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Technology and microbiology of acetic acid fermentation
Summary

Vinegar producing is one of the oldest processes of biotechnology. It con-
sists of double fermentation, alcoholic and acetous. There are three groups of
methods of acetous fermentation: surface, trickling and submerse. They are
well elaborated from technological and technical points of view, but the taxon-
omy and methods for identification of the bacteria active in technical processes
are still open. According to the results of molecular researches, the new genus
Gluconacetobacter (characterised by requirement of the acetic acid for growing
and lack of ability to oxidise acetic acid to CO2 and H=0 - the main features of
genus Acetobacter) was separated from acetic acid bacteria group. However, the
results of few experiments showed that these phenotypic features (characteris-
tic for the genus Gluconacetobacter) could be changed in to the features charac-
teristic for genus Acetobacter by special procedure of growing. It is a question of
how the differences between the same bacteria with different phenotypes
would be identified by molecular methods.
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1. Wstep

Obok fermentacji alkoholowej i mlekowej jednym z najstar-
szych proceséw biotechnologicznych wykorzystywanych przez
cztowieka jest fermentacja octowa. Pierwszy ocet byt prawdopo-
dobnie niezamierzonym produktem powstatym w wyniku nie-
wiasciwego przebiegu procesu wytwarzania napoju alkoholowe-
go. Potwierdzeniem takiej tezy moze by¢ wytwarzanie octu.



Jerzy Czuba

w réznych regionach $wiata, z tych samych surowcéw co tradycyjnych napojow al-
koholowych, np. octu winnego w krajach $rddziemnomorskich, octu stodowego
w Wielkiej Brytanii, octu ryzowego w krajach Dalekiego Wschodu.

Ocet jest produktem otrzymanym wylgcznie w procesie biologicznym poprzez
nastepujace po sobie fermentacje alkoholowg i octowg z surowcdw pochodzenia
rolniczego. Nazwa ocet nie moze by¢ znakowany roztwdr syntetycznego kwasu
octowego lub mieszanina octu i syntetycznego kwasu octowego (1).

Istnieje wiele udokumentowanych informacji (2), ze juz w starozytnosci ocet,
zdefiniowany w ten sposéb, byt wykorzystywany jako popularna przyprawa, srodek
konserwujacy, nap6j orzezwiajacy czy rozpuszczalnik. Byt takze szeroko stosowany
w medycynie, kosmetyce i chemii. W zwiazku z rozwojem réznych dziedzin wiedzy
(nauki o zywnosci, medycyny, farmacji, chemii) niektére funkcje octu przejety inne
produkty, ale nadal petni on role samodzielnej przyprawy, waznego sktadnika okres-
lonych produktéw spozywczych (musztard, roznych soséw, dresingéw, marynat itp.)
oraz konserwanta, jest nadal sktadnikiem niektérych wyrobéw farmaceutycznych |
kosmetycznych, a takze waznym elementem medycyny ludowej.

Roczne zapotrzebowanie mieszkanca krajéow uprzemystowionych ocenia sie
w przyblizeniu na okoto ! litr w przeliczeniu na ocet o kwasowosci 10 g/100 ml (3).
Kwasowo$¢ octu moze byé rézna, przy czym minimalna, dopuszczona europejska
norma, kwasowos¢ wynosi 5 g/l 00 ml, a dla octu winnego 6 g/l 00 ml (1). Ocet spiry-
tusowy w poréwnaniu z innymi jego rodzajami charakteryzuje sie na ogot wyzsza
kwasowoscig (od 10 do 18 g/100 ml). Miedzy innymi z uwagi na wygode stosowania
wynikajaca z wysokiej kwasowosci, jest on najchetniej wykorzystywany w przetwor-
stwie zywnosci. To z Kolei jest przyczyng najwiekszej jego produkcji, np. w Unii Eu-
ropejskiej ponad 60% produkcji octu stanowi wiasnie ten jego rodzaj (4).

2. Technologia octownictwa

Szacuje sie, ze ocet jako zamierzony produkt otrzymywany jest od ponad 10 000 lat (2).

