powszechnie wyste-
pujacych zwiazkéw. Kwas wanilinowy otrzymuje si¢ naj-
czedciej na drodze biotransformacji kwasu ferulowego,
waznego sktadnika ligniny. Reakcja ta moze przebie-
ga¢ dwoma alternatywnymi szlakami. Pierwszy z nich,
zalezny od CoA, przebiega z wytworzeniem waniliny
jako metabolitu posredniego i jest charakterystyczny
dla wielu szczepéw bakterii, grzybéw oraz alg. Drugi
szlak biosyntezy kwasu waniliowego z kwasu ferulowego
polega na dwukrotnej dekarboksylacji, ktorej interme-
diatem jest 4-hydroksy-3-metoksystyren. Zidentyfiko-
wano réwniez szczepy mikroorganizméw produkujace
kwas waniliowy z innych pochodnych fenolu, takich jak
eugenol oraz izoeugenol. Transformacja eugenolu prze-
biega z wytworzeniem kwasu ferulowego, natomiast izo-
eugenol jest bezpo$rednio transformowany do waniliny.
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