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Microbiological degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives

Abstract: Microbiological degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives occurs via aerobic or anaerobic pathway. The first
step in the biodegradation of these compounds, both aerobic and anaerobic, is B-oxidation. The key intermediate in this process is
benzoyl-CoA. In anaerobic environment this intermediate can be transformed to acetyl-CoA, incorporated into the central metabolism.
Under aerobic condition benzoyl-CoA is transformed to protocatechuate acid, gentisic acid or catechol, compounds which are cleaved
by a specific dioxygenase. Many microorganisms can transform phenolic acid to an amino acid or other compounds such as which
4-hydroxybenzoic acid, amide, acetophenone, which can be used in industry.

1. Introduction. 2. Anaerobic degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives. 3. Degradation of cinnamic acid and its
hydroxyl-derivatives under aerobic conditions. 4. Bioconversion of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives. 5. Summary
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1. Wprowadzenie

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne znaj-
duja szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym
jako prekursory w chemicznej syntezie flawonoidéw,
antybiotykow, zwiazkéw przeciwutlenajacych, prze-
ciwzapalnych, czy przeciwgrzybicznych [11, 15, 17, 18,
21, 24-26]. Szerokie zastosowanie tych zwigzkow skut-
kuje ich pojawianiem si¢ w odpadach przemystowych,
gléwnie przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego
i spozywczego, ale takze jako produkt uboczny proce-
sow obrobki wegla, ropy naftowej, produkeji plastiku,
barwnikdow i pestycydow [16, 27, 32]. W wysokich ste-
zeniach fenolokwasy wplywaja toksycznie na organizmy
zywe, w zwigzku z czym konieczne jest ich usuwanie ze
$ciekow poprzemystowych. Ponadto kwas cynamonowy
i jego pochodne: kwasy p-kumarowy, ferulowy, synapi-
nowy, sg waznymi kopolimerami budujacymi ligniny.
Stad biodegradacja fenylopropanoidéw jest niezwykle
istotna w globalnym obiegu wegla w przyrodzie [20].
Obecnie duzg uwage poswieca si¢ mikrobiologicznej
degradacji toksycznych zwiazkow ze wzgledu na zmniej-
szone ryzyko powstawania toksycznych intermediatow
w tych procesach, niski koszt, brak koniecznosci wpro-
wadzania do $rodowiska substancji wigzacych, ktore
dodatkowo obcigzajg $cieki [31]. Procesy rozkladu

kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych
w biologicznych oczyszczalniach $ciekow podlegaja sze-
regu regulacjom na poziomie fizjologicznym i genetycz-
nym. Aby byly prowadzone z odpowiednig wydajnoscia
konieczna jest znajomo$¢ szlakow ich mikrobiologicznej
degradacji.

2. Przemiany kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych w warunkach beztlenowych

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne moga
oddzialywa¢ negatywnie na srodowisko, w ktorym wy-
stepuja w dwojaki sposdb: poprzez toksyczny wplyw na
mikroorganizmy w nim bytujace oraz poprzez kumula-
cje w ligninach i zaburzaniu w ten sposob obiegu wegla
w przyrodzie. Jednak pomimo antybakteryjnych wias-
ciwosci tych kwasow istnieje szereg mikroorganizméow
zdolnych do calkowitego rozktadu lub biotransformacji
kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych.

Procesy beztlenowej degradacji fenolokwasow sa
stabo poznane, jednak zazwyczaj wiaze si¢ je reakcjami
B-oksydacji, prowadzacymi do wytworzenia benzoilo-
-CoA, gléwnego intermediatu w procesach beztlenowej
degradacji wigkszosci jednopierscieniowych zwigzkow
aromatycznych [8, 13]. Do aktywacji fenolokwasow
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dochodzi poprzez przylaczenie CoA z réwnoczesna
hydrolizg ATP do AMP. W dalszym etapie dochodzi do
przylaczenia czasteczki wody do wigzania podwojnego
pomiedzy weglami a i p taicucha bocznego. Nastepnie
dochodzi do utlenienia wegla . Akceptorem elektronéw
w tym procesie jest NAD*. Powstaly zwigzek w wyniku
tiolizy z udzialem CoA ulega przeksztalceniu do ben-
zoilo-CoA i acetylo-CoA (Rys. 1) [8-10].

