ZYWNOSC 1(26), 2001

MALGORZATA PLESZCZYNSKA

PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA BIOTECHNOLOGII
W PRODUKCJI LOTNYCH ZWIAZKOW
SMAKOWO-ZAPACHOWYCH

Streszczenie

Praca prezentuje obecny stan badan nad mikrobiologiczna produkcja naturalnych zwiazkéw smako-
wo-zapachowych, zwlaszcza laktonéw, zwiazkéw aromatycznych (waniliny i aldehydu benzoesowego)
oraz terpendw. Szczegdlny nacisk polozono na przedstawienie zalet, ograniczen oraz perspektyw wyko-
1zystania w tym celu proces6w biotransformacji.

Wstep

Zwiazki smakowo-zapachowe pierwotnie pochodzily z roslin wyzszych lub zwie-
rzat. Dzisiaj duza ich czg§¢ powstaje w laboratoriach chemicznych, a zapotrzebowanie
na tego typu substancje ciagle rosnie. Coraz czg$ciej spoZywamy Zywno$¢ wysoko
przetworzona. Wigkszo$¢ produktow rolnych poddawana jest rozmaitym zabiegom
technologicznym, od zbioru niedojrzatych owocow i warzyw, obrobki mechanicznej i
termicznej do przedluzajacego si¢ przechowywania. Powoduje to utrat¢ przynajmniej
cze$ci substancji smakowo-zapachowych. Podobne zmiany towarzysza nowym techni-
kom przetwarzania Zywno$ci, m.in. produkcji mrozonych poiproduktéw, mikrofalowa-
niu i modyfikowaniu pierwotnego sktadu produktéw. Na przyktad, wskutek obniZzania
zawarto$ci tluszczu w celu zmniejszenia warto$ci kalorycznej 2ywnoéci moze dra-
stycznie zmienié si¢ jej jako$¢, poniewaz thuiszcze sa czesto rozpuszczalnikiem i éro-
dowiskiem ochronnym dla wielu zwiazkow odpowiadajacych za smak i zapach. Ro$nie
réwniez zapotrzebowanie na substancje smakowe i zapachowe ze strony dynamicznie
rozwijajacego si¢ przemystu chemicznego, perfumeryjnego, farmaceutycznego i spo-
zywczego. Powstaje ogromny rynek zbytu, a to stwarza nowe mozliwosci produkcji.
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Zapotrzebowanie na syntetyczne substancje zapachowe i smakowe jest nadal
ogromne, ale stosunkowo latwe do otrzymania i doé¢ tanie produkty syntezy chemicz-
nej nic zawsze sg w stanie sprosta¢ wymaganiom konsumentow, ktdrzy coraz czesciej
zadaja substancji naturalnych, zdrowych, przyjaznych dla srodowiska i pochodzacych
z odnawialnych zrodet. W ustawodawstwie poglgbia sig¢ rozréznienie pomigdzy zwiaz-
kami naturalnymi, a syntetycznymi, identycznymi z naturalnymi. Wytwarzanie natu-
ralnych substancji smakowo-zapachowych w oparciu o materiat rolinny lub zwierzecy
ma kilka istotnych wad, m.in. zmienno$¢ sktadu i wydajnoéci produktu koncowego
uzyskiwanego z réznych Zrddet geograficznych, ale takze z jednego Zrodia zaleznie od
stanu pogody, choréb itp.; ograniczenia handlowe wynikajace z tropikalnego lub sub-
tropikalnego polozenia upraw wiekszosci ro§lin uzywanych w przemysle i niestabilno-
$ci politycznej tych regionéw; ograniczenia ekologiczne, a przede wszystkim stale
obnizanie sie¢ dostepnoéci tradycyjnych materiatéw, takich jak roélinne olejki eterycz-
ne, ambra, pizmo, cybet i w konsekwencji wysokie ceny — powyzej 5000 USD/kg.

