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1. Uvod

V súčasných biotechnologických procesoch majú ši-
roké uplatnenie okrem buniek Escherichia coli aj ďalšie
bakteriálně druhy rodov Lactobacillus, Brevibacterium,
Streptomyces a v neposlednom radě aj zástupcovia octo-
vých baktérií. Skupinu octových baktérií tvoria tri základné
bakteriálně rody, ktorých metabolizmus je striktně aeróbny
Acetobacter, GluconobacteraFrateuria1'4. Zdrojmi uhlíka
octových baktérií móžu byť etanol, glukóza, laktát a acetát,
ktoré sú oxidované na oxid uhličitý a vodu. Vačšina kme-
ňov využívá ako zdroj uhlíka aj glycerol, naproti tomu
manitol a glutamát sú využívané zdriedkavo. Laktózu, dex-
trán a škrob nehydrolyzujú. leh velkou výhodou sú ne-
náročné kultivačně podmienky a hlavně rastpri nízkom pH
prostredia (pod pH 5,5), čo pre iné bakteriálně druhy je
absolutné nevyhovujúce.

Mnohé kmene octových baktérií majú široké uplatnenie
v potravinárskom a biotechnologickom priemysle pri pro-
dukcii významných organických kyselin - popři kyselině
octovej je to kyselina glukónová, glukurónová a propió-
nová. Octové baktérie sú popísané ako producenti biotech-
nologicky významných látok, z ktorých najvýznamnejšia je

celulóza a róznych exopolysacharidov napr. acetánu (druh
Acetobacter xylinum). Naproti tomu přeměna D-sorbitolu
na L-sorbózu pri syntéze vitamínu C je zase významnou
vlastnosťou baktérií rodu Glukonobacter.

V posledných rokoch sa stali octové baktérie význam-
ným objektom štúdia molekulárnej biologie so snahou zužit-
kovat' produkty buňky ako restrikčné endonukleázy, kryp-
tické plazmidy a enzymy metabolizmu sacharidov pre prie-
myselné aplikácie a ukázať, že aj buňka octovej baktérie
podobné ako E. coli móže zaujať dóstojné miesto v modernej
biotechnologii. Mnohé druhy rodu Acetobacter produkujú
dóležité enzymy metabolizmu nukleových kyselin, najma
restrikčné endonukleázy a metyltransferázy, ktoré sú ne-
vyhnutným nástroj om pri tvorbě rekombinantných mole-
kul DNA. Medzi významné restrikčné endonukleázy izolo-
vané z buniek Acetobacter pasteurianus patria Apal5 s roz-
poznávacou a štiepiacou palindromatickou sekvenciou
5'-GGGCC*k>3\ pričom po štiepení zanechává 3'-pre-
čnievajúce konce, ApaLI6 štiepi v mieste nukleotidovej
sekvencie S^G^GCAC-S' a ApaBI7-8 so štiepiacou palin-
dromatickou sekvenciou 5'-GCTNNNNN^AGC-3'. V buň-
kách Acetobacter pasteurianus boli popísané aj ďalšie re-
strikčné endonukleázy, ktoré sú převážné iba izoschizo-
mérne enzymy so známými a skór izolovanými enzýmami
z iných baktérií napr. Aaal9, ApaCI10-11.

Buňky octových baktérií sú zdrojom širokého spektra
kryptických plazmidov s ráznou molekulovou velkosťou
v rozmedzí od 0,9 do 17 megadaltonov a významnými
replikónmi12"19. Hoci vzťah přítomnosti a funkcie niekol'-
kých plazmidov v jednej bunke baktérie je nejasný, mnohé
z nich sa využili na konštrukciu klonovacích, spočiatku
dvojreplikónových vektorov, napr. plazmidy pTA5001A
a pTA5001B izolované z kmeňa A. aceti No 1023 (cit. 2 0 ) ,
plazmid pAH4 (cit. 2 1 ) , pAP12855 (cit. 2 2 ) a neskor ori-
ginálnych vektorov s jedným širokospektrálnym multi-
kópiovým replikónom ako je replikón AC1 (cit. 21~26)
z plazmidu pACl (cit.1 9) z Acetobacter pasteurianus, kto-
ré umožňujú identifikovat' geny pre dóležité metabolické
dráhy octových baktérií.

Dalším významným aspektom je využitie octových
baktérií ako hostitel'ských organizmov na produkciu vý-
znamných peptidov a proteínov, z ktorých významná je
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(3-galaktozidáza exprimovaná v buňkách Acetobacter2''.
Expresia virálnych bielkovín v hostitďskom mikroorga-
nizme Acetobacter methanolicus ukázala nové možnosti,
pretože kultivácia v tkanivových buňkových kulturách je
příliš náročná.