Do produkcji octu moga by¢ stosowane rézne surowce pochodzenia rolniczego,
zawierajgce weglowodany lub alkohol. Ogolne zasady otrzymywania octu z rdznych
surowcOw przedstawiono na rysunku.

Bakterie kwasu octowego mogg wykorzystywaé tlen rozpuszczony w fermen-
tujacej cieczy. W miare przebiegu procesu biosyntezy kwasu octowego tlen roz-
puszczony w S$rodowisku jest zuzywany, nalezy zatem stworzy¢ warunki jego
statego doptywu z fazy gazowej do ciekiej.

Szybkos$¢ przenoszenia tlenu z powietrza do fermentujgcego Srodowiska, limi-
tujaca najczesciej szybkos¢ fermentacji, zalezy od sposobu kontaktowania tych faz.

W zaleznosci od sposobu kontaktowania fazy ciektej z fazg gazowa metody fer-
mentacji octowej mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze grupy: powierzchniowe, ocie-
kowe i wgtebne.
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Rys. Ogélne zasady otrzymywania octu z réznych surowcéw.
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W metodach powierzchniowych, swobodna powierzchnia cieczy stanowi po-
wierzchnie kontaktéw miedzyfazowych. Przez te powierzchnie tlen wnika do cie-
czy. Bakterie kwasu octowego, w formie kozuszka, rozwijaja sie w strefie powierz-
chniowej. Wnikajacy tlen jest natychmiast zuzywany i nie dochodzi do gtebszych
warstw cieczy. Intensywnos¢ fermentacji zalezy zatem od wielkosci swobodnej po-
wierzchni cieczy.

Metody powierzchniowe znajdujg zastosowanie przy wytwarzaniu octu winne-
go, owocowego, stodowego i innych o kwasowosci do 8 g/100 ml. Do powierzchnio-
wych metod nalezy zaliczy¢ metode orleariska, metode Pasteura i ich modyfikacije.

Fermentacja metodami ociekowymi, prowadzona jest w zbiornikach wypetnio-
nych, w catosci lub w czesci, porowatym materiatem - najczesciej specjalnie pre-
parowanymi widrami bukowymi. Unieruchomione w wypetnieniu bakterie omywane
sg ociekajacg brzeczka, ktdra jest w statym kontakcie z powietrzem przeptywajacym
W przeciwpradzie przez przestrzen roboczg bioreaktora. Dzigki cienkiej warstwie
cieczy sptywajacej po duzej powierzchni, uzyskano w metodach ociekowych zwigk-
szenie powierzchni kontaktéw miedzyfazowych, a tym samym mozliwos¢ znacznej
intensyfikacji procesu w poréwnaniu z metodami powierzchniowymi. Do metod
ociekowych nalezy zaliczyé stosowang jeszcze w wielu krajach metode generato-
rowa. Metody ociekowe majg te niedogodnos¢, ze warunki panujagce w réznych
punktach przestrzeni wypetnionej porowatym materiatem sg w istotny sposob zroz-
nicowane. W niektdrych strefach moga one znacznie odbiega¢ od optymalnych wa-
runkéw dla rozwoju bakterii kwasu octowego.

Niedogodnos¢ ta nie wystepuje w metodach wgtebnych. Zbiornik fermentora
napetniony jest ciecza, w ktorej zawieszone sg komorki bakterii (5). Mieszadto ory-
ginalnie skonstruowane zasysa i rozprowadza powietrze w postaci drobnych peche-
rzykéw w calej objetosci cieczy. W ten sposob uzyskano dalsze zwiekszenie po-
wierzchni kontaktu miedzy cieczg a tlenem atmosferycznym. Dzigki intensywnemu
mieszaniu stworzono mozliwo$¢ utrzymywania jednakowych warunkéw w catej ob-
jetosci fermentowanej cieczy. Zwiekszenie szybkosci fermentacji jest tu zatem wy-
nikiem, nie tylko zwiekszenia szybkosci przenoszenia tlenu z fazy gazowej do
cieklej, ale takze zwiekszenia aktywnosci bakterii poprzez stworzenie wyréwna-
nych, korzystnych warunkéw Srodowiskowych w kazdej strefie fermentora.