Opisane trudno$ci nie dotycza dodatkéw smakowo-zapachowych, ktére maja taka
sama budowe i sktad chemiczny, jak odpowiadajace im zwiazki pochodzenia roslinne-
go lub zwierzgcego, ale produkowane sg przy uzyciu mikroorganizméw. Produkcja
biotechnologiczna jest niezalezna od wplywow zewngtrznych, a charakteryzuje sig
stalg wydajno$cig i jako$cia produktu. Podczas gdy metody chemiczne prowadza do
tworzenia mieszaniny izomeroéw oraz wielu produktéw ubocznych, procesy biotech-
nologiczne charakteryzujg sie stereo- i regiospecyficzno$cia, a takze specyficzno$cia w
zakresie typu reakcji. Przebiegaja w lagodnych warunkach i rzadko towarzysza im
uciazliwe reakcje uboczne. Produkty biotechnologiczne maja tez dodatkowe cechy
korzystne, np. wigksza trwato$é podczas obrobki i gotowania, wiasciwosci barwiace
lub konserwujace. Istotne jest, ze substancje te, pomimo ich zewnetrznego pochodze-
nia w stosunku do produktu, kiérego cechy majg stymulowaé lub przypominaé, moga
uzyskaé status naturalno$ci. Warunkiem jest by prekursor, z ktérego powstaja — w wy-
niku przeksztatcenia enzymatycznego lub termicznego — byt naturalny [26].

Opcja biotechnologiczna w wytwarzanin czystych substancji smakowo-
zapachowych obejmuje syntezg de novo przez mikroorganizmy rosngce na tanim sub-
stracie (fermentacjg) oraz biotransformacj¢ i biokonwersje, przez ktoére rozumie sig
pojedyncze lub wieloetapowe przemiany egzogennego prekursora w produkt podobny
strukturalnie, ale o wiekszej warto$ci. Do transformacji uzywa si¢ mikroorganizméow,
enzymow, komorek roslinnych i kultur tkankowych. Rocznie droga biokatalizy mikro-
biologicznej (gtéwnie fermentacji) wytwarza si¢ tysiace ton nielotnych dodatkéw sma-
kowych, takich jak slodziki (fruktoza), acidulanty (kwas cytrynowy) i substancje przy-
prawowe (kwas glutaminowy). Natomiast mozliwo$ci biotechnologicznej produkcji
zwiazkéw lotnych powstaty dopiero niedawno. Do§¢ wysokie koszty stosowanych
obecnie bioproceséw sprawiaja, ze w przemys$le wykorzystuje si¢ jeszcze niewiele
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takich produktoéw, przede wszystkim niektore estry, aldehydy (wanilina, aldehyd ben-
zoesowy), y i 8 laktony.

Laktony

Znaczenie laktonéw jako dodatkéw aromatycznych do zywnosci opiera sig na ich
charakterystycznych wiasciwoSciach sensorycznych. Sg wéréd nich zwiazki o zapachu
$mietankowym, brzoskwiniowym, orzechowym, kokosowym, miodowym, owocowym
i innym. Ich zaleta jest niski prog zapachowy, wynoszacy okoto 0,1 ppm.

Laktony sa czasteczkami, ktdre maja pierécien laktonowy (pier§cien weglowy z
jednym atomem tlenu), pochodzacy z wewnatrzczasteczkowej estryfikacji pomiedzy
grupa hydroksylowa i karboksylowa hydroksykwasu thuszczowego. Naturalne, spel-
niajace funkcjg zapachowa laktony, nasycone i nienasycone, zawieraja od 6 do 12
atomow wegla, maja strukturg gamma lub delta, budowe przewaznie liniowa, choé
kilka jest tez makrocyklicznych. Roznice strukturalne (liczba atoméw wegla w pier-
$cieniu i tancuchu bocznym, obecnos¢ wigzan podwdjnych, chiralno$é) wplywaja na
jakos$¢ zapachu czasteczki [10].

Sposréd dostepnych droga biotechnologiczna i majacych znaczenie przemystowe
Y i 0 laktonéw najwazniejsze sa te odnoszace sig bezposrednio do kwas6w oktanowe-
go, dekanowego i dodekanowego. Najbardziej znany 1 najszerzej wykorzystywany jest
4-dekanolakton o zapachu brzoskwiniowym, ktory wchodzi w sklad wielu produktéow
zywno$ciowych (produktéw mleczarskich, sokéw, deseréw w proszku, itd.).

