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CHARAKTERYSTYKA I PERSPEKTYWY
WYKORZYSTANIA CITROBACTER SPP."

Streszczenie: Citrobacter spp. to wzglednie beztlenowe, Gram-ujemne pateczki, nalezace
do rodziny Enterobacteriaceae. Do przedstawiceli rodzaju zalicza si¢ 11 gatunkéw m.in.
C. amalonaticus, C. freundii, C. koseri (diversus). W niniejszym artykule sklasyfikowano,
scharakteryzowano i podano sposoby izolacji oraz identyfikacji Citrobacter spp. Przedsta-
wiono takze wyniki badan nad biotechnologicznymi mozliwosciami wykorzystania bakterii
z rodzaju Citrobacter w procesach bioremediacyjnych, produkcji zwigzkéw o duzym znacze-
niu gospodarczym, np. pirogalolu czy 1,3-propanodiolu, oraz wytwarzaniu enzymow (amy-
laz, lipaz, metylaz).

Stowa kluczowe: biotechnologia, 1,3-propanodiol, Citrobacter spp.

1. Wstep

Odkrycie ogromnej réznorodnosci drobnoustrojow i zrozumienie, jak wazna jest ich
aktywno$¢ w funkcjonowaniu $wiata, ludzi, zwierzat i roslin, otworzyto nowe hory-
zonty badan. Mikroorganizmy wyrazaja swoja roznorodno$¢, oddziatujac na zdrowie
cztowieka, sSrodowisko naturalne, sg tez wykorzystywane do otrzymywania réznych
produktow, np. w procesach przemystowych. Szacuje si¢, ze na naszej planecie zyje
wigcej niz 107-10° r6znych gatunkow, ale tylko niewielka cze$¢ jest zidentyfikowa-
na, sklasyfikowana i opisana [Curtis i in. 2002; Schloss, Handelsman 2004].

Citrobacter to rodzaj bakterii nalezacy do rodziny Enterobacteriaceae, obejmu-
jacy 11 gatunkow (rys. 1). Komorki bakterii Citrobacter spp. sa stosunkowo duzymi,
ruchliwymi pateczkami (Srednica ok. 1 pm i1 dtugosci 2-6 um), nie wytwarzaja oto-
czek i sg Gram-ujemne. Wystepuja w kale i moczu cztowieka oraz innych kregow-
cow, a takze w glebie, wodzie, $ciekach, zywnosci [Sharma, Anad, 2002]. Niektore
gatunki (C. amalonaticus, C. koseri, C. freundii) wykorzystuja cytryniany jako jedy-
ne zrodlo wegla (stad nazwa rodzajowa opisywanych bakterii).

* Prace zrealizowano w ramach projektu ,.Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli
i kwasow dikarboksylowych”, ktory byt finansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalne-
go w ramach programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, projekt PO IG 01.01.02-00-074/09.
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W 1932 r. Werkman i Gillen opisali grupe Gram-ujemnych bakterii wykorzy-
stujacych cytryniany i zdolnych do produkcji 1,3-propanodiolu z glicerolu. Zapro-
ponowali oni, by wydzieli¢ nowy rodzaj wsrdd rodziny Bacteriaceae — Citrobacter.
Z powodu braku zaréwno szczepdéw referencyjnych, jak i pelnej charakterystyki
biochemicznej tych mikroorganizméw przez wiele lat Citrobacter spp. btednie zali-
czany byt do rodzaju Escherichia lub Salmonella. Na przetomie lat 60. 1 70. XX wie-
ku wyodrebniono trzy gtéwne gatunki bakterii z rodzaju Citrobacter — C. freundii,
C. koseri oraz C. amalonaticus [Frederiksen 1970; Ewing, Davis 1972; Frederiksen,
Sogaard 1991].

Kroélestwo: Bacteria

J

Podkrolestwo: Proteobacteria

J

Klasa: Grammaproteobacteria

J

Rzad: Enterobacteriales

J

Rodzina: Enterobacteriaceae

J

Rodzaj: Citrobacter

J

Gatunki: C. amalonaticus, C. braakii, C. farmeri, C. freundii, C. gillenii, C. koseri (diversus),

C. murliniae, C. rodentium, C. sedlakii, C. werkmanii, C. youngae

Rys. 1. Klasyfikacja bakterii z rodzaju Citrobacter
Zrodto: [Brenner i in.1993; Janda, Abbott 2006].

W 1985 1. ze wzgledu na wystepowanie réznic biochemicznych pomiedzy ba-
danymi bakteriami wyznaczono biogrupe w obrebie gatunku C. amalonaticus —
C. amalonaticus (biogrupa 1) [Farmer i in. 1985]. W 1993 r. Brenner i in. opracowali
nowa klasyfikacje pateczek z rodzaju Citrobacter, oparta na podobienstwie DNA.
Pozwolilo to na wyodrgbnienie 11 gatunkow, ktorych nazwy zaproponowali Brenner
1in. [1993, 1999] oraz Schauer i in. [1995] (tab. 1).
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2. Podloza stosowane do izolacji Citrobacter spp.

Bakterie z rodzaju Citrobacter rosna na powszechnie dostepnych pozywkach, za-
réwno selektywnych, jak i réznicujacych, stosowanych do izolacji Gram-ujemnych
tlenowych 1 wzglednie beztlenowych pateczek.

Citrobacter spp. rosng na agarze z siarczynem bizmutu wg Wilson-Blaira prze-
znaczonym do izolacji i réznicowania Salmonella Typhi. Pozywka zawiera siarczyn
bizmutu i zielen brylantynowa, ktére sa sktadnikami selektywnymi, hamujgcymi
wzrost bakterii typu coli. Sktadniki zawierajace siarke dostarczajg substratu do wy-
twarzania H,S, natomiast sole metali barwig kolonie i podtoze na kolor brgzowy lub
czarny [Compendium of Methods... 1992]. Na opisywanym podtozu Citrobacter spp.
wzrastajg w postaci bragzowo-czarnych kolonii bez polysku, w przeciwienstwie do
pateczek Salmonella (czarne kolonie z potyskiem).

Tabela 1. Gatunki Citrobacter

1. C. freundii 1. C. freundii o 1. C. freundii

§ 2. C. koseri g 2. C. diversus (C. koseri) ;; & | 2- C koseri

> O

% 3. C. amalonaticus | = |3. C. amalonaticus Qé % 3. C. amalonaticus

- 2= I e O~
& § ~ = C. amalonaticus & <ZC 4. C. farmeri
Y =& % | biogrupa £A | (C amalonaticus
- —;b)’ = g 5 % biogrupa 1)
S & R
O | w3 0 < & |5. C. youngae
RS = S5
‘§ § o ) 52 6. C. braaki

RPN ‘S = &
& § £ 3 < o |7.C. werkamii
S g [E = g 5 8. C. sedlaki

= S & < | 8. C. sedlakii

- g ° 3

& 'g £ 2.19. C. rodentium

= 2 g =8

3 S % = [10. C. gillenii

© 11. C. murliniae.

Zrodto: [Frederiksen 1970; Ewing, Davis 1972; Farmer i in. 1985; Brenner i in. 1993].

Na agarze SS (Salmonella-Shigella agar) wigkszo$¢ pateczek Citrobacter two-
rzy kolonie r6zowe (fermentuja laktoze, zakwaszajac podtoze, co hamuje tworzenie
H,S), niektére wzrastajg w postaci czarnych kolonii (niefermentujgce laktozy, wy-
twarzajgce H,S) i nie 16znig si¢ od Salmonella spp. Agar SS zawiera zielen brylan-
towa, zot¢ bydleca oraz wysokie stezenia tiosiarczanu i cytrynianu, ktore hamuja
wzrost Gram-dodatniej flory bakteryjnej. Obecnos¢ laktozy jako jedynego zrodia
wegla pozwala na réznicowanie bakterii na laktozo-dodatnie i laktozo-ujemne. Po-
nadto zawarto$¢ tiosiarczanu i zelaza dziata jako wskaznik wytwarzania siarkowo-
doru (zaczernienie srodkow kolonii) [Compendium of Methods... 1992].
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Podtoze z ksyloza, lizyng i deoksycholanem (XLD) mozna zaliczy¢ do podiéz
wybiodrczych. Deoksycholan sodu hamuje wzrost wigkszo$ci bakterii Gram-dodat-
nich. Zawartos¢ ksylozy, laktozy i sacharozy umozliwia ocen¢ zdolno$ci badanych
drobnoustrojow do wykorzystania wymienionych powyzej cukrow. Bakterie fer-
mentujace jeden z cukrow rosng w postaci zottych kolonii. Obecnos$¢ tiosiarczanu
sodu i soli zelaza (III) umozliwia sprawdzenie zdolno$ci tworzenia siarkowodoru.
Na podtozu XLD Citrobacter spp. wystepuja w postaci zottych, opalizujacych kolo-
nii otoczonych z6tta strefa, czasem z czarnym srodkiem [ Compendium of Methods...
1992].

Podtoze MacConkeya shuzy do izolacji pateczek Gram-ujemnych, zawiera mig-
dzy innymi sole zotciowe i fiolet krystaliczny, ktore hamujg wzrost bakterii Gram--
-dodatnich. Jedynym zZrodlem wegla jest laktoza 1 na tej podstawie roéznicuje si¢
pateczki laktozo-dodatnie (rozktadajace laktoze — r6zowe kolonie) od laktozo-ujem-
nych (bezbarwne kolonie). Pateczki Citrobacter wzrastaja w postaci bezbarwnych
lub blador6zowych kolonii [Goodman, Pickett 1966].

Podloze do izolacji Yersinia enterocolitica — CIN (cefsulodin-irgasan-novo-
biocin), rowniez moze by¢ uzyte do izolacji bakterii z rodzaju Citrobacter. Jest to
pozywka diagnostyczno-wybiodrcza zawierajaca fiolet krystaliczny, cefsulodin, irga-
san i nowobiocyng, ktore hamujg wzrost wickszosci Gram-dodatniej i Gram-ujemne;j
mikroflory. Wiele gatunkow rodzaju Citrobacter rosnie na agarze CIN, tworzac ko-
lonie z czerwonym srodkiem i transparentnymi brzegami, identyczne jak pateczki
Yersinia enterocolitica [Devenish, Schiemann 1981].

3. Wilasciwosci biochemiczne

Drobnoustroje z rodzaju Citrobacter cechuja si¢ roznymi wlasciwos$ciami bioche-
micznymi utatwiajagcymi okreslenie ich przynaleznosci gatunkowej. Citrobacter
spp. nie wytwarzaja oksydazy cytochromowej, deaminazy (test na deaminazg fe-
nyloalaniny ujemny) ani zelatynazy. Zakwaszaja podtoze Clarka (dodatni wynik te-
stu z czerwienig metylowa), ale nie wytwarzaja acetylometylokarbinolu (test V-P
ujemny). Pateczki te zakwaszajg podloza zawierajace: D-glukozg, L-arabinozg,
D-mannitol, D-mannoze, L-ramnoze, trehaloze i erytrytol. Nie wykazuja aktywno-
$ci dezoksyrybonukleazy (DNAzy) i nie wytwarzaja barwnikoéw [Bergey s Manual...
1994; Brenner i in. 1999]. Inne cechy biochemiczne sg juz bardziej zroznicowane
i zalezne od gatunku (tab. 2). Testy biochemiczne umozliwiajg wstepng identyfika-
cje pateczek z rodzaju Citrobacter. Na rysunku 2 przedstawiono przyktadowy klucz
dychotomiczny do identyfikacji Citrobacter spp. Klucz ten sporzadzono na podsta-
wie testow biochemicznych dajacych wynik pozytywny lub negatywny dla 100%
przebadanych przedstawicieli danego gatunku (test nie uwzglednia cech niejedno-
znacznych — wyjatek stanowig C. freundii i C. braaki) (tab. 2 i rys. 2).
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4. Systemy identyfikacji Citrobacter spp.

Identyfikacja drobnoustrojow na podstawie cech biochemicznych jest czasochtonna
i wymaga duzych naktadow pracy. Do sporzadzenia podt6z selekcyjnych potrzeb-
ne sg specyficzne, czgsto drogie odczynniki. Istnieje wiele komercyjnie dostepnych
systemow do identyfikacji drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae: Api20E
(bioM¢érieux, Vitek, Hazelwood, Mo.), Vitek GNI (bioMérieux, Vitek, Hazelwood,
Mo.), Biolog MicroStation (Biolog, Inc., Harward, Calif.), RapID onE (Innovative
Diagnostic Systems, Inc., Norcross, Ga.), autoSCAN W/A (Baxter Diagnostics, Inc.,
West Sacramento, Calif.) [York i in. 1992; O’Hara i in. 1995].

Przy zastosowaniu systemu autoSCAN W/A w okoto 50% przypadkow istniata
koniecznos¢ wykonania dodatkowych testow w celu rozréznienia C. diversus od
C. amalonaticus [York i in. 1992]. Citrobacter freundii, C. koseri, C. amalonaticus
w przewazajacej wiekszosci identyfikowane byty prawidlowo za pomoca systemow
API20E, Biolog, RapID onE oraz Vitek GNI. Citrobacter farmeri prawie zawsze byt
mylnie identyfikowany jako C. amalonaticus (Api20E, RapID onE), ale takze jako
C. freundii (Biolog) czy E. coli (Vitek GNI).

Systemy API20E, Biolog, Vitek GNI rozpoznaja C. youngae, C. braaki oraz
C. werkami jako C. freundii, podczas gdy RapID onE identyfikuje je zarowno jako
C. freundii, jak i C. amalonaticus. Wymienione powyzej systemy identyfikuja C. se-
dlakii w wigkszosci przypadkach jako C. amalonaticus (AP120E, RapID onE) oraz
jako C. freundii (Biolog) czy E. amnigenus (Vitek GNI). Gatunki C. rodentium,
C. gillenii oraz C. murliniae identyfikowane sg gtéwnie jako C. freundii [O’Hara
11in. 1995]. Wigkszos¢ systemow blednie identyfikuje Citrobacter spp. jako Escheri-
chia coli, Escherichia vulneris, Enterobacter cloacae, Enterobacter amnigenus czy
Klebsiella pneumoniae [York i in. 1992; O’Hara i in. 1995].

Mozliwa jest takze identyfikacja Citrobacter spp. metodami inzynierii gene-
tycznej. Analiza sekwencji kodujacej podjednostke 16S rRNA jest, jak dotad, me-
toda najczgséciej uzywana w badaniach dotyczacych klasyfikacji bakterii. Na po-
wszechno$¢ wykorzystania opisywanej metody maja wptyw nastepujace czynniki:
gen 16S rRNA wystepuje u bakterii, jego funkcja nie zmienia si¢ w czasie i jest on
wystarczajaco duzy (1,500 pz) [Janda i in. 2007]. W niektérych sytuacjach metoda
ta jest jednak niewystarczajaca. W przypadku charakteryzowania nowych gatunkow
i jednoznacznego okreslenia przynaleznosci gatunkowej badanego szczepu stosuje
si¢ hybrydyzacje DNA-DNA. Za pomocg tej metody Brenner i in. [1993, 1999] wy-
odrebnili 11 gatunkow bakterii z rodzaju Citrobacter.

5. Patogennos¢ bakterii z rodzaju Citrobacter

Bakterie z rodzaju Citrobacter sa szeroko rozpowszechnione w $rodowisku natu-
ralnym, m.in. byly izolowane z przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat [Arens,
Verbist 1997; Spanggaard i in. 2000; Sharma, Anad 2002; Lowe i in. 2011]. Zdol-
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nos¢ drobnoustrojéw do kolonizowania uktadu pokarmowego ludzi jest powszech-
nie przypisywana mikroorganizmom o matej wirulencji. Jednakze bakterie z rodzaju
Citrobacter s3 uwazane za oportunistyczne patogeny i moga powodowac szereg in-
fekcji zwigzanych z zakazeniami uktadow: moczowego (najczesciej), oddechowego,
nerwowego oraz zakazeniami otrzewnej czy wsierdzia [Kayser i in. 2007; Al-Hasan
i in. 2010]. Opisane sg roéwniez przypadki wywotywania przez Citrobacter spp. za-
palenia opon mézgowych czy posocznicy [Badger i in. 1999]. Najczesciej izolowa-
nymi gatunkami wsrod przypadkow klinicznych byty C. freundii, C. koseri (dawniej
C. diversus), C. youngae, C. braakii C. amalonaticus [Janda i in. 1994; Lavinge i in.
2007; Mohanty i in. 2007]. Czynnikami wirulencji gatunku Citrobacter freundii sa:
toksyna Shiga (-like), cieptostata enterotoksyna (homologiczna do enterotoksyny ST
Ia produkowanej przez Escherichia coli) oraz otoczka bakteryjna z antygenem po-
wierzchniowym Vi (wykazujacym podobienstwo do antygenu Vi obecnego u Salmo-
nella Typhi) [Pobucewicz, Czernomysy-Furowicz 2010]. Jednakze zaliczanie Citro-
bacter spp. do grupy groznych patogenéw ludzi i zwierzat jest zdaniem niektorych
naukowcow kontrowersyjne. Najgrozniejsze patogeny najczesciej izolowane sg ze
srodowisk szpitalnych (zakazenia szpitalne). Samonis i in. [2009] badali pacjentow
zglaszajacych si¢ do szpitala z powodu infekcji bakteryjnych. Podczas dwunastolet-
niego monitoringu przyczyn zachorowan jedynie 78 przypadkéw wywotanych byto
przez bakterie z rodzaju Citrobacter. Dodatkowo zakazenia wywolane przez te bak-
terie charakteryzowaty si¢ matg $miertelnoscia, a do zachorowan dochodzito gtow-
nie u ludzi starszych [Samonis i in. 2009; Al-Hasan i in. 2010]. Najcze¢sciej izolo-
wanym gatunkiem z rodzaju Citrobacter byt — Citrobacter freundii, ktory w kolekcji
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) jest zaliczany
do drugiej grupy ryzyka, gdy tymczasem w kolekcji ATCC (American Type Culture
Collection) przypisuje si¢ go do pierwszej grupy ryzyka, do ktorej nalezg mikroor-
ganizmy stosowane w procesach biotechnologicznych.

Ze wzgledu jednak na fakt, Ze opisywane bakterie maja geny odpowiedzialne
za synteze f-laktamaz, mogg wykazywac si¢ opornoscia na wiele antybiotykow [La-
vinge i in. 2007]. Z tego punktu widzenia bakterie z rodzaju Citrobacter stanowia
realne zagrozenie. Jednakze liczba badan klinicznych nad Citrobacter spp. jest sto-
sunkowo niewielka, poniewaz zachorowania wywotane opisywanymi mikroorga-
nizmami wystepuja stosunkowo rzadko [Samonis i in. 2009; Al-Hasan i in. 2010].
Wzrost liczby doniesien naukowych dotyczacych zastosowan przemystowych bak-
terii nalezacych do Citrobacter spp. wywotuje potrzebe potwierdzenia postawio-
nych hipotez wicksza liczba badan klinicznych [Kobashi i in. 1990; Deckwer 1995;
Gunasekaran i in. 2006; Orij 1 in. 2009; Sharma, Fulekar 2009; Wang i in. 2009;
Saxena i in. 2009].



30 Agnieszka Drozdzynska, Joanna Pawlicka, Katarzyna Czaczyk

6. Przemyslowy potencjal bakterii z rodzaju Citrobacter

Obecne trendy panujace na rynku §wiatowym, a takze w Srodowiskach naukowych
powoduja zwigkszenie zainteresowania procesami biotechnologicznymi [Rymowicz
i in. 2006]. W tym wzgledzie rowniez bakterie z rodzaju Citrobacter moga miec¢
okreslony potencjal przemystowy. Jedng z mozliwosci jest produkcja enzymow.
Komercyjnie dostgpnymi enzymami produkowanymi przez paleczki Citrobacter
spp. sa enzymy restrykcyjne, ktore znalazly zastosowanie w biologii molekularnej,
w procesach manipulacji fragmentami DNA. Przyktadowe enzymy izolowane z Ci-
trobacter spp. to: Cfr91, Cfr10I, Cfr131, Cfr42l. Dostawcami podanych enzymow
sg firmy: Fermentas International Inc., Toyobo Biochemicals czy Tokara Bio Inc.
[Bitinaité i in. 1985; Lubys i in. 1994; Bozic i in. 1996; Gasiunas i in. 2008].

Orij 1 in. [2009] wyizolowali szczep nalezacy do rodzaju Citrobacter, charak-
teryzujacy sie zdolnosciami amylolitycznymi (pierwszy opisany przypadek). Wy-
selekcjonowany szczep wykazywal zdolno$¢ do produkcji a-amylazy, enzymu
powszechnie stosowanego w przemysle (zbozowo-mtynarskim, cukierniczym, spi-
rytusowym i piwowarskim) [Bednarski, Reps 2003; Orij 1 in. 2009]. Gunasekaran
iin. [2006] wyizolowali i zidentyfikowali szczep Citrobacter freundii IIT-BT L139,
produkujacy lipazg (acylohydrolaze triacyloglicerolowg — E.C. 3.1.1.3) o bardzo
wysokiej aktywnosci (8.8 U/ml) w $§rodowisku alkalicznym (pH 9) i temperaturze
40°C. Podane wlasciwosci lipazy moga umozliwi¢ zastosowanie badanego enzymu
np. w przemysle farmaceutycznym i przy produkcji srodkoéw czystosci. Organizmy
produkujace termostabilne lipazy, aktywne w pH wyzszym niz obojetne, nie sg po-
wszechne. Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego sg niezwykle cenne dla prze-
mystu ze wzgledu na: dostepnos¢ duzych ich ilosci (prosta i tania biosynteza) oraz
wysokiej, czesto nietypowej aktywnos$ci [Gunasekaran i in. 2006].

Sposrod pateczek Citrobacter spp. wyizolowano bakterie posiadajace specy-
ficzne enzymy rozktadajace karbaminian etylu do etanolu i amoniaku. Karbaminian
etylu jest substancja kancerogenna, mogaca zanieczyszczaé¢ napoje alkoholowe [Ko-
bashi i in. 1990]. Enzymatyczne usuwanie karbaminianu pozwolitoby uwolni¢ tego
rodzaju napoje od niebezpiecznego zwigzku.

Paleczki Citrobacter spp. potrafig syntetyzowa¢ z kwasu galusowego piroga-
lol (1,2,3-trihydroksybenzen) [Kumar i in. 1992]. Pirogalol jest wykorzystywany
w produkcji farb do wtosoéw, masci przeciw tuszczycy oraz jako wywotywacz w fo-
tografii. Biosynteza tego zwigzku w hodowli cigglej immobilizowanych na no$niku
karagenowym komorek Citrobacter freundii pozwolita na uzyskanie 7,3 g/L piroga-
lolu przy 98,5% wydajnosci procesu [Kumar i in. 1992]. Obecnie pirogalol otrzy-
mywany jest metodami chemicznymi, cena 1 kg pirogalolu to okoto 800 zt [http://
www.merck-chemicals.com].

Powszechnie stosowane przez przemyst tekstylny i farbiarski barwniki aktyw-
ne, np. antrachinonowe, azowe, ftalocyjaninowe, trifenylometanowe i inne, wyka-
zuja whasciwosci toksyczne i kancerogenne. Scieki zawierajace barwniki w swoim
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sktadzie stanowig duze zagrozenie dla §rodowiska. Fizyczne i chemiczne metody
usuwania barwnikoéw sg kosztowne i generuja duze ilosci skoncentrowanych pro-
duktéw ubocznych, problematycznych w sktadowaniu. Wang i in. [2009] opisali
szczep Citrobacter CK3 zdolny do biodegradacji barwnika Reactive Red 180, jed-
noczesnie wykazujacy wysoka tolerancj¢ na stezenie testowanego zwigzku. Autorzy
udowodnili, ze badany mikroorganizm przeprowadza aktywny rozktad barwikow,
a nie bierng adsorpcj¢ toksycznych zwigzkow. Badania An i in. [2002] potwierdzity,
ze bakterie z rodzaju Citrobacter sa zdolne rowniez do biodegradacji innych barw-
nikow, miedzy innymi: fioletu krystalicznego, zieleni malachitowej, zieleni brylan-
towej, czerwieni Kongo i fuksyny [An i in. 2002].

Udowodniono, ze pateczki Citrobacter spp. akumulujg i unieszkodliwiaja meta-
le ciezkie, takie jak miedz, cyrkon czy uran [Jeong i in. 1997; Gadd 2000; Sharma,
Fulekar 2009]. Bakterie z rodzaju Citrobacter wykazuje si¢ ruchliwoscia, ktdra jest
cecha zwigkszajaca zdolnosci bioremediacyjne opisywanych bakterii. Mechanizm
wychwytywania metali polega na produkcji fosforanow, ktore wigza metale [Gadd
2000; Sharma, Fulekar 2009]. Jeong i Macaskie [1999] opisali fosfataze pochodzaca
z Citrobacter sp. odpowiadajaca za wigzanie uranu.

Wsrod przedstawicieli rodzaju Citrobacter znalez¢ mozna producentow 1,3-pro-
panodiolu — zwigzku organicznego znanego tez jako: glikol trimetylenowy, glikol
propylenowy czy 1,3-dihydroksypropan. Zwiazek ten jest wykorzystywany do pro-
dukcji poliestréw, poliuretanow, nowych biodegradowalnych tworzyw sztucznych,
smarow, zywic, laminatow czy rozpuszczalnikow organicznych [Deckwer 1995, da
Silva i in. 2009]. W przemysle farmaceutycznym stuzy do produkcji np. lekow psy-
chotropowych czy kremow (ze wzgledu na wlasciwosci nawilzajace). Obecnie na
skalg przemystowa wigkszos¢ 1,3-propanodiolu produkowana jest metodami che-
micznymi, ktorych wadami sa wysokie ci$nienie i temperatura. Dodatkowo syntezy
chemiczne wymagaja stosowania drogich katalizatorow oraz generuja duze ilosci
toksycznych produktow ubocznych [Saxena i in. 2009].

GDHt HO H 13ppDH MO OH
ﬁ} I 7-v
OH H,0 0 L
glicerol aldehyd NADH NAD 1,3-propanodiol

J-hydroksypropionowy

Rys. 3. Biosynteza 1,3-propanodiolu z glicerolu — szlak metaboliczny GDHt — dehydrataza glicerolowa;
1,3-PD DH — dehydrogenaza 1,3-propanodiolowa

1,3-propanodiol jest takze otrzymywany na drodze biosyntezy przeprowadzane;j
przez mikroorganizmy naturalnie wystepujace w Srodowisku badZ genetycznie mo-
dyfikowane [Willke, Vorlop 2008; Saxena i in. 2009; da Silva i in. 2009; Celinska
2010] (rys. 3). Najlepszymi producentami 1,3-propanodiolu izolowanymi ze §rodo-



32 Agnieszka Drozdzynska, Joanna Pawlicka, Katarzyna Czaczyk

wiska sa bakterie z rodzaju: Klebsiella (K. pneumoniae, K. oxytoca), Citrobacter
(C. freundii) i Clostridium (CL. butyricum, Cl. acetobutylicum, CI. diolis). Przepro-
wadzone do$wiadczenia wskazujg na duzy potencjal aplikacyjny wymienionych
mikroorganizméw — ze wzgledu na uzyskiwane wysokie stezenia 1,3-propanodiolu
w hodowlach oraz duzg tolerancj¢ substratowa [Willke, Vorlop 2008; Saxena i in.
2009; da Silva i in. 2009; Celinska 2010].

Wzrastajaca produkcja biodiesla generuje powstawanie duzych ilosci odpado-
wego glicerolu, ktory moze by¢ wykorzystany jako sktadnik pozywek do hodowli
drobnoustrojow. Pozywki z glicerolem sg stosowane w produkcji wielu waznych
przemystowo metabolitow (migdzy innymi 1,3-propanodiol) [Kosmider, Czaczyk
2009; Saxena i in. 2009; Rymowicz i in. 2010]. W 1992 r. Gottschalk i Averhoff
opatentowali sposob otrzymywania 1,3-propanodiolu z glicerolu przy wykorzysta-
niu szczepu Citrobacter freundii DSM 30040. Opracowana technologia pozwala na
wydajng biosyntezg zwiazku rowna 0,75 g/g glicerolu. Mikrobiologiczna synteza
1,3-propanodiolu wymaga pH bliskiego 7, temperatury 30-37°C oraz dodatku soli
kobaltu (pierwiastka zapewniajacego odpowiednia aktywnos$¢ dehydratazy glicero-
lowej). Proces przebiega dwuetapowo — celem pierwszego etapu jest namnozenie
maksymalnej ilo$ci biomasy, a w drugim osiggni¢cie maksymalnej wydajnosci bio-
syntezy 1,3-propanodiolu. W roku 1994 Pflugmacher i Gottschalk, prowadzac ho-
dowle ciggte immobilizowanego na podlozu poliuretanowym szczepu Citrobacter
freundii DSM 30040, uzyskali produktywno$¢ 8,2 g/dm’/h 1,3-PD. Wynik osiagnigty
w hodowlach bakterii immobilizowanych byt ponad dwa razy wyzszy niz uzyskany
w hodowlach komoérek wolnych (reaktor z mieszadtem) [ Gottschalk, Averhoft 1992;
Boenigk i1 in. 1993]. Wykazano, ze immobilizacja Citrobacter freundii na no$ni-
kach alginianowych, karagenowych, poliuretanowych czy polistyrenowych pozwala
zwigkszy¢ wydajnos$¢ procesu i umozliwia prowadzenie fermentacji przez dtuzszy
czas [Gottschalk, Averhoff 1992; Pflugmacher, Gottschalk 1994].

7. Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono aktualng wiedze dotyczaca klasyfikacji, sposobow
izolacji oraz identyfikacji bakterii z rodzaju Citrobacter. Podjeto probe okreslenia
stopnia bezpieczenstwa opisywanych bakterii. Na podstawie analizy danych lite-
raturowych wykazano, ze pateczki Citrobacter spp. posiadaja okre§lony potencjat
przemystowy. Stwierdzono, ze bakterie nalezace do tego rodzaju maja interesujace
wiasciwosci metaboliczne. Potrafig syntetyzowac zwiazki o duzym znaczeniu gospo-
darczym — np. pirogalol czy 1,3-propanodiol. Wytwarzaja enzymy stosowane w in-
zynierii genetycznej oraz inne mogace mie¢ zastosowanie w przemysle spozywczym.
Charakteryzowane mikroorganizmy cechujg si¢ zdolnosciami do aktywnego wigza-
nia metali ci¢zkich oraz rozktadu barwnikéw, majacymi zastosowanie w procesach
oczyszczania §ciekow komunalnych i przemystowych. Istotne jest jednak poszerzenie
wiedzy dotyczacej takich zagadnien, jak bezpieczenstwo stosowania oraz kalkulacja
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optacalno$ci bioprocesow prowadzonych z udziatem bakterii z rodzaju Citrobacter.
Rozw¢j biotechnologii i idei zielonej chemii pozwala przypuszczaé, ze potencjat
przemystowy Citrobacter spp. zostanie w uzyteczny sposob wykorzystany.
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CHARACTERISTICS AND APPLICATIVE POTENTIAL
OF CITROBACTER SPP.

Summary: Citrobacter spp. are facultatively anaerobic, Gram-negative rods belonging
to the Enterobacteriaceae family. The genus consists of eleven species among which are
C. amalonaticus, C. freundii, C. koseri (diversus). In this article the bacteria of the genus
Citrobacter spp. are classified and characterized. Methods of isolation and identification are
specified. In addition, current state of biotechnological research and applications of Citro-
bacter spp. such as: bioremediation processes, synthesis of industrially important organic
compounds — e.g. pyrogallol or 1,3-propanediol and production of enzymes (amylases, li-
pases, metylases) are presented.

Keywords: biotechnology, 1,3-propanediol, Citrobacter spp.