2. Produkcia organických kyselin octovými
baktériami

Z mikrobiologického taxonomického hradiska octové
baktérie sú predovšetkým charakterizované ako druhy
schopné oxidovat' etanol a produkovat' kyselinu octovú.
Nemenej dóležité su metabolické pochody, pri ktorých
octové baktérie využívajú aj iný uhlíkatý zdroj ako etanol,
napr. glukózu, ktorú premieňajú za vzniku organických
kyselin, napr. kyseliny glukónovej, kyseliny ketoglukó-
novej a dalších.

3. Fermentácia kyseliny octovej u baktérií
rodu Acetobacter

Produkcia kyseliny octovej je nepochybné jedna z naj-
dóležitejších a aj najdlhšie využívaných schopností baktérií
rodu Acetobacter. Pri metabolizme etanolu vzniká za pří-
tomnosti dvoch enzýmov octového kvasenia viazaných na
bunkovú membránu alkoholdehydrogenázou (ADH) a al-
dehyddehydrogenázou (ALDH) kyselina octová. V buň-
kách je zároveň přítomný aj mechanizmus zabezpečujúci
rezistenciu voči etanolu a kyselině octovej28. Enzym ADH
bol študovaný u druhov A. aceti, A. pasteurianus a A. po-
lyoxogenes. Tvoří komplex proteinových podjednotiek -
katalytickej a cytochrómu c, pričom u niektorých bakteriál-
nych druhov enzym obsahuje naviac aj 15 kDa podjed-
notku, ktorá stabilizuje 78 kDa podjednotku29'30. Geny pre
příslušné podjednotky sú organizované ako jeden operón.

Podobná struktura operónu bola potvrdená aj u metylotrop-
nej baktérie A. methanolicus, kde operón tvoria geny kódu-
júce metanol-dehydrogenázu a cytochróm c (cit. 3 1 ) . Re-
gulácia a expresia génov v operóne závisí od vonkajších
kultivačných podmienok baktérie. Známa je indukcia ADH
etanolom v buňkách A. pasteurianus NCI1380 (cit. 3 2 ) . Ak
sú buňky kultivované v přítomnosti etanolu, aktivita ADH
sa zvýši asi desaťnásobne, pričom počet podjednotiek en-
zymu na buňku je rovnaký ako u etanolom neindukovaných
buniek. Sledováním lokalizácie enzymu sa dokázalo, že
váčšina podjednotiek ADH je v tomto případe lokalizovaná
v membránovej frakcii buniek. Ak sa koncentrácia etanolu
v prostředí zníži alebo ak sa v prostředí nenachádza, pod-
statná časť podjednotiek enzymu je lokalizovaná v cyto-
plazme32. Vysvětlením tohto javu je přítomnost' dvoch
rozdielnych promótorov v ADH operóne (obr. 1), ktoré
zabezpečujú syntézu enzýmov s odlišnou afinitou k bunko-
vej membráně či cytoplazme v závislosti od přítomnosti
etanolu33. Jeden z transkripčných promótorov je v polohe
-59 bp od počiatku replikácie (ori) a transkripcia z něho sa
uskutečňuje v přítomnosti etanolu. Druhý promotor je pod-
statné vzdialenejší od počiatku transkripcíe a nachádza
v polohe -232 bp od ori a využívá sa v případe, ak etanol
v médiu nie je přítomný. Regulačný vzťah medzi přepí-
náním promótorov a syntézou enzýmov s róznou afinitou
k cytoplazme a k membráně nie je doposiaťjasný. Fenomén
vplyvu podmienok vonkajšieho prostredia bol pozorovaný
pri A. aceti a Gluconobacter suboxydans. Pri dobrých
aeračných podmienkách bola ADH inaktívna, kým pri zní-
ženom množstve kyslíka vzrástla asi desaťkrát34. Aktívny
enzym sa od neaktívneho nelíši ani v zložení obsahu pod-
jednotiek, molekulovej vefkosti či v obsahu prostetických
skupin. Inaktívna ADH má čiastočne pozměněnu konfor-
máciu a je čiastočne oxidovaná, kým aktívna ADH je
charakterizovaná základnou konformačnou strukturou a je
v redukovanom stave.