Benzoilo-CoA podlega dearomatyzacji pierscienia,
polegajacej na redukcji do cykloheksa-1,5-dien-1-kar-
boksy-CoA przez reduktaze benzoilo-CoA. Produkt tej
reakcji ulega nastepnie hydratacji i dehydrogenacji
do 2-okso-6-hydroksycykloheksano-1-karboksy-CoA.
Hydroliza tego zwiazku prowadzi do powstania 3-hy-
droksypimelino-CoA. Ulega on dalej B-oksydacji do
acetylo-CoA oraz glutarylo-CoA. Dehydrogenaza glu-
tarylo-CoA, opisana u Azoarcus evansii, katalizuje utle-
nienie i dekarboksylacje glutarylo-CoA do dwutlenku
wegla i krotonylo-CoA, ktéry nastepnie utleniany jest
do dwoch czgsteczek acetylo-CoA [13].

Czesto w warunkach beztlenowych dochodzi jedynie
do czesciowego rozktadu kwasu cynamonowego i jego
pochodnych. Uzyskane produkty niepelnego rozktadu
stanowig cenne zrédlo waznych substratow dla prze-
mystu spozywczego, kosmetycznego, farmaceutycznego.

Podstawowg reakcja niepelnego rozkltadu w warun-
kach beztlenowych jest redukcja wigzania podwdjnego
w lancuchu bocznym kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych (kwaséw o-, m-, p-kumarowego,
o-, m-, p-metoksycynamonowego, p-metylocynamono-
wego, kawowego, ferulowego, izoferulowego) z udzialem
bakterii z rodzaju Clostridium (C. celerecrescens, C. xyla-
nolyticum, C. glycolicum, C. aerotolerans) oraz Pseudo-
monas (P. putida, P. cepacia, P. stutzeri) [6, 7, 14]. Wyka-
zano, ze jednoczesna obecno$¢ grup metoksy w pozyciji
meta i para pier$cienia aromatycznego inhibuje reduk-
cje fancucha bocznego [7]. Organizmy te wykorzystuja
kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne jako
ostateczny akceptor elektronéw w utlenianiu czgste-
czek wodoru wytworzonych w reakcjach energetycz-
nych. Czasteczka wodoru jest przytaczana do wigzania
podwojnego w tancuchu bocznym kwasu, co prowadzi
do jego fenylopropionowej pochodnej (Rys. 1). Szczepy
z rodzaju Clostridium nie s3 zdolne do dalszego roz-
kfadu kwasow propionowych, jednak zwiagzki te moga
by¢ dalej degradowane przez inne, wystepujace w $rodo-
wisku mikroorganizmy, np. Comamonas (Pseudomonas)
testosteroni 3, 6, 7].

Szczep C. aerotolerans nie tylko przeprowadza reduk-
cje wigzania podwodjnego w facuchu bocznym kwasu
p-kumarowego (monohydroksylowa pochodna kwasu
cynamonowego), ale réwniez katalizuje nieoksyda-
cyjna dekarboksylacje tego kwasu. W wyniku tej reakeji
powstaje 4-winylofenol, ktdry nastepnie ulega reduk-
cji do 4-etylofenolu (Rys. 1) [6, 7]. Reakcje tego typu
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obserwowano réowniez u Lactobacillus plantarum [5].
Dekarboksylaza, odpowiadajaca za przemiany kwasow
kumarowego i kawowego, wyizolowana z tego szczepu
jest homotetramerem o masie czasteczkowej 93 kDa.
Enzym ten zbudowany z 174 aminokwaséw i wykazuje
w 67% homologie z dekarboksylazg kwasu ferulowego
z Bacillus pumilus [5].

3. Rozklad kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych w warunkach tlenowych

Reakcje tlenowego rozkladu kwasu cynamonowego
i jego hydroksypochodnych stanowia zrédlo wegla
i energii dla mikroorganizméw. Aerobowe szlaki roz-
ktadu tych zwigzkéw prowadza do rdznych produktow
wlaczanych w centralny metabolizm.