Fermentacja octowa prowadzona jest w warunkach niesterylnych, w sposob péiciggty
- bakterie zawarte w czesci srodowiska, pozostawianej w fermentorze z poprzedniego
cyklu, stanowig materiat szczepienny dla nastepnego cyklu fermentacyjnego. Z uwagi na
ktopotliwe uruchamianie fermentacji, szczegdlnie przy zastosowaniu metod z unierucho-
mionymi drobnoustrojami, fermentacja prowadzona jest miesigcami lub nawet dziesigt-
kami lat bez przerw. Niskie pFl $rodowiska i wysokie stezenie kwasu octowego chronig
proces przed rozwojem innych, niz bakterie kwasu octowego, drobnoustrojéw dosta-
jacych sie z otoczenia wraz z wprowadzanym do fermentoréw powietrzem.

Metoda wgtebna stwarza warunki naturalnej selekcji bakterii w kierunku elimi-
nacji szczepOw gorzej przystosowanych do warunkéw przebiegu procesu. Z jednej
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Strony prowadzi to do poprawy wskaznikéw technologicznych procesu, a z drugiej,
stwarza realng grozbe zatamania fermentacji w wyniku rozwoju specyficznych bak-
teriofagéw (6).

3. Fenotypowa charakterystyka bakterii kwasu octowego

w 1864 r. Ludwik Pasteur wykazat, ze fermentacje octowg wywotujg bakterie.
Do tego momentu, przez wiele tysiecy lat, cztowiek wykorzystywat je nieSwia-
domie.

Bakterie kwasu octowego to gramujemne, elipsoidalne lub pateczkowate komér-
ki o dhugosci od | do 4 pm, wystepujgce pojedynczo, parami lub w fancuszkach.
W zaleznosci od gatunku mogg by¢ ruchliwe, lub nie, z rzeskami, lub polarnie usytu-
owang wicig. Do tej grupy bakterii do niedawna zaliczano tylko dwa rodzaje Gluco-
nobacter i Acetobacter. Bakterie obu tych rodzajow utleniajg etanol do kwasu octowe-
go, jednak tylko bakterie rodzaju Acetobacter mogg dalej utlenia¢ kwas octowy do
CO:2 i H20. Ta cecha oraz réwnolegta z nig zdolnos¢ utleniania takze kwasu mleko-
wego do dwutlenku wegla i wody jest wykorzystywana do réznicowania tych dwoch
rodzajéw.

Cecha ta w procesie produkcji wysokoprocentowego octu (koricowa kwasowo$¢
powyzej 10 g/100 ml) na ogdt nie ujawnia sig, gdyz utlenianie kwasu octowego, tzw.
nadoksydacja, jest hamowana niskim pH oraz obecnoscig etanolu. Cykl fermentacji
przebiega w warunkach silnie kwasnego $rodowiska (pH 2-3), i konczy sie przed
catkowitym odfermentowaniem etanolu. Populacje bakterii wystepujace w proce-
sach przemystowych na ogét stanowig nadal nie zidentyfikowane populacje drobno-
ustrojow pochodzacych z poprzednich cykli produkcyjnych i zawierajg nie znane ga-
tunki i szczepy bakterii kwasu octowego.

Identyfikacja bakterii Acetobacter i Gluconobacter wystepujacych w naturze nie na-
strecza wiekszych trudnosci, natomiast identyfikacja bakterii czynnych w procesie
otrzymywania wysokoprocentowego octu budzita i nadal budzi wiele kontrowersji.
Powodem tego sg trudno$ci wystepujace juz na etapie ich izolacji i hodowli w wa-
runkach laboratoryjnych. Bakterie odpowiedzialne za prawidtowy przebieg procesu
produkcyjnego nie rosng na powszechnie stosowanych laboratoryjnych podiozach
(7-10).