Aldehyddehydrogenáza (ALDH) je tvořená dvoma

Obr. 1. Organizácia a restrikčná mapa ADH operónu Acetobacterpasteurianus NCI1380. Pstl-BamHI fragment kóduje podjednotku
cytochróm c a COOH terminálny koniec 75 kDa dehydrogenázovej podjednotky. NcoI-BglII fragment kóduje 75 kDa podjednotku
s dehydrogenázovou aktivitou
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podjednotkami a nevykazuje žiadnu štruktúrnu homológiu
s enzýmom ADH35. Dóležitými faktormi fermentačnej ak-
tivity octových baktérií sú rezistencia voči kyselině octovej
a etanolu. Rezistencia voči kyselině octovej je u A. aceti
No. 1023 (cit. 3Ó) determinovaná okrem iného génmi aarA,
aarB a aarC, ktoré sú usporiadané v 8,3 kb operóne. Gén
aarA má vysokú homológiu s génom pre citrát-syntetázu
u E. coli a iných baktérií37"39 a aarC gén je homologický
s génom ac«-8, ktorý je zahrnutý v utilizácii acetátu u vlák-
nitej huby Neurospora crassa40. Jedným z mechanizmov
je pravděpodobné detoxikácia účinnou asimiláciou kyse-
liny octovej inkorporovanej v buňkách. Rezistencia buniek
voči etanolu je zabezpečená zvýšením aktivity alkoholde-
hydrogenázy tak, že etanol podporuje integráciu ADH do
bunkovej membrány a tým mnohonásobné zvyšuje uti-
lizáciu etanolu.

4. Produkcia glukónových
a ketoglukónových kyselin

Mnohé druhy octových baktérií, predovšetkým ro-
du Gluconobacter sú schopné oxidovat' glukózu za vzni-
ku organických kyselin ako je kyselina glukónová,
kyselina 2-ketoglukónová, kyselina 5-ketoglukóno-
vá a kyselina 2,5-diketoglukónová41. Dehydrogenáciou
glukózy za přítomnosti enzymu glukózodehydrogenáza
vzniká kyselina glukónová, ktorej kofaktorom je pyrolo-
quinolín quinón42. Takmer všetky druhy rodu Gluconobac-
ter ju následné oxidujú na kyseliny ketoglukónové. Tieto
dehydrogenačné reakcie katalyzujú příslušné dehydroge-
názy jednotlivých kyselin. Poměr tvorby 2-ketoglukonátu,
5-ketoglukonátu alebo 2,5-diketoglukonátu závisí predo-
všetkým od vlastností bakteriálneho kmeňa a od kulti-
vačných podmienok43'44. Studium tvorby ketoglukonátov
u váčšiny kmeňov octových baktérií ukázalo, že kyselina
2-ketoglukónová a kyselina 5-ketoglukónová sa produkujú
v rovnakom poměre, ale iba niektoré kmene sú schopné
tvoriť diketoglukonát43"45. Struktura operónov zodpověd-
ných za tuto metabolickú cestu a spósoby regulácie nie sú
doteraz známe.

5. Produkcia kyseliny propiónovej
u octových baktérií

Na priemyselnú produkciu kyseliny propiónovej sa do-
nedávna využíval najma druh Propionibacterium spp. Sub-

strátmi pre anaeróbny vznik kyseliny propiónovej boli
vo vodě rozpustné uhlovodíky ako aj glukóza. Výťažok
celkových kyselin pri fermentácii cukru je obvykle
50-75 % (w/w). Vellcou nevýhodou je aj pomalý rast tejto
baktérie (7-14 hodin) a malá efektivnost' produkcie pro-
pionátu (20-30 g.H). Keďže octové baktérie sú schopné
fermentovať aj propanol za vzniku kyseliny propiónovej
a ich kultivácia je nenáročná, začínajú sa využívat' v bio-
technologickom priemysle ako producenti tejto organickej
kyseliny1'2'46. Tvorba kyseliny propiónovej v bakteriál-
nom druhu Gluconobacter oxydans ATCC 621 je kataly-
zovaná enzýmami, ktoré sa zúčastňujú produkcie kyseliny
octovej a to alkoholdehydrogenázou a aldehyddehydro-
genázou42. Konverzia propanolu na kyselinu propiónovú
prebieha v dvoch stupňoch. V prvom dochádza k dehydro-
genácii propanolu na propionaldehyd a ten je následné
dehydrogenovaný na kyselinu propiónovú.

Moderně molekulárno biologické metody ukázali, že
bakteriálně kmene využívané v klasických fermentáciách
na produkciu kyseliny octovej a dalších organických kyse-
lin boli iba začiatkom ich využívania v biotechnológiach.
Genový potenciál týchto baktérií pre syntézu a přeměnu pre
člověka významných produktov je ovela bohatší a je iba
otázkou času, kedy ho člověk dokáže využiť ovel'a plnšie
jednak pre produkciu bielkovín, ale aj z hladiska environ-
mentálnych vzťahov.
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V. Bilská (Department of Molecular Biology, Come-
nius University, Bratislava, Slovák Republic): The Use of
Acetic Acid Bacteria in Biotechnology for the Produc-
tion of Organic Acids

Acetic acid bacteria are well known by theircapabilities
to produce a wide spectrum of biotechnologically impor-
tant products. Components of the cells and their metabolic
products, such as cryptic plasmids, restriction endonu-
cleases and methyltransferases, and enzymes of saccharide
metabolism, háve found versatility in modern biotechnolo-
gies. On an industrial scale, the ability to produce organic
acids, e.g., acetic acid, gluconic acids, and propionic acid,
is ušed.
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