Najczesciej reakcja inicjujacg ich rozklad jest akty-
wacja czasteczki kwasu poprzez przylaczenie CoA,
w wyniku czego powstaje cynamoilo-CoA (Rys.2).
Enzymem odpowiedzialnym za ten proces jest ligaza
fenylopropylo-CoA [29]. Powstaly w wyniku dziata-
nia tego enzymu zwiazek podlega typowym reakcjom
B-oksydacji, ktore opisano miedzy innymi u przed-
stawicieli z rodzaju Pseudomonas (Pseudomonas sp.
132, Pseudomonas acidovoraus, P. fluorescens AN103),
termofilnych laseczek z rodzaju Bacillus (Bacillus sp.
AB066336 i 226929, Bacillus vulcani), wystepujacych
w poblizu kominéw termalnych na plyciznach, w go-
racych zrédlach oraz gnijacych korach drzew [14, 20]
oraz drozdzy Rhodotorula rubra i promieniowcow
Actinomycetes.

Produktami tych przemian sg acetylo-CoA (wcho-
dzacy w cykl Krebsa) i aldehyd benzoesowy, ktory
w nastepnym etapie podlega hydroksylacji. Obecnos¢
grupy hydroksylowej w pozycji para pierScienia aroma-
tycznego powstatego aldehydu hydroksybenzoesowego
umozliwia rozszczepienie jego pierscienia aromatycz-
nego (Rys. 2) [27]. Odmienng droge rozktadu aldehydu
hydroksybenzoesowego, powstatego w wyniku dekar-
boksylacji, zaobserwowano u szczepu Halomonas sp.
IMPC, ktory odpowiada za metabolizm kwasu cynamo-
nowego oraz jego hydroksy-, metylo- i metoksypochod-
nych. Aldehyd hydroksybenzoesowy jest przeksztalcany
przez ten szczep do kwasu p-hydroksybenzoesowego,
ktérego hydroksylacja prowadzi do powstania kwasu
protokatechowego, jednego z centralnych intermediatéw
degradacji zwiazkéw aromatycznych (Rys.2). Wyka-
zano, ze obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji orto
catkowicie hamuje biodegradacje fenolokwasow [1].

Kwas cynamonowy rozkladany droga B-oksydacji
przez Actinomycetes i szczepy z rodzaju Bacillus prze-
ksztalcany jest do kwasu benzoesowego. Powstaty ben-
zoesan ulega nastepnie hydroksylacji do katecholu lub
3-hydroksybenzoesanu. Kwas 3-hydroksybenzoesowy
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moze nastepnie by¢ przeksztalcany do kwasy gentyzy-
nowego dzigki aktywnosci 6-hydrolazy kwasu 3-hydro-
ksybenzoesowego. Pierscienie aromatyczne powstatych
dihydroksylowych pochodnych ulegaja nastepnie roz-
szczepieniu i wlaczeniu w przemiany cyklu Krebsa
[4, 20]. Podobnie do rozkladu kwasu cynamonowego
przebiega degradacja kwasu p-kumarowego. Produk-
tem posrednim jest kwas 4-hydroksybenzoesowy,
ktory nastepnie jest przeksztalcany w kwas gentyzy-
nowy poprzez hydroksylacje przy weglu C1 pierscienia
aromatycznego z rGwnoczesnym przeniesieniem grupy
karboksylowej w polozenie orto. Powstaly kwas gen-
tyzynowy ulega nastepnie rozszczepieniu z udzialem
oksygenazy gentyzynowej [20].