Prawdopodobnie w wyniku doskonalenia technologii, ktérego efektem byto otrzy-
mywanie octu 0 coraz wyzszej zawartosci kwasu octowego oraz stosowanej zasady
uruchamiania fermentacji przy uzyciu tzw. octu zarodowego, pochodzgcego z inne-
go fermentora, cztowiek nieSwiadomie stworzyt warunki przyspieszajace naturalng
ewolucje tych mikroorganizmoéw polegajaca na przystosowaniu do wzrostu w $ro-
dowisku zawierajagcym coraz wyzsze stezenia kwasu octowego.

W Japonii opracowano podtoze dwuwarstwowe (11), przydatne do izolacji i ho-
dowli bakterii kwasu octowego odpowiedzialnych za utlenianie etanolu do kwasu
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octowego W procesie produkcji wysokoprocentowego octu. Podtoze to nie w kazdym
przypadku dawato pozytywny efekt (12), jednak jego zastosowanie pozwolito na wy-
izolowanie kilku nowych gatunkéw bakterii kwasu octowego oraz na ich charaktery-
styke zaréwno przy uzyciu testow biochemicznych jak i metodami molekularnymi.

4. Genotypowe metody identyfikacji bakterii kwasu octowego

Zastosowanie metod molekularnych powinno usung¢ watpliwosci w zakresie
klasyfikacji i identyfikacji bakterii kwasu octowego. Metody takie, od kilku juz lat,
sg przedmiotem zainteresowania badaczy tej grupy bakterii (12-14). W badaniach
tych stosowane sg metody polegajgce na analizie gendw rybosomalnego RNA, inter-
gennych regiondw, konstrukcji specyficznych sond DNA, analizie profiléw plazmi-
dowych oraz analizie specyficznych insercyjnych sekwencji itd. (15,16). W 1992 r.
z fermentoréw eksploatowanych w Europie wyizolowano nowy gatunek Acetobacter
europaeus - sugerowano, Ze jest to dominujacy gatunek w przemystowych bioreak-
torach do produkcji octu (13). Niedawno opublikowano opis czterech kolejnych no-
wych gatunkéw wyizolowanych takze z bioreaktoréw produkujgcych wysokopro-
centowy ocet (17-19).

Na podstawie analizy podobieristwa sekwencji gendw 16S-rRNA Yamada (20,21)
zaproponowat wydzielenie nowego rodzaju - Gluconacetobacter - w ramach grupy
bakterii kwasu octowego. Utworzono filogenetyczne drzewo oddajace pozycje ga-
tunkéw w ramach rodzajow Acefobacter, Acetimonas, Gluconacetobacter i Gluconobacter
(18). Rodzajem Gluconacetobacter objeto nastepujace gatunki bakterii: Gluconaceto-
bacter oboediens (19), Ga. hansenii, Ga. entanii (18), Ga. europaeus (13), Ga. xylinus,
Ga. diazotrophicus, Ga. liquefaciens, Ga. sacchari (22). Wiekszos¢ tych gatunkow wyizo-
lowano z wgtebnych fermentorow octowniczych, produkujacych wysokoprocento-
wy ocet, pierwotnie zaliczano je do rodzaju Acetobacter. Bakterie zaliczane do ro-
dzaju Gluconacetobacter charakteryzujg sie fenotypem acetoflinym - do wzrostu wy-
magaja obecnosci kwasu octowego w podtozu.

5. Stan badan nad acetoGlnymi bakteriami kwasu octowego w Polsce

w Polsce do izolacji i przechowywania bakterii czynnych w procesie fermentacji
octowej (o acetoflinym fenotypie), z zachowaniem ich cech przydatnosci technolo-
gicznej, opracowano metode polegajaca na:

- zastosowaniu do izolacji i hodowli bakterii podtoza o potcieklej konsystencii,

- nieprzerwanym dostepie tlenu atmosferycznego do kultury bakterii,

- stezeniach kwasu octowego i etanolu zblizonych do wystepujacych w proce-
sie technologicznym - sumaryczne stezenie (suma stezen kwasu octowego i etano-

lu) powyzej ]1%,
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- zawartosci w poditozu péiciektym takich sktadnikdéw pozywki jak w fermen-
tujacej brzeczce podczas procesu technologicznego,

- niedopuszczaniu do nadmiernego odfermentowania etanolu.