Biosynteza laktonow jest zloZona i1 niezbyt dobrze poznana. Zdolno$¢ syntezy de
novo posiada wiele mikroorganizmoéw: grzyby (Polyporus durus [7], Ischnoderma
benzoinum [2]), grzyby nitkowate (Trichoderma [11), Fusarium paoe [24]) i drozdze
(Sporobolomyces odorus [25]). Wydajnoé¢ tych procesow jest jednak bardzo niska
(kilka mg/ml), dlatego zainteresowanie badaczy i producentéw skupia si¢ na bardziej
efektywnym wytwarzaniu tych zwiazkéw droga biotransformacji naturalnych prekur-
soréw. Bezposrednimi prekursorami laktonow sg hydroksykwasy tluszczowe — natu-
ralne lub syntetyzowane przez mikroorganizmy z kwasoéw tluszczowych, zawieraja-
cych lub nie zawierajacych grupy hydroksylowej lub ketonowej. Najwazniejszym,
jedynym tatwo dostgpnym i tanim zwiazkiem wyjsciowym dla syntezy 4-dekano-
laktonu jest olej rycynowy, otrzymywany z Ricinus communis, a $cislej jego gioéwny
(90%) sktadnik — kwas rycynolowy, ktéry jest naturalnym hydroksykwasem [10].

Rozklad kwasoéw thuszczowych przebiega droga f-oksydacji. U drozdzy proces
ten zachodzi w peroksysomach. Poczatkowo sadzono, ze podczas [-oksydacji nie
uwalniaja si¢ z kompleksu multienzymatycznego metabolity posrednie. Jednak w la-
tach osiemdziesiatych wykryto nagromadzanie si¢ produktéw posrednich podczas
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utleniania kwasu palmitynowego przez cate mitochondria. Okazato si¢ mozliwe wyko-
rzystanie tego szlaku do otrzymywania waznych substancji organicznych.

Roézne mikroorganizmy, wykazujace aktywno$é lipazowa do hydrolizy oleju ry-
cynowego, sa zdolne tolerowaé powstajace kwasy ttuszczowe i, co najwazniejsze, mo-
ga prowadzi¢ czesciowa B-oksydacj¢ kwasu rycynolowego. Do biodegradacji tego
kwasu najczgsciej uzywa si¢ drozdzy Yarrowia lipolytica, a ponadto: Cladosporium
suaveolens, Pichia etchellsii, Candida petrophilium, Sporobolomyces odorus, Rhodo-
torula glutinis, Monilia fructicola oraz Aspergillus niger i Phanerochaete chrysospo-
rium [8]. W przypadku Yarrowia, po pewnej liczbie cyklow f-oksydacji, ester zredu-
kowanego hydroksykwasu (kwas 4-hydroksydekanowy — bezposredni prekursor lakto-
nu) i koenzymu A jest uwalniany z kompleksu utleniajacego. Koncowe stgzenie kwasu
4-hydroksydekanowego wynosi od 5 do nawet 10 g/l. Spontanicznie nastgpuje tylko
czesciowa cyklizacja hydroksykwasu i dlatego, aby uzyskaé zadowalajaca wydajnosc,
laktonizacjg nalezy prowadzi¢ ogrzewajac substrat w §rodowisku o odczynie kwasnym
[10].