Inng drogg rozkladu fenolokwaséw w warunkach
tlenowych jest tak zwany szlak nie-p-oksydacyjny.
Rozklad taki opisano u szczepu B1 z rodzaju Bacillus,

+ acetylo-CoA == —p>
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R1 = H, R2 = H - kwas cynamonowy;
R1 = OH, R2 = H - kwas p-kumorowy;
R1=0H,R2 = OCH3 - kwas ferulowy;
R1 = OH, R2 = OH - kwas kawowy
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+ acetylo-CoA

Rys. 1. Beztlenowe przemiany kwasu cyna-
monowego i jego hydroksypochodnych

majacego zdolno$¢ do rozkladu kwasu ferulowego oraz
u szczepu Pseudomonas sp. 132, przeprowadzajacego
degradacje kwasu cynamonowego. W wyniku hydrok-
sylacji fanicucha bocznego kwasu ferulowego powstaje
jako intermediat kwas 4-hydroksy-3-metoksy-fenylo--
hydroksypropionowy, ktdry nastepnie ulega przeksztal-
ceniom do waniliny. W nastepnym etapie dochodzi do
utlenienia grupy aldehydowej i utworzenia kwasu wani-
linowego. W wyniku dziatania odpowiedniej demetylazy
kwas ten ulega przeksztalceniu do kwasu protokatecho-
wego rozszczepianego przy udziale odpowiedniej diok-
sygenazy (Rys. 2)[12, 14, 20, 30]. Podobng droga kwas
ferulowy rozktadany jest przez promieniowce [4].
Natomiast szczep Pseudomonas sp. 132, przeprowa-
dza degradacje kwasu cynamonowego poprzez kwas
3-keto-3-fenylopropionowy. Reakcja inicjujacg jest przy-
faczenie do wigzania podwdjnego w tanicuchu bocznym
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Rys. 2. Tlenowy rozklad kwasy cynamonowego i jego hydroksylowych pochodnych

czasteczki wody, po ktorej nastepuja reakcje dehydro-
genacji i tautomeryzacji. Powstaly kwas 3-keto-3-feny-
lopropionowy ulega dalszym przemianom réwniez do
kwasu protokatechowego (Rys. 2) [14].

Istnieje grupa mikroorganizméw majacych zdolnos¢
rozszczepienia pier§cienia aromatycznego fenolokwa-
sOw bez wczesniejszego usuniecia bocznego fancucha
alifatycznego. Przemiane taka opisano u szczepu Coma-
monas testosteroni TA441 [3]. Wykazuje on zdolnos¢

degradacji kwasu meta-kumarowego. W pierwszym
etapie zachodzi hydroksylacja wegla C2 pierscienia aro-
matycznego, w wyniku czego powstaje kwas 2,3-dihy-
droksycynamonowy. W dalszym etapie zachodzi rozsz-
czepienie pierscienia typu meta. Powstaly intermediat
ulega lizie, w wyniku czego nast¢puje odszczepienie
fumaranu, a kwas 2-keto-4-pentenowy ulega dalszym
przeksztalceniom do koncowych produktéw: acetylo-
-CoA i pirogronianu [3].
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Rys. 3. Biotransformacja kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych

4. Biotransformacja kwasu cynamonowego
ijego hydroksypochodnych

Opisano mikroorganizmy, ktdre nie posiadaja zdol-
nosci do rozktadu kwasu cynamonowego i jego hydro-
ksypochodnych, jednak wykazuja umiejetnos¢ jego
biotransformacji. Uzyskane w ich wyniku metabolity
stanowig dla tych organizméw zrédto aminokwasow
lub innych cennych substratow. Ponadto akumulujace
sie w ich $rodowisku nieprzyswajalne dla nich produkty
biokonwersji moga sta¢ si¢ zrédlem substratow wyko-
rzystywanych w licznych galeziach przemystu.

Niektore z mikroorganizmow asymiluja kwas cyna-
monowy i kumarowy, wykorzystujac je do syntezy
aminokwasow: fenyloalaniny i tyrozyny, poprzez ami-
nowanie wigzania podwdjnego w tancuchu bocznym
odpowiedniego kwasu. Reakcja ta jest katalizowana
przez amoniakoliaz¢ aminokwasowg (AAL), ze wzgledu
na jego zdolnos¢ do przeprowadzania reakcji w dwéch
kierunkach, w zalezno$ci od panujacych warunkow
(Rys. 3). Asymilacje kwasu cynamonowego zalezng od
$wiatta zaobserwowano u bakterii purpurowych Rho-
dobacter sphaereoides OU5. Intensywnos¢ tego pro-
cesu zalezy réwniez od stezenia kwasu cynamonowego