Na takim podtozu bakterie rosng w postaci kozuszka. W celu uzyskania czystej
kultury stosowano wielokrotne przeszczepianie redukcyjne. Kultury bakterii izolo-
wane i hodowane na takim podtozu wykazujg trwale wysoka aktywnos¢ i odpornos$¢
na wysokie stezenia kwasu octowego, a zatem przydatnos$¢ technologiczng (9). Kul-
ture bakterii przechowywanych w ten sposéb wykorzystywano z powodzeniem do
uruchamiania fermentacji w fermentorach przemystowych.

Wyizolowane i hodowane w ten spos6b szczepy bakterii, podobnie jak szczepy
zaliczane do Gluconocetobacter nie rosng na podtozach nie zawierajgcych kwasu
octowego. W warunkach hodowli na podtozach o wysokiej zawartosci kwasu octo-
wego (charakterystycznej dla przemystowego procesu technologicznego) bakterie
te nie ujawniajg takze podstawowej cechy bakterii rodzaju Acetobacter - nie utle-
niajg kwasu octowego do CO: i H20. Mechanizm ten mozna jednak uruchomi¢ po-
przez ich hodowle na podtozach o coraz nizszym, sumarycznym stezeniu oraz przez
kilka pasazy hodowlanych na podtozu o zawartosci etanolu \% i kwasu octowego 3%
(9). Taki tryb postepowania umozliwia nastepnie hodowle tych bakterii na pod-
fozach nie zawierajgcych kwasu octowego i ich identyfikacje jako rodzaj Acetobacter
przy uzyciu powszechnie stosowanych fenotypowych testéw fizjologicznych. W ten
sposob potraktowane bakterie nie wymagajg juz kwasu octowego do swego wzro-
stu - uzyskuja fenotyp acetotolerancyjny. W tym momencie traca réwniez odpor-
nos¢ na wysokie stezenia kwasu octowego, a tym samym, przydatno$¢ technolo-
giczng. Przywrdcenie utraconej przydatnosci technologicznej, jesli jest mozliwe,
jest znacznie trudniejsze niz jej pozbawienie.

6. Gluconacetohacter czy Acetobacter

Rodzaj Gluconocetobacter zostat uwzgledniony w najnowszym, wydaniu Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (2000). Stanowi on jeden z dwunastu rodzajow zali-
czonych do rodziny Acetobocteriaceae. Do tej rodziny zaliczono takze znane dotych-
czas rodzaje bakterii kwasu octowego; Acetobacter i Gluconobacter.

Fakt czestych mutacji jest typowy dla bakterii kwasu octowego (23). Za mozliwos-
cig zmiany fenotypu charakterystycznego dla rodzaju Gluconocetobacter na charakte-
rystyczny dla Acetobacter, poza wynikami badarh prowadzonych w Polsce, przema-
wiajg takze wyniki charakterystyki fenotypowej dwdch szczepéw izolowanych z bio-
reaktoréw octowniczych w Stowenii. Stwierdzono ich zmienno$¢ w zakresie bez-
wzglednego wymagania kwasu octowego do wzrostu (14).

Celowe bytoby zbadanie réznic na poziomie genotypu miedzy kuktturami o zmie-
nionym i niezmienionym fenotypie pochodzacych od tych samych acetofilnych szcze-
poéw pierwotnych.
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Potwierdzenie mozliwosci zmiany fenotypu bakterii zaliczanych do rodzaju Glu-
conacetobacter na fenotyp bakterii rodzaju Acetobacter, w wyniku kilku pasazy ho-
dowlanych na okreslonym podtozu, jest bardzo prawdopodobne. Jesli taka mozli-
wos$¢ zostanie potwierdzona, powstanie pytanie w jakim stopniu miatoby to wptyw
na identyfikacje tej grupy bakterii.
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