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1. Wstep

Pierwsze doniesienie dotyczace klostridiéw pojawito
si¢ juz ok. roku 430-370 przed nasza era. Hipokra-
tes opisal wswojej ksiazce Epidemie I1I (Epidemics III)
chorobe, ktéra diagnozowana byla jako zgorzel gazowa.
Wywolywana byta ona przez Clostridium histolyticum
[66]. Do jej objaw6w nalezaly goraczka oraz obrzgk
skory w kolorze zéttawo-czerwonym. W niektérych
przypadkach dochodzito do utraty konczyn. Takie
same objawy uzyskano w pdzniejszych eksperymen-
tach na zwierzgtach zainfekowanych CI. histolyticum.
Pierwszy opis innej choroby powodowanej przez bak-
terie nalezace do Clostridium spp. — tezca — pojawit
si¢ natomiast w roku 1824 w Esseys on the Anatomy
and Philosophy of Expression Charlesa Bella [66]. Jed-
nakze rozpoznanie klostridiéw jako odrebnej grupy
mikroorganizméw zapoczatkowala praca Louisa
Pasteura. W 1861 roku opisal on mikroorganizm
zdolny do wzrostu bez obecnosci tlenu. W tamtych
czasach bylo to ogromng sensacja. Pasteur nazwat
te bakteri¢ Vibrion butyrique ze wzglgdu na gtéwny
produkt fermentacji - maslan i wprowadzil termin
»beztlenowy” dla okredlania zycia bez wolnego tlenu.
Organizm ten zostal 20 lat pézniej nazwany Clostri-

dium butyricum przez polskiego mikrobiologa Adama
Prazmowskiego [25].

Bakterie z rodzaju Clostridium wystgpuja w $rodo-
wisku naturalnym bardzo powszechnie, sa obecne mig¢-
dzy innymi w kurzu, glebie, wodzie, osadach dennych
oraz przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat [70].
Znane sa przede wszystkim ze swojej chorobotwor-
czosci. Warto zwrdcic takze uwage na mozliwo$¢ wyko-
rzystania gatunkéw z tego rodzaju w przemysle. Duza
aktywno$¢ biochemiczna Clostridium sp. wynika z tego,
ze produkuja one liczne enzymy zewnatrzkomorkowe.
Bakterie nalezace do tego rodzaju sa zdolne do fer-
mentacji sktadnikéw organicznych i produkcji duzych
ilosci dwutlenku wegla, wodoru, kwaséw organicznych,
butanolu, acetonu i innych sktadnikéw. Klostridia nie-
bedace patogenami wykazuja duzy potencjal prze-
mystowy. Stosowane s3 miedzy innymi do produkeji
kwasu mastowego, niektorych rozpuszczalnikéw (m.in.
butanolu, acetonu i izopropanolu) oraz wodoru [14].
Wykorzystywane sa takze w medycynie. W ciagu ostat-
niego dziesi¢ciolecia znacznie wzrosto zainteresowanie
Cl. botulinum i CI. tetani. Prowadzone sg intensywne
badania nad strukturg, fizjologia oraz biochemia neuro-
toksyn wytwarzanych przez te bakterie [12, 53, 77, 80],
jak réwniez nad wykorzystaniem kompleksu toksyn
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botulinowych jako czynnikéw terapeutycznych w lecze-
niu choréb u ludzi [13, 22, 39]. W literaturze poja-
wiaja sie takze informacje dotyczace produkcji bakte-
riocyn przez takie szczepy jak migdzy innymi CL spo-
rogenes, Cl. butyricum, CI. botulinum [26], CI. perfingens
i CL acetobutylicum [3, 18].