Zakonczona sukcesem konwersja kwasu rycynolowego do 4-dekanolaktonu zapo-
czatkowata poszukiwanie innych zZrodet hydroksykwasow thuszczowych. W stodkich
ziemniakach i pewnych Zzywicach wystepuja kwasy 11-hydroksypalmitynowy i
3,11-dihydroksymirystynowy, ktoére drozdze transformuja do odpowiednich
d-lakton6w, 5-dekanolaktonu i 5-oktanolaktonu. Takich naturalnych zrodet hydroksy-
kwasow thuszczowych jest jednak niewiele, a ich zasoby sa malo obfite, szuka sie
mozliwoéci pozyskiwania tych zwiazkéw droga biotechnologiczna, np. poprzez zasto-
sowanie mikroorganizméw do wprowadzania grupy hydroksylowej do tancucha we-
glowego kwasu thuszczowego. Moze si¢ to odbywac albo przez dziatanie lipoksygena-
zy na naturalne polinienasycone kwasy thiszczowe lub przez ich bezposrednia hydrok-
sylacje. I tak, fermentacja oleju kokosowego, bogatego Zrodta kwasu oktanowego, przy
uzyciu Aspergillus niger, Phanerochaete chrysosporium, Cladosporium suaveolens i
Pichia etchellsii jest dobra droga do otrzymywania 4-oktanolaktonu. Sporobolomyces
odorus 1 pewne gatunki Mortierella moga réwniez przylaczaé grupg hydroksylowa do
czwartego wegla i wytwarzaé odpowiednio y-dekanolakton z kwasu dekanowego i
Y-oktanolakton z kwasu oktanowego. Gamma i delta laktony z odpowiednich kwasoéw
tluszczowych lub ich estréw etylowych produkuja niektére gatunki Mucor, ze wzgledu
na zdolno$¢ umieszczania grupy funkcyjnej przy 4 lub 5 weglu w kwasach karboksy-
lowych zawierajacych od 4 do 20 atomoéw wegla. Wytwarzanie laktonow z diugolan-
cuchowych kwaséw ttuszczowych wymaga, obok wprowadzenia grupy hydroksylo-
wej, takze skrécenia taficucha oraz laktonizacji. Wielu autoréw [8] opisuje mikrobiolo-
giczng (Saccharomyces cerevisiae, Candida, Pichia, Hansenula, Yarrowia i Pseudo-
monas) transformacje kwasu oleinowego do kwasu 10-hydroksyoktadekanowego, kt6-
ry przy uzyciu mikroorganizméw majacych zdolnoéé do jego B-oksydacji jest prze-
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ksztalcany w y-dodekanolakton. Acetobacter i Rhodococcus w analogiczny sposéb
prowadza konwersje kwasu linolowego i linolenowego do nienasyconych y-laktonéw.
Reakcje te sa stereospecyficzne i przebiegaja z duza wydajnoscia, jednak produktem
wigkszosci z nich sg 10-hydroksykwasy, co znacznie zaweza mozliwosci otrzymywa-
nia szerokiej gamy laktondw, poniewaz rodzaj powstajacego laktonu (8 czy v) zalezy
od pozycji grupy hydroksylowej w tancuchu alifatycznym.

Alternatywny sposéb otrzymywania duzych ilosci 8-laktoné6w polega na mikro-
biologicznej redukeji odpowiednich o,f-nienasyconych lakton6w obecnych w oleju z
kory drzewa Massoi (Cryptocaria massoia, Indonezja). W reakcji biora udziat grzyby
nalezace do Basidiomycetes 1 drozdze Saccharomyces cerevisiae [27].

Poza oméwionymi, duze znaczenie maja laktony o zapachu pizmowym. Maja
przewagg nad syntetycznymi pizmami, poniewaz bardziej przypominajg pizmo natu-
ralne, sg lepiej tolerowane przez skorg i tatwo ulegajg degradacji. Drozdze Torulopsis
bombicola przeksztalcajg kwas palmitynowy lub jego estry do kwasu 16-hydroksy-
heksadekanowego, ktéry wytwarzany jest w postaci glikolipidu. Jest to jeden z najbar-
dziej wydajnych proceséw w przemysle perfumeryjnym. Wydajno§¢ wynosi okolo
40% 1 otrzymuje si¢ 300 g/l glikolipidu. Jest on poddawany hydrolizie, a nastgpnie
cyklizacji do heksanodekanolaktonu [16].

Zwiazki aromatyczne

Naturalne zwiazki aromatyczne takie, jak wanilina, aldehyd benzoesowy, alkohol
B-fenyloetylowy, sa wazng cze$cia rynku substancji smakowo-zapachowych.

Wanilina

Wanilina jest najpowszechniej uzywanym dodatkiem smakowo-zapachowym. Jej
roczne zuzycie wynosi 12000 ton, z czego tylko od 20 do 50 ton pochodzi ze stracz-
kéw Vanilla sp. (gtownie V. plantifolia), a pozostala czg$¢ jest syntetyzowana che-
micznie z surowcow petrochemicznych i czg§ciowo ligninowych. Wanilina syntetycz-
na kosztuje okoto 15 dolaréw za kilogram, a naturalna, nawet do 4000 dolaréw. Jak
dotad nie udato sie rozwinaé efektywnej produkeji waniliny droga mikrobiologiczna.
Mozliwych do zaakceptowania wydajno$ci nie osiaga si¢ ani podczas syntezy de novo,
ani z wykorzystaniem kultur tkankowych komorek roslinnych Vanilla {21]. Obiecujaco
przedstawia si¢ natomiast biotransformacja naturalnych fenylopropanowych prekurso-
réw, takich jak: eugenol, izoeugenol, kwas ferulowy, alkohol koniferylowy i weratry-
lowy, lignina, stilbeny fenolowe. Koszt handlowy tych prekursoréw waha si¢ od 100
do 150 dolardéw za kilogram. Zakltadajac 50-60% poziom transformacji, szacunkowy
koszt produktow biotransformacji. wyniesie ok. 1000 USD/kg, a biorac pod uwagg ich
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naturalno$¢ — cena sprzedazy moze siegna¢ 2000 USD/kg [20]. Jednak obecnie wydaj-
noS$¢ bioprocesow nie przekracza jeszcze 1 g/l.

Stilbeny fenolowe wystepuja powszechnie w korze $wierkowej. Badania nad bio-
transformacja tych zwiazkéw w kierunku waniliny prowadzono w laboratoriach japon-
skich, gdzie zidentyfikowano nowa, pochodzaca z Pseudomonas dioksygenazg, ktora
oksydatywnie rozszczepia stilbeny do odpowiadajacych aldehydéw aromatycznych
[13]. |

Eugenol jest tanim i dostgpnym na skale przemystowa sktadnikiem olejku goz-
dzikowego. Opatentowano produkcjg waniliny z eugenolu przy uzyciu szczepu Pseu-
domonas TK 2102, ktéry przejsciowo akumuluje waniling — do 280 mg/l, a takze inne
metabolity: alkohol i aldehyd koniferylowy, kwas ferulowy i alkohol wanilinowy. Pe-
nicillium simplicissimum przeprowadza eugenol do aldehydu koniferylowego oraz
przeksztalca alkohol wanilinowy w waniline. Uzyskane wydajno$ci biotransformaciji sa
jednak niskie [13]. Nieco lepsze rezultaty uzyskuje sie stosujac izoeugenol (wystgpuje
w olejku z gatki muszkatotowej), ale jest on jednocze$nie mniej dostgpny. Aspergillus
niger ATCC 9142 jest zdolny do transformacji izoeugenolu do waniliny z 10% wydaj-
no$cia, wanilina jest nast¢pnie przeprowadzana w alkohol i kwas wanilinowy. Rowniez
Serratia marcescens przeksztalca izoeugenol; po optymalizacji wydajnos¢ waniliny
wynosi 3,8 g/l (z eugenolu — 0,018 g/1) [21].

Prekursorem waniliny moze tez by¢ kwas ferulowy, ktéry jest produktem mikro-
biologicznego utleniania ligniny, a takze powszechnie wystepuje w $cianach roslin
(m.in. traw), gdzie jest estrowo zwiazany z polisacharydami i mozna go stamtad wy-
dajnie izolowacd. [23]. Biotransformacja tego zwiazku przeprowadzana jest przez bakte-
rie, grzyby i drozdze. Podczas wzrostu Pseudomonas fluorescens na kwasie ferulo-
wym, metabolitami po$rednimi sa wanilina, kwas wanilinowy i protokatechowy [5].
Corynebacterium glutamicum wytwarza z kwasu ferulowego mieszanine waniliny (76
mg/l, w obecnosci inhibitora dehydrogenazy wanilinowej — DL-ditiotreitolu) i kwasu
wanilinowego [18]. W podobnych warunkach przy udziale kultur tkankowych Spiruli-
na platensis prekursor ulega przemianie do waniliny (116 mg/l), kwasu wanilinowego,
p-hydroksybenzoesowego, protokatechowego, kumarynowego i alkoholu wanilinowe-
go [22]. Roéwniez grzyby bialej zgnilizny drewna, Polyporus versicolor i Fomes fo-
mentarius, degraduja kwas ferulowy do waniliny, ktéra moze by¢ odwracalnie redu-
kowana do alkoholu wanilinowego lub utleniana do kwasu wanilinowego. Pycnoporus
cinnabarinus, przeksztalcajacy kwas ferulowy do waniliny, alkoholu i kwasu wanili-
nowego, zostal wykorzystany w dwustopniowym procesie biokonwersji: w pierwszym
etapie Aspergillus niger przeprowadza kwas ferulowy w wanilinowy z wydajnoscia
molama 88%, w drugim — P. cinnabarinus redukuje go do waniliny. Ostatnio donie-
siono, ze uzywajac kultur P. cinnabarinus o duzej gestoSci mozna uq'skac okoto 700
mg waniliny z jednego litra podtoza {19]. :
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Aldehyd benzoesowy

Nastgpng po wanilinie wazng substancja zapachowa jest aldehyd benzoesowy,
uzywany jako kluczowy skladnik zapachu migdalowego i wisniowego. Syntetyczny
aldehyd benzoesowy otrzymywany jest jako produkt uboczny w produkcji fenolu i
kosztuje 3 USD/kg, przy zuzyciu 7000 t w ciagu roku. Naturalny aldehyd benzoesowy
jest uwalniany enzymatycznie z amygdaliny — glikozydu obecnego w nasionach owo-
cow, np. moreli i wisni (zuzycie 20 t). Jednak konkurencyjnie powstaja w tym procesie
niewielkie ilosci zwiazk6éw toksycznych. Pewna ilo§¢ aldehydu (80 t/rok) powstaje tez
z naturalnego aldehydu cynamonowego, pochodzacego z oleju z kasji. Nie otrzymat on
jednak statusu GRAS (Generally Recognized As Safe). Prekursorem biologicznej pro-
dukcji aldehydu benzoesowego jest do$¢ tania i fatwo dostepna fenyloalanina. Mikro-
biologicznej degradacji tego zwiazku nie towarzysza toksyczne produkty uboczne,
produkt moze by¢ uznany za naturalny, ale uzyskiwane wydajnosci sa nadal niskie.

Pseudomonas putida katabolizuje L-fenyloalaning poprzez fenylopirogronian, al-
dehyd fenylooctowy i fenylooctan do soli kwasu migdalowego. Ten ostatni zwigzek
jest przeksztatcany w kwas benzoilomréwkowy, z ktérego po dekarboksylacji powstaje
aldehyd benzoesowy. Mutanty P. putida akumuluja benzoilomréwczan, ktéry nastep-
nie przeprowadzany jest do aldehydu, w bezkomérkowej reakcji z uzyciem dekarbok-
sylazy wyizolowanej ze szczepu dzikiego lub z innych bakterii; jest to korzystne, po-
niewaz bezposrednie nagromadzenie aldehydu benzoesowego stwarza problemy zwia-
zane z jego toksyczno$cia. ROwniez Proteus vulgaris przeksztalca aromatyczne ami-
nokwasy do odpowiadajacych kwasow fenylopirogronowych, z ktoérych nastepnie ta-
two — za pomoca tagodnych zasad — otrzymuje si¢ aldehyd benzoesowy [9]. W bio-
konwersji fenyloalaniny do aldehydu benzoesowego bierze udzial wiele grzybow bialej
zgnilizny, m.in.: Poria xantha, Ischnoderma benzoinum, Dichomitis squalens, Bjer-
kandera adusta, Polyporus tuberaster. Zaleznie od szczepu, metabolizm fenyloalaniny
jest rézny 1 prowadzi do tworzenia sig koproduktow, np. 3-fenylopropanolu (o zapachu
kwiatowym podobnym do rézy) lub 2-fenyloetanolu — aromatu o delikatnym zapachu
rézanym z odcieniem hiacyntu [19].

Terpeny

Terpeny sa dobrym i jednocze$nie trudnym substratem do przeprowadzenia bio-
transformacji. Zdolno$é mikroorganizméw do transformacji terpendw jest zrozumiala,
wszak kazdego roku, gtéwnie w lasach, produkowanych jest 1.75-10% t terpenéw, ktore
muszg zostaé roztozone. Istnieje wiele mikroorganizméw zdolnych do ich degradacji
lub konwersji do zwiazkoéw o dodatkowych wiasciwosciach, np. sesquiterpen walencen
— tani komponent olejku pomaranczowego — przez bakterie moze by¢ przeprowadzony
do drogiego nootkatonu — waznego aromatu grejpfruta. Latwodostgpnym i tanim ter-
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penem jest O-pinen, otrzymywany przy przerobie drewna drzew iglastych. Pod wpty-
wem bakterii Pseudomonas ulega on biotransformacji do réznorodnych zwiazkéw
terpenowych: limonenu, borneolu, kamfory, itd. P. fluorescens i Nocardia maja uni-
kalny szlak degradacji ai-pinenu, w wyniku kiorego powstaja pachnace aldehydy izo-
nawalal o nucie cytrusowej, leSnej, korzennej i nawalal o nucie lesnej i aldehydowej
[3]. Mikroorganizmy stosuje si¢ tez do rozdzielania mieszanin racemicznych produk-
tow syntezy chemicznej. Przyktadem jest DL-mentol. Sposréd o$miu mozliwych izo-
meréw (w czasteczce mentolu sa trzy centra chiralne) tylko L-mentol ma poZadana
kombinacje mietowego smaku i odczucia $wiezo$ci. Naukowcy z Japanase Nippon
Terpene Chemical Co. opatentowali i wdrozyli do produkcji metodg otrzymywania
L-mentolu w procesie hydrolizy octanu DL-mentolu za pomoca esterazy 4lginomonas
nonfermentas NOF-5 [28].

W literaturze opisano jeszcze wiele innych przyktadéow biotransformacji terpenow
[15, 17], jednak ich toksyczno§é wobec mikroorganizméw, niskie wydajnosci, wielo-
rako$¢ metabolitdéw terpenowych, nietrwato§é produktow, skltadaja si¢ w rezultacie na
wysokie koszty procesdéw, co nie sprzyja opracowywaniu i wdrazaniu technologii
przemyslowych.

Estry

Estry sa jeszcze jedna wazng grupa zwiazkow zapachowych. W owocach wysteg-
puja w niewielkich iloéciach (od 1 do 100 ppm), stad duze znaczenie maja estry syn-
tetyczne, ale okazalo sig, Ze mozna je tez produkowaé przy uzyciu mikroorganizméw,
np. bakterii mlekowych i Pseudomonas. Estry o krétkich faricuchach moga powstawac
rowniez przez biokonwersj¢ wiasciwych prekursoréw. Oleje fuzlowe — tani produkt
uboczny rektyfikacji etanolu — skladaja si¢ glownie z 3-metylobutanolu, 2-metylo-
butanolu i izobutanolu. Alkohole te sa transformowane przez drozdze Hansenula mra-
kii, z duza wydajnoscia (90% octanu 3-metylobutanolowego), do odpowiednich octa-
noéw. Produkowane estry ulatniaja si¢ podczas procesu i sa adsorbowane na weglu ak-
tywowanym. Otrzymany przez desorpcj¢ koncentrat moze shuzy¢ jako naturalny aro-
mat bananowy [14].

Podsumowanie

Chociaz w ostatniej dekadzie opisano wiele proceséw biotransformacji, ktore
mozna by bylo wykorzysta¢ do wytwarzania zwiazkéw smakowo-zapachowych, to
liczba zastosowan przemystowych jest nadal do$¢ ograniczona.

Oto niektore przyczyny tego stanu rzeczy [1]:

e brak tanich, dostgpnych w duzych ilo§ciach prekursordéw;
e toksyczno$¢ substratu i produktu dla mikroorganizméw;
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* niskie st¢zenia produktu;

e niskie wydajnosci;

e dhugi czas reakcji;

e przejsciowe gromadzenie produktu;

¢ lotno$¢ i niska rozpuszczalno$¢ substratéw i produktow (duze straty w procesie
produkcyjnym);

e zlozono§é szlakéw biokonwersji, ktérej wynikiem jest tworzenie sie mieszanin
produktow; v

® brak mozliwosci produkcji ze wzgledu na nieznany sposob indukcji enzymatycznej
biokonwersji;

e niestabilno$§¢ biokatalizatora.

W celu przezwycigzenia tych trudnosci konieczne jest poszukiwanie i rozwéj no-
wych technologii dodatkéw smakowo-zapachowych. Przyktadem postepu w tej dzie-
dzinie jest prowadzenie enzymatycznej konwersji nie w $rodowisku wodnym, ale w
rozpuszczalnikach organicznych lub w ukladach dwufazowych. Dzialania takie po-
zwalaja unikna¢ problemow wynikajacych z niskiej rozpuszczalnosci, stabej stabilno-
$ci 1 toksyczno$ci substratdéw i produktow oraz zwigzanych z procesami hamowania
przez produkt koncowy. Ponadto rozpuszczalniki organiczne moga byé wykorzysty-
wane jako faza ekstrakcyjna dla usuwania produktu in situ [4]. Wigkszo§¢ dotychczas
prowadzonych badan dotyczyla funkcjonowania w tych warunkach izolowanych en-
zymow hydrolitycznych, chociaz z wielu powodéw korzystne jest uzywanie w proce-
sach biotransformacji calych komérek. Podejmowane sa wigc réznorodne proby za-
bezpieczenia komoérek przed szkodliwym wpltywem rozpuszczalnikéw organicznych -
ostatnio szeroko opisywana jest technika mikrokapsulkowania komérek metoda mig-
dzyfazowej polimeryzacji [12]. Izolowano tez organizmy, ktdre przezywaja wysokie
stezenia zwigzkow lipofilowych i moga by¢ stosowane zar6wno w Srodowisku wod-
nym, jak i dwufazowym. Mozna ich réwniez uzy¢ jako gospodarzy dla obcych gendéw
kodujacych enzymy wiaczone w biotransformacjg zwiazkéw zapachowych [1].

Ogromne znaczenie ma takze intensywny rozwoj badan dotyczacych waznych dla
proceséw biotransformacji mikrobiologicznych szlakéw metabolicznych, ktéry umoz-
liwi nie tylko doktadne ich poznanie w celu, np. okreslenia etapow ograniczajacych,
ale pozwoli na manipulowanie ich przebiegiem przy uzyciu metod tradycyjnych lub
technik inzynierii genetycznej. Perspektywy zastosowania inzynierii genetycznej w
produkcji zwiazkéw smakowo-zapachowych sa jednak znacznie szersze i obejmuja,
m.in. ulepszanie procesOw przez genetyczng modyfikacjg biokatalizatoréw oraz inzy-
nierie genetyczna szlakéw katabolicznych naturalnego produktu. Wigkszo$¢ roslinnych
zwiazkow zapachowych nie jest bowiem produktami posrednimi metabolizmu pier-
wotnego, lecz wtomego, stad ich biosynteza z substratow uzytych w celu wzrostu 1
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powstawania energii jest wieloetapowa i doé¢ trudno ja zwigkszy¢. Strategia alterna-
tywna moze byé wykorzystanie enzyméw wlaczonych w naturalny rozktad produktu,
aby wytworzy¢ zwiazki zapachowe z naturalnych prekursoréw, np. waniling z euge-
nolu przy uzyciu Arthrobacter globiformis [6].

Wazna sprawa jest takze usprawnianie izolacji, oczyszczania i zaggszczania pro-
duktu, szczegblnie wtedy kiedy ilo§¢ operacji moze by¢ zredukowana lub moga one
by¢ prowadzone w tagodniejszych warunkach.

Wigkszo$¢ dostepnych dzi§ metod biotechnologicznej produkcji zwiazkéw sma-
kowo-zapachowych jest zbyt kosztowna, a ich usprawnienie wymaga jeszcze wielu
badan interdyscyplinarnych. Jednak optacalno$ci stosowania nowych technik wytwa-
rzania tych substancji dowodzi cho¢by przyklad 4-dekanolaktonu, ktéry kosztuje okoto
6000 dolarow za kilogram jesli jest izolowany ze zrédet naturalnych, a produkowany
przy uzyciu mikroorganizmow jest juz pigciokrotnie tanszy.
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PROSPECTS FOR THE BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF FLAVOURS
AND FRAGRANCES

Summary
This rewiev presents the current state of the art of microbiological production of natural flavours, par-

ticulary lactones, aromatic compounds (vanillin, benzaldehyde) and terpenes. Special emphasis is placed
on advantages, disadvantages and prospects for application to this end biotransformation processes.
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