(optymalne stezenie wynosi 0,5 mM, powyzej ktérego
obserwuje si¢ spadek aminowania) oraz rodzaju zrédla
wegla i energii [28]. Rowniez drozdze Rhodotorula
glutinis przeprowadzaja aminowanie wigzania podwdj-
nego w tancuchu bocznym kwasu cynamonowego do
fenyloalaniny. Synteza AAL i jej aktywacja zachodzi
w komorkach drozdzy w obecnosci odpowiedniego
stezenia kwasu cynamonowego (konwersja przebiega
w przedziale stezen 30-60 mM), badz kumarowego
i wysokiego stezenia amoniaku (powyzej 7 M) [33].
Cennych substratéw dla przemystu dostarczajg mie-
dzy innymi Pseudomonas sp. 132, bakterie z rodzaju
Bacillus, Actinomycetes, grzyby bialej zgnilizny drewna
Schizophyllum commune, czy mikroskopowe grzyby
strzepkowe Paecilomyces variotii [4, 14, 19, 20, 22, 23].
Szczep Pseudomonas sp. 132, przeprowadza biokon-
wersje kwasu cynamonowego do acetofenonu. Produk-
tem posrednim w tej przemianie jest kwas 3-keto-3-fe-
nylopropionowy, ktéry jako zwigzek niestabilny ulega
spontanicznej dekarboksylacji (Rys. 3). Reakeja ta znala-
zfa zastosowanie w przemysle spozywczym [14]. Actino-
mycetes wykazuja rowniez zdolnos¢ do rzadkiej biokon-
wersji kwasu cynamonowego w odpowiedni amid [4].
Szczepy z rodzaju Bacillus w odpowiednich warunkach
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przeprowadzajg odwracalng konwersje kwasu cynamo-
nowego do kwasu 3-fenylopropionowego [20].

Grzyby bialej zgnilizny drewna Schizophyllum com-
mune przeprowadzaja czesciowy rozklad kwaséw cyna-
monowego, p-kumarowego i ferulowego w dwoch reak-
cjach - redukcji i rozszczepienia tancucha bocznego.
Kwas cynamonowy w wyniku redukcji grupy karboksy-
lowej w pozycji y tancucha bocznego oraz hydrogenacji
podwojnego wiazania pomiedzy atomami wegla C.-C
ulega przeksztalceniu do 3-fenylo-1-propanolu (Rys. 3).
Kwas p-kumarowy w wyniku proceséw [-oksydacji
ulega przeksztalceniu do finalnego produktu - kwasu
p-hydroksybenzoesowego lub w wyniku redukcji do
3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanolu (Rys. 3). Przeksztal-
cenia kwasu ferulowego prowadza do waniliny. W wy-
niku jej utlenienia powstaje kwas wanilinowy. W wyniku
dzialania odpowiedniej demetylazy kwas ten ulega
przeksztalceniu do kwasu protokatechowego (Rys. 3)
[19, 22]. Podobng biotransformacj¢ kwasu p-kuma-
rowego przeprowadzaja grzyby Paecilomyces varioti.
Finalnie pozyskiwany kwas p-hydroksybenzoesowy
znalazl zastosowanie jako konserwant w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz
jako cenny monomer ptynnych polimeréw stosowanych
w roznych galeziach elektroniki [19, 22, 23].

5. Podsumowanie

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne sa
zwigzkami powszechnie wystepujgcymi w srodowisku.
Ich gléwnym zrédlem sa procesy degradacji lignin.
Do ich antropogenicznych zrodel nalezy przemyst pe-
trochemicznych, farmaceutyczny, kosmetyczny. Duze
stezenia tych zwigzkow zaburzaja réwnowage w srodo-
wisku. W zwiazku z tym istotne sa procesy ich degra-
dacji. Zwigzki te mogg podlega¢ rozkladdw i zaréwno
w warunkach tlenowych, jaki i beztlenowych. Kon-
cowymi produktami tych przemian sa woda i dwutle-
nek wegla. Istnieja mikroorganizmy, ktére transfor-
mujg fenolokwasy do cennych substratow dla wielu
galezi przemystu.
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