2. Ogolna charakterystyka rodzaju Clostridium
2.1. Morfologia, hodowla i metabolizm

Komérki laseczek Clostridium sa réznej wielkoci,
barwig si¢ gramdodatnio lub gramzmiennie oraz two-
rzg przetrwalniki. Przetrwalniki sa owalne lub kuliste.
Kolonie tych laseczek sa dos¢ duze, plaskie, okragle
lub owalne, brzeg moga mie¢ réwny lub postrzgpiony,
powierzchni¢ matowa, szorstka, barwe szarawa do sza-
rozoltawej. Dlugos¢ komérek wynosi §rednio 0,5-5 pm,
a szeroko$¢ 0,3-2,0 um. Ksztatt komoérek bywa zmienny
i uwarunkowany jest czynnikami $rodowiskami. Bak-
terie nalezace do tego rodzaju s3 beztlenowcami, nie
wytwarzajg katalazy [70]. Komorki sa ruchliwe, urze-
sione peritrichalnie. Optymalna temperatura wzrostu
wigkszo$ci gatunkéw tego rodzaju miesdci si¢ miedzy
30-40°C. Wérdd klostridiow sg réwniez gatunki ter-
mofilne, dla ktérych optymalna temperatura wzrostu
wynosi 60 i 75°C. Gatunki te maja szczegolne znacze-
nie w procesach przemystowych i biotechnologicznych,
poniewaz prowadzone przez nie procesy zachodza
szybko, a enzymy tych bakterii wykazuja duza stabil-
no$¢. Wirod klostridiéw znajduja si¢ takze gatunki,
ktére nie wykazuja typowych cech morfologicznych dla
tego rodzaju. Naleza do nich CI. coccoides, ktére tworza
okragle komorki, CI. perfingens, CL. leptum, CI. barati
i CL. spiroforme, u ktérych nie wykryto przetrwalnikéw,
Cl. tertium, Cl. carnis, CI. histolyticum i Cl. intestinalis
wzrastajace w warunkach tlenowych [85].

Klostridia wykazuja intensywny metabolizm fer-
mentacyjny, wykorzystujac takie substraty jak mono-
sacharydy, disacharydy i polisacharydy. Do gtéwnych
produktow fermentacji prowadzonej przez te bakterie
naleza kwas octowy, mastowy, mlekowy, mréwkowy,
etanol, butanol, CO,, H, i NH, Na tej podstawie bakterie
te mozna podzieli¢ na gatunki sacharolityczne, ktére fer-
mentuja gtéwnie mono- i polisacharydy (m.in CI. cello-
bioparum, Cl. cellulovorans, Cl. butyricum, Cl. acetobuty-
ricum, Cl. aceticum, Cl. stercorarium) oraz proteolityczne
fermentujace biatka i aminokwasy (m.in. Cl. sporogenes,
Cl. bifermentans, Cl. kluyveri, Cl. acidiurici) [69].

2.2. Chorobotworczo$c
Rodzaj Clostridium obejmuje ponad 100 gatunkdw.

Wiréd nich znajduje si¢ okoto 35 gatunkéw patogennych
wytwarzajacych egzotoksyny, miedzy innymi CI. bo-

tulinum, CL. perfingens, CI. tetani, Cl. barati, Cl. haemo-
Iyticum, Cl. novyi, Cl. septicum, CI. chauvoei oraz ClI. dif-
ficile [70].

Najbardziej znanym patogenem z rodzaju Clostri-
dium jest CL. botulinum powodujacy botulizm. Chorobg
te mozna podzieli¢ na 6 typéw - botulizm pochodze-
nia pokarmowego, czyli klasyczny, botulizm przyranny,
botulizm niemowlat, botulizm pochodzenia jelito-
wego dorostych, botulizm inhalacyjny i botulizm jatro-
genny. W Polsce, w 2004 roku zarejestrowano 53 przy-
padki botulizmu pochodzenia pokarmowego. Natomiast
botulizm przyranny zostal po raz pierwszy opisany
w 1951 roku. Od tego roku do konca lat 90. XX wieku
ponad 90% zachorowan zostato rozpoznanych w USA.
Od 1988 roku odnotowano duzy wzrost liczby nowych
przypadkéw wsréd oséb zazywajacych narkotyki
w iniekcjach. Objawy kliniczne botulizmu przyrannego
sa takie same, jak zatrucia jadem kietbasianym pocho-
dzenia pokarmowego. Botulizm niemowlat jest nastep-
stwem potknigcia zarodnikéw CL botulinum, ktore kiet-
kuja tworzac formy wegetatywne zdolne do namnazania
si¢ i produkcji neurotoksyny botulinowej w Swietle jelita
grubego. Zachorowania wystepuja poczawszy od pierw-
szych dni Zycia [11, 70].

CI. tetani wywoluje rézne odmiany tezca (m.in. miejs-
cowy oraz uogolniony). Zakazenie nastepuje podczas
urazéw penetrujacych skazonych gleba, warunkujacych
rozwdj beztlenowy — drobnoustrdj zaczyna wydziela¢
toksyne, ktéra droga aksonalna dociera do rdzenia kre-
gowego, w ktérym zaburza dzialanie hamujace neuro-
néw wstawkowych [11, 85].

Laseczki CL difficile s3 przyczyng szpitalnych zaka-
zen pokarmowych. Szczepy, ktore wykazuja dziala-
nie chorobotwoércze wytwarzaja dwie rézne toksyny
biatkowe silna cytotoksyne oraz wywotujaca biegunki
enterotoksyne, ktore uwalniane sa przez komérki wege-
tatywne. Bakterie te sg takze przyczyna 25% wszyst-
kich biegunek rozwijajacych si¢ po doustnym podaniu
antybiotykow [11].

Bakterie CI. perfingens wywoluja zgorzel gazowa oraz
sa powodem silnych zatru¢ pokarmowych zwiazanych
z uwalnianiem z komorek wegetatywnych enterotok-
syn. W rozwoju zgorzeli gazowej uczestniczg takze inne
gatunki Clostridium, m.in. CI. novyi i Cl. septicum [85].

3. Przemyslowe wykorzystanie Clostridium spp.

3.1. Biosynteza acetonu, butanolu i innych
rozpuszczalnikow

Niektore szczepy rodzaju Clostridium posiadaja
zdolno$¢ do produkgeji substancji o wartosciach roz-
puszczalnikéw. Sa nimi aceton, butanol i etanol, migdzy
innymi CI. acetobutylicum, CI. pasteurianum, CI. beije-
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rinckii, Cl. saccharoperbutylacetonicum i Cl. saccharo-
butylicum [41, 48]. Najlepiej poznanym szczepem
nalezacym do tej grupy jest Cl. acetobutylicum, a ace-
tonowo-butanolowa fermentacja prowadzona przez te
bakterie stanowita przez dlugi czas podstawe dla pro-
dukgji tych rozpuszczalnikéw na skale przemystowa 2,
44]. Wirdéd CL. beijerinckii znajduja si¢ szczepy, ktore
oprocz butanolu produkuja takze izopropanol [15, 30].
CI. pasteurianum fermentuje natomiast weglowodory do
butanolu, acetonu, dwutlenku wegla oraz czasteczko-
wego wodoru [19, 34].

Produkcja acetonu, butanolu i etanolu poprzez fer-
mentacj¢ stosowana jest od wielu lat. Szczegélne zain-
teresowanie produkcja acetonu na drodze mikrobio-
logicznej zaobserwowano podczas I Wojny Swiatowej,
poniewaz stosowany byl on jako rozpuszczalnik nitroce-
lulozy [44]. Po wojnie znacznie spadlo zainteresowanie
produkeja acetonu, wzrosto natomiast zainteresowanie
butanolem, poniewaz stosowany byl on do syntezy
octanu butylu, ktéry z kolei wykorzystywany byt jako
rozpuszczalnik do lakieréw samochodowych [24]. Jed-
nakze, w latach 20. XX wieku proces produkeji wielu
rozpuszczalnikéw na drodze biotechnologicznej zostat
zastapiony metodami petrochemicznymi, a w latach 60.
XX wieku fermentacja prowadzona przez Clostridium
zostala catkowicie wyeliminowana z uzycia w przemysle.
Powodem rezygnacji z tego procesu byla niska pro-
duktywno$¢ wynikajaca z wolnego przebiegu procesu,
niewielkiej wydajnosci oraz wysokich kosztéw odzyski-
wania produktéw (miedzy innymi poprzez destylacje).
Obecnie zauwazalna jest tendencja powrotu do produk-
cji rozpuszczalnikéw metodg fermentacji. Wzrastajaca
troska o $rodowisko i konieczno$¢ uniezaleznienia
produkgji rozpuszczalnikéw od surowcéw pochodza-
cych z przemystu petrochemicznego, spowodowaly
wzrost zainteresowania produkcja rozpuszczalnikéw
z surowcow naturalnych (kukurydzy, melasy sojowej,
hydrolizatéw drewna). Postep w badaniach umozliwit
uczynienie tej fermentacji procesem korzystnym dla
srodowiska oraz konkurencyjnym z ekonomicznego
punktu widzenia [19, 43, 74]. Na poczatku XX wieku
fermentacja tego typu stosowana byta wytacznie do pro-
dukgji etanolu. Jednakze w kolejnych latach byta wyko-
rzystywana réwniez do produkcji pozostalych metabo-
litéw (butanolu i acetonu) [63, 74, 84]. Butanol stanowi
dodatek do paliwa, ktéry umozliwia znaczna redukeja
wydzielanego dymu [54].

W hodowli dolewowej klostridiéw produkujacych
rozpuszczalniki wyrdznia si¢ dwie znaczace fazy wzro-
stu. Podczas wczesnej fazy wzrostu (faza kwasowa)
gtéwnie produkowane sa takie metabolity, jak ace-
ton, maslan, woddr i dwutlenek wegla, co powoduje
spadek pH pozywki hodowlanej. W kolejnym etapie
hodowli nastgpuje zmiana w metabolizmie i wéw-

czas produkowane s butanol, aceton/izopropanol, eta-
nol, a takze woddr i dwutlenek wegla (faza produkeji
rozpuszczalnikéw). pH pozywki hodowlanej wzrasta
podczas produkeji rozpuszczalnikéw w wyniku czgs-
ciowej reutylizacji produkowanych wczesniej kwaso-
wych produktéw koncowych [46]. Badania nad bak-
teriami nalezacymi do Clostridium spp. pokazaly, ze
w sytuacji niedoboru zZrodta wegla w pozywce produ-
kowane sg tylko kwasy [67]. Minimalnie 10 g/ glukozy
musi by¢ obecne podtozu, by bakterie nalezace do
Cl. saccharobutylicum mogly produkowa¢ rozpuszczal-
niki [62]. W przypadku CL. acetobutylicum nawet jezeli
w pozywce hodowlanej znajduje si¢ mniej niz 10 g/l
glukozy w hodowli dolewowej oraz mniej niz 4 g/l
w okresowo-dolewowej, rozpuszczalniki s3 normalnie
produkowane [27, 46].

Oprocz reakcji glikolitycznych, szlak metaboliczny
produkcji kwaséw i rozpuszczalnikéw dzieli sekwencje
nastepujacych po sobie reakcji migdzy pirogronianem
i butyrylo-CoA [46]. Podczas fazy produkcji kwasow,
aceton produkowany jest z acetylo-CoA, a maslan
z butyrylo-CoA. Produkcja ta odbywa si¢ poprzez dwa
analogiczne szlaki, podczas ktorych powstaje jedna
czasteczka ATP na kazda reakcje¢. Podczas produkcji
rozpuszczalnikéw, acetylo-CoA i butyrylo-CoA funk-
cjonuja jako kluczowe czynniki posrednie do produk-
cji etanolu i butanolu. Acetylo-CoA stanowi kluczowy
czynnik podredni dla syntezy acetonu. U niektérych
szczepow CL. beijerinckii i Cl. aurantibutyricum aceton
jest w pozniejszych etapach redukowany do izopropa-
nolu. Zaréwno dehydrogenaza aldehydowa, jak i dehy-
drogenaza alkoholowa s niezbgdne do produkgji alko-
holi. Pomiary aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej
pokazaly, ze enzym ten jest zdolny do syntezy dwoch
aldehydowych poétproduktéw — aldehydu butylowego
i aldehydu octowego, ktore sa niezb¢dne do wytwa-
rzania butanolu i etanolu przez CL saccharobutylicum
i CI. beijerinckii [32, 46]. Szlak metaboliczny produkcji
kwasow i rozpuszczalnikéw przez Clostridium sp. przed-
stawiony zostal na Rys. 1.

Potencjat tanich surowcéw rolniczych moze by¢ wy-
korzystany tylko wowczas, jezeli stosowane beda nowo-
czesne technologie biokonwersji do zwiazkéw bedacych
pochodnymi paliw. Wydajno$¢ produkeji rozpuszczal-
nikéw w tradycyjnym reaktorze jest niska i wynosi
0,1-0,31"'h™". Ponadto wymagane s3 duze zbiorniki fer-
mentacyjne oraz dtugie procesy fermentacji. Naukowcy
nieustannie poszukuja rozwigzan tych problemdw.
Jednym z nich jest zastosowanie immobilizowanych
komorek CL. beijerinckii w procesie fermentacji w celu
intensyfikacji produkgji rozpuszczalnikéw [74]. Stoso-
wac z powodzeniem mozna dwie techniki immobilizacji
adsorpcje oraz putapkowanie wewnatrz karagenu i chi-
tozanu [29] oraz alginianu wapnia [54].
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Rys. 1 Szlak metaboliczny produkcji kwasow i rozpuszczalnikow przez Clostridium beijerinckii

Enzymy katalizujace reakcje: 1) oksydoreduktaza pirogronian/ferredoksyna; 2) tiolaza; 3) dehydrogenaza 3-hydroksymaslano-CoA; 4) krotonaza;

5) dehydrogenaza maslano-CoA; 6) fosfotransacetylaza; 7) kinaza octanu; 8) fosfotransbutyrylaza; 9) kinaza maslanu; 10) dehydrogenaza aldehydu;

11) dehydrogenaza alkoholowa; 12) transferaza acetoacetylo-CoA:octan/maslano-CoA; 13) dekarboksylaza acetooctanu; 14) dehydrogenaza alkoholowa;
15) dehydrogenaza aldehydu; 16) dehydrogenaza alkoholowa

3.2. Synteza 1,3-propanodiolu

W ostatnich latach znacznie wzrosto zaintereso-
wanie wykorzystaniem bakterii nalezacych do Clo-
stridium spp. w produkgji 1,3-propanodiolu (1,3-PD).
Sposrod tej grupy mikroorganizméw najczesciej do
produkgji tego diolu stosuje si¢ takie szczepy, jak mie-
dzy innymi CI. diolis, CI. acetobutylicum, CI. butylicum,
Cl. perfingens, Cl. butyricum, CI. pasteurianum [8, 57].
Wiréd nich bardzo wazng rolg odgrywa CI. butyricum
— charakteryzuje si¢ on wysoka produktywnoscia oraz
maltymi wymaganiami podczas hodowli [14, 23]. Pod-
czas produkcji 1,3-PD przez CI. pasteurianum produ-

kowane s3 takze inne metabolity, etanol, kwas octowy
oraz butanol [10, 47].

1,3-PD zidentyfikowany zostal w 1881 roku przez
Augusta Freunda podczas fermentacji prowa-
dzonej przez CI. pasteurianum. Produktami w takiej
fermentacji s takze butanol, etanol i kwas octowy [8].
Klostridia fermentujace glicerol do 1,3-PD zostaly nato-
miast opisane dopiero w roku 1983 [9]. 1,3-PD posiada
szerokie zastosowanie w przemysle, migdzy innymi sta-
nowi warto$ciowy potprodukt w produkeji polimeréw
(migdzy innymi poliestréw, polieteréw oraz poliureta-
néw), smardw, kosmetykow, zwigzkow pierscieniowych,
a takze w medycynie [9, 68]. Materialy powstate z reakgji
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Tabela I
Wybrane przyklady syntezy 1,3-PD z odpadowego oraz czystego glicerolu przez wybrane szczepy Clostridium
Pismien-
Produkt Produkty uboczne Substrat Szczep .
nictwo
1,3-Propanodiol (48 g/1, Y=0,66) | Octan, maslan Odpadowy glicerol |Clostridium butyricum F2b (72, 73]
1,3-Propanodiol (30,5 g/l, Y =0,61) | Octan, maslan Odpadowy glicerol |Clostridium acetobutylicum DG1 (pSPD5) [31]

1,3-Propanodiol (86 g/l, Y= 0,65) | Octan, maslan

Czysty glicerol

Clostridium acetobutylicum DG1 (pSPD5) [35]

etanol, madlan, octan

1,3-Propanodiol (66,6 g/l, Y =0,69) | Maslan Czysty glicerol Clostridium butyricum VPI3266 (31, 79]
1,3-Propanodiol (63,4 g/l, Y =0,69) | Octan, maslan Odpadowy glicerol |Clostridium butyricumm CNCM1211 [4]
Butanol 1,3-Propanodiol, Czysty glicerol Clostridium pasteurianum DSM525 [10]

Y =mol produktu/mol glicerolu

polimeryzacji 1,3-PD charakteryzuja si¢ wysokim bez-
pieczenstwem przemystowym, wysoka specyticznoscia,
a ponadto stosunkowo niska cena [51].

W ostatnich latach znacznie wzrosto zainteresowa-
nie biotechnologiczna produkcja 1,3-PD z glicerolu
bedacego produktem ubocznym z produkcji biodiesla.
W 2010 roku produkcja biodiesla w Polsce osiagneta
poziom 1,5mln ton. Réwnocze$nie powstat problem
z zagospodarowaniem 300 tys. ton fazy glicerynowej,
ktorej zbyt istotnie wptywa na ceng biopaliwa. Zastoso-
wanie odpadowego glicerolu do produkgji przemystowo
uzytecznych metabolitéw, w tym 1,3-PD, z jednej strony
umozliwi utrzymanie cen biopaliwa na nizszym pozio-
mie, z drugiej za$ strony da mozliwo$¢ pozyskiwania
waznych metabolitéw z tanich surowcéw [51]. Wybrane
przyktady syntezy 1,3-PD z odpadowego oraz czystego
glicerolu przez szczepy Clostridium zostaty przedsta-
wione w tabeli I.

