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1. Uvod
V stucasnych biotechnologickych procesoch maju §i-
roké uplatnenie okrem buniek Escherichia coli aj dalsie
bakteridlne druhy rodov Lactobacillus, Brevibacterium,
Streptomyces a v neposlednom rade aj zéstupcovia octo-
vych baktérii. Skupinu octovych baktérii tvoria tri zakladné
bakteridlne rody, ktorych metabolizmus je striktne aerébny
Acetobacter, GluconobacteraF rateurial“‘l.Zdrojmj uhlika
octovych baktérii mozu byt etanol, glukdza, laktdt a acetat,
fov vyuziva ako zdroj uhlika aj glycerol, naproti tomu
manitol a glutamat st vyuzivané zdriedkavo. Laktozu, dex-
tran a Skrob nehydrolyzuji. Ich velkou vyhodou su ne-
naro¢né kultivaéné podmienky a hlavne rast pri nizkom pH
prostredia (pod pH 5,5), ¢o pre iné bakteridlne druhy je
absolttne nevyhovujuce.

Mnohé kmene octovych baktérii maju Siroké uplatnenie
v potravinarskom a biotechnologickom priemysle pri pro-
dukcii vyznamnych organickych kyselin - popri kyseline
octovej je to kyselina glukénova, glukurénova a propid-
nova. Octové baktérie st popisané ako producenti biotech-
nologicky vyznamnych latok, z ktorych najvyznamnejsia je

483

celuldza a roznych exopolysacharidov napr. acetanu (druh
Acetobacter xylinum). Naproti tomu premena D-sorbitolu
na L-sorb6zu pri syntéze vitaminu C je zase vyznamnou
vlastnostou baktérii rodu Glukonobacter.

V poslednych rokoch sa stali octové baktérie vyznam-
nym objektom Stiidia molekuldrnej biologie so snahou zuZit-
kovat' produkty bunky ako restrikéné endonukleazy, kryp-
tické plazmidy a enzymy metabolizmu sacharidov pre prie-
myselné aplikdcie a ukédzaf, 7e aj bunka octovej baktérie
podobne ako E. coli mdZe zaujat ddstojné miesto v modernej
biotechnologii. Mnohé druhy rodu Acetobacter produkuju
dodlezité enzymy metabolizmu nukleovych kyselin, najma
restrikéné endonukledzy a metyltransferazy, ktoré su ne-
vyhnutnym néstroj om pri tvorbe rekombinantnych mole-
kul DNA. Medzi vyznamné restrikéné endonukleazy izolo-
vané z buniek Acetobacter pasteurianus patria Apal® s roz-
pozndvacou a Stiepiacou palindromatickou sekvenciou
5'-GGGCCYC-3, pricom po Stiepeni zanechdva 3'-pre-
¢nievajliice konce, ApaLI6 Stiepi v mieste nukleotidovej
sekvencie 5’-GYTGCAC-3’a ApaBI’- so stiepiacou palin-
dromatickou sekvenciou 5’-GCTNNNNNYAGC-3’. V bun-
kéch Acetobacter pasteurianus boli popisané aj dalSie re-
strikéné endonukledzy, ktoré su prevazne iba izoschizo-
mérne enzymy so zndmymi a skor izolovanymi enzymami
z inych baktérii napr. Aaal®, ApaCI'0.11,

Bunky octovych baktérii st zdrojom Sirokého spektra
kryptickych plazmidov s rdznou molekulovou velkostou
v rozmedzi od 0,9 do 17 megadaltonov a vyznamnymi
replikénmi'?19, Hoci vzfah pritomnosti a funkcie niekol'-
kych plazmidov v jednej bunke baktérie je nejasny, mnohé
z nich sa vyuzili na konstrukciu klonovacich, spociatku
dvojreplikdnovych vektorov, napr. plazmidy pTAS5S001A
apTAS5001B izolované z kmeiia A. aceti No 1023 (cit. 29),
plazmid pAH4 (cit. 21y pAP12855 (cit. 2%)a neskor ori-
gindlnych vektorov s jednym Sirokospektralnym multi-
képiovym replikénom ako je replikdbn ACI (cit. 21-26)
z plazmidu pAC]1 (cit. '9) z Acetobacter pasteurianus, kto-
ré umoziuji identifikovat' gény pre dolezité metabolické
drahy octovych baktérii.

Dalgim vyznamnym aspektom je vyuzitie octovych
baktérii ako hostitelskych organizmov na produkciu vy-
znamnych peptidov a proteinov, z ktorych vyznamna je



’

B-galaktoziddza exprimovand v bunkdch Acetobacter”.
Expresia virdlnych bielkovin v hostitelskom mikroorga-
nizme Acetobacter methanolicus ukazala nové moznosti,
pretoze kultivacia v tkanivovych bunkovych kultirach je
prili§ naro¢na.

2. Produkcia organickych kyselin octovymi
baktériami

Z mikrobiologického taxonomického hradiska octové
baktérie su predovSsetkym charakterizované ako druhy
schopné oxidovat' etanol a produkovat' kyselinu octovii.
Nemenej dolezité su metabolické pochody, pri ktorych
octové baktérie vyuzivaju aj iny uhlikaty zdroj ako etanol,
napr. glukézu, ktori premienaju za vzniku organickych
kyselin, napr. kyseliny glukdnovej, kyseliny ketogluké-
novej a dalSich.

3. Fermentdcia kyseliny octovej u baktérii

rodu Acetobacter

Produkcia kyseliny octovej je nepochybne jedna z naj-
dolezitejsich a aj najdlhSie vyuzivanych schopnosti baktérii
rodu Acetobacter. Pri metabolizme etanolu vznikd za pri-
tomnosti dvoch enzymov octového kvasenia viazanych na
bunkovi membranu alkoholdehydrogenizou (ADH) a al-
dehyddehydrogendzou (ALDH) kyselina octova. V bun-
kéch je zérovenn pritomny aj mechanizmus zabezpecujlci
rezistenciu voci etanolu a kyseline octovej™. Enzym ADH
bol Studovany u druhov A. aceti, A. pasteurianus a A. po-
lyoxogenes. Tvori komplex proteinovych podjednotiek -
katalytickej a cytochrému ¢, priCom u niektorych bakteridl-
nych druhov enzym obsahuje naviac aj 15 kDa podjed-
notku, ktor4 stabilizuje 78 kDa podjednotku®*. Gény pre
prislusné podjednotky si organizované ako jeden operén.

- BamHI

Podobni struktiira operénu bola potvrdend aj u metylotrop-
nej baktérie A. methanolicus, kde operdn tvoria gény kédu-
jiice metanol-dehydrogendzu a cytochrém c (cit. 31). Re-
guldcia a expresia génov v operdne zavisi od vonkajSich
kultiva¢nych podmienok baktérie. Zndma je indukcia ADH
etanolom v bunkdch A. pasteurianus NCI1380 (cit. 32). Ak
st bunky kultivované v pritomnosti etanolu, aktivita ADH
sa zvysi asi desatndsobne, pricom pocet podjednotiek en-
zymu na bunku je rovnaky ako u etanolom neindukovanych
buniek. Sledovanim lokalizacie enzymu sa dokézalo, Ze
vacsina podjednotiek ADH je v tomto pripade lokalizovana
v membranovej frakcii buniek. Ak sa koncentracia etanolu
v prostred{ znizi alebo ak sa v prostredi nenachadza, pod-
statnd Cast podjednotiek enzymu je lokalizovand v cyto-
plazme32. Vysvetlenim tohto javu je pritomnost dvoch
rozdielnych prométorov v ADH operéne (obr. 1), ktoré
zabezpecuju syntézu enzymov s odliSnou afinitou k bunko-
vej membrdne &i cytoplazme v zévislosti od pritomnosti
etanolu®. Jeden z transkripénych prométorov je v polohe
-59 bp od pociatku replikacie (ori) a transkripcia z neho sa
uskuteciiuje v pritomnosti etanolu. Druhy promotor je pod-
statne vzdialenej$i od pociatku transkripcie a nachadza
v polohe -232 bp od ori a vyuziva sa v pripade, ak etanol
v médiu nie je pritomny. Regulaény vzfah medzi prepi-
nanim promaotorov a syntézou enzymov s réznou afinitou
k cytoplazme a k membrane nie je doposial jasny. Fenomén
vplyvu podmienok vonkajSieho prostredia bol pozorovany
pri A. aceti a Gluconobacter suboxydans. Pri dobrych
aera¢nych podmienkach bola ADH inaktivna, kym pri zni-
Zenom mnozstve kyslika vzrastla asi desatkrat™. Aktivny
enzym sa od neaktivneho neliSi ani v zloZeni obsahu pod-
jednotiek, molekulovej velkosti ¢i v obsahu prostetickych
skupin. Inaktivna ADH ma ¢iasto¢ne pozmenent konfor-
mdciu a je Ciastone oxidovana, kym aktivna ADH je
charakterizovand zakladnou konformacénou Struktiirou a je
v redukovanom stave.

Aldehyddehydrogenaza (ALDH) je tvorend dvoma

Bglll
- Eco4 7111

- Pstl

[ Cyiochrome

Obr. 1. Organizicia a restrikéna mapa ADH operdénuAcetobacter pasteurianuNCI 1380. PstI-BamHI fragment kéduje podjednotku
cytochrom ¢ a COOH termindlny koniec 75 kDa dehydrogendzovej podjednotky. Ncol-Bglll fragment koduje 75 kDa podjednotku

s dehydrogenazovou aktivitou
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podjednotkami a nevykazuje ziadnu Struktdrnu homoldgiu
s enzymom ADH?™. Dolezitymi faktormi fermenta¢ne;j ak-
tivity octovych baktérii st rezistencia vo&i kyseline octovej
a etanolu. Rezistencia voci kyseline octovej je u A. aceti
No. 1023 (cit. 36)determinovana okrem iného génmiaarA,
aarB a aarC, ktoré su usporiadané v 8,3 kb operéne. Gén
aarA mé vysoku homolégiu s génom pre citrat-syntetdzu
u E. coli a inych baktérii’’"*’ a aarC gén je homologicky
s génom acu-8, ktory je zahrnuty v utilizacii acetatu u vlak-
nitej huby Neurospora crassa®®. Jednym z mechanizmov
je pravdepodobne detoxikdcia u¢innou asimildciou kyse-
liny octovej inkorporovanej v bunkach. Rezistencia buniek
voci etanolu je zabezpeCend zvySenim aktivity alkoholde-
hydrogenazy tak, Ze etanol podporuje integraciu ADH do
bunkovej membrdany a tym mnohondsobne zvySuje uti-
liz4ciu etanolu.

4. Produkcia glukénovych
a ketoglukénovych kyselin

Mnohé druhy octovych baktérii, predovsetkym ro-
du Gluconobacter su schopné oxidovat' glukdézu za vzni-
ku organickych kyselin ako je Kkyselina glukonov4,
kyselina  2-ketoglukénovd, kyselina  5-ketoglukéno-
v4 a kyselina 2,5-diketoglukénova*!. Dehydrogenaciou
glukézy za pritomnosti enzymu gluk6zodehydrogendza
vznika kyselina glukénova, ktorej kofaktorom je pyrolo-
quinolin quinén®. Takmer vetky druhy rodu Gluconobac-
ter ju nasledne oxidujui na kyseliny ketoglukénové. Tieto
dehydrogenaéné reakcie katalyzuju prislusné dehydroge-
nazy jednotlivych kyselin. Pomer tvorby 2-ketoglukondtu,
5-ketoglukondtu alebo 2,5-diketoglukondtu zavisi predo-
vietkym od vlastnosti bakteridlneho kmena a od kulti-
vaénych podmienok*344. Studium tvorby ketoglukonatov
2-ketoglukdnovi a kyselina 5-ketoglukénova sa produkuji
v rovnakom pomere, ale iba niektoré kmene su schopné
tvorit diketoglukonat®"*. Struktura operénov zodpoved-
nych za tito metabolickil cestu a spdsoby reguldcie nie st
doteraz znédme.

5. Produkcia kyseliny propionovej
u octovych baktérii

Na priemyselnd produkciu Kyseliny propiénovej sa do-
neddvna vyuZzival najma'druh Propionibacterium spp. Sub-
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straitmi pre anaerdbny vznik kyseliny propidnovej boli
vo vode rozpustné uhlovodiky ako aj glukéza. Vytazok
celkovych kyselin pri fermentacii cukru je obvykle
50-75 % (w/w). Velkou nevyhodou je aj pomaly rast tejto
baktérie (7-14 hodin) a mala efektivnost' produkcie pro-
pionatu (20-30 g.I'!). Ked?e octové baktérie st schopné
fermentovat aj propanol za vzniku kyseliny propiénovej
a ich kultivacia je nenaro¢nd, zaCinajui sa vyuzivat' v bio-
technologickom priemysle ako producenti tejto organickej
kyseliny"”**. Tvorba kyseliny propiénovej v bakteridl-
nom druhu Gluconobacter oxydans ATCC 621 je kataly-
zovana enzymami, ktoré sa zucastiiuji produkcie kyseliny
octovej a to alkoholdehydrogendzou a aldehyddehydro-
genazou®. Konverzia propanolu na kyselinu propiénovii
prebieha v dvoch stupiioch. V prvom dochédza k dehydro-
genacii propanolu na propionaldehyd a ten je ndsledne
dehydrogenovany na kyselinu propiénovti.

Moderné molekuldrno biologické metddy ukdzali, Ze
bakteridlne kmene vyuZivané v klasickych fermentaciach
na produkciu kyseliny octovej a dalSich organickych kyse-
lin boli iba zaciatkom ich vyuZivania v biotechnoldgiach.
Génovy potencidl tychto baktérif pre syntézu a premenu pre
¢loveka vyznamnych produktov je ovela bohatsi a je iba
otdzkou &asu, kedy ho ¢lovek dokéaze vyuzif ovel'a plnsie
jednak pre produkciu bielkovin, ale aj z hladiska environ-
mentdlnych vztahov.
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nius University, Bratislava, Slovak Republic): The Use of
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Acetic acid bacteria are well known by their capabilities
to produce a wide spectrum of biotechnologically impor-
tant products. Components ofthe cells and their metabolic
products, such as cryptic plasmids, restriction endonu-
cleases and methyltransferases, and enzymes of saccharide
metabolism, have 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 used.