3.3. Produkcja kwasow

Bakterie z rodzaju Clostridium wykazuja takze zdol-
no$¢ syntezy kwaséw, miedzy innymi bursztynowego,
octowego, mastowego, propionowy i mlekowego [40,
65, 87]. Kwas mastowy znajduje szerokie zastosowa-
nie w przemysle chemicznym (do syntezy polimeréw
butyrylowych), farmaceutycznym, a ponadto stoso-
wany jest w technologii spozywczej do wzmacniania
mastowej nuty smakowej w produktach spozywczych
[61, 89, 91]. Estry kwasu mastowego znajduja takze
zastosowanie jako sktadniki aromatyczne w produkcji
perfum [89]. Kwas mastowy wytwarzany jest gtéwnie
poprzez oksydacje aldehydu butyrylu otrzymywanego
w wyniku oksosyntezy propylenu [89]. Obecnie jed-
nak, obserwuje si¢ wzrost zainteresowania produkcja
tego metabolitu z biomasy poprzez fermentacje [91].
Znanych jest wiele rodzajéow bakterii beztlenowych
produkujacych kwas mastowy jako gtéwny produkt fer-
mentacji, migdzy innymi Butyrvibrio, Butyribacterium,
Sarcina, Eubacterium, Fusobacterium oraz Megasphera.
Jednakze, w przemysle zdecydowanie preferowane do

tego celu sg szczepy nalezace do Clostridium spp. (m.in.
ClI. butyricim, Cl. beijerinckii, Cl. populeti, Cl. thermobu-
tyricum i CI. tyrobityricum) [90-91]. Zaleta tych bak-
terii jest umiejetno$¢ fermentowania ksylozy, co czyni
je szczegdlnie przydatnymi w produkeji kwasu masto-
wego z biomasy [90]. Sposrod bakterii nalezacych do
Clostridium dobrym producentem jest CI. tyrobutyri-
cum. Bakterie te maja mate wymagania pokarmowe,
a przy tym wykazujg znaczna wydajnos¢ syntezy kwasu
mastowego o wysokiej czystosci. Jednakze, tak jak inne
bakterie kwasogenne, bakterie kwasu mastowego pod-
legaja inhibicji zwrotnej [89].

Kwas octowy stosowany jest m.in do produkecji
sztucznego jedwabiu, lekéw, niepalnej tasmy filmo-
wej, kwasu chlorooctowego, octanéw, karboksyme-
tylocelulozy, octanu celulozy, jako ocet spozywczy do
konserwacji Zywnosci. Nowe przemystowe zastoso-
wania kwasu octowego obejmuja produkcje octanu
wapniowo-magnezowego jako niekorozyjnego $rodka
topiacego 16d na drogach oraz octan potasu i octan
sodu jako $rodka topiacego 16d na pasach startowych
na lotniskach. Substancje te sa ekologiczne, ale bardzo
kosztowne. Dlatego tez poszukuje si¢ tanich metod pro-
dukgji kwasu octowego oraz octanu poprzez beztlenowa
fermentacj¢ surowcéw odnawialnych (m.in. glukozy,
biomasy drzewnej, odpadéw z przemystu spozywczego).
Sposérdd szczepow Clostridium do produkcji kwasu octo-
wego zdolne s3 m.in. CL thermoaceticum oraz CI. for-
micoaceticum (mikroorganizm zdolny do fermentacji
fruktozy do kwasu octowego). Kwas octowy jest réwniez
czgsto produktem ubocznym podczas otrzymywania
innych metabolitéw, np. 1,3-PD w wyniku fermentacji
glukozy za pomoca CI. butyricum oraz kwasu propiono-
wego w wyniku fermentacji z udziatem CI. propionicum
(36, 40, 76, 81].

Kwas propionowy stosowany jest w przemysle jako
konserwant przedtuzajacy zdatnos¢ do spozycia pro-
duktéw spozywczych, dzialajac jako inhibitor plesni
i niektérych bakterii [88]. Metabolit ten otrzymywany
jest dla przemystu spozywczego gtéwnie w wyniku syn-
tezy chemicznej. Powodem tego jest niska wydajno$¢
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produkgji na drodze fermentacji. Jednakze, opracowanie
wydajnej technologii fermentacji propionowej, uczyni-
toby technike t¢ mocno konkurencyjna dla syntezy che-
micznej. Kwas propionowy produkowany jest gléwnie
przez bakterie nalezace do Propionibacterium spp. oraz
przez Cl. propionicum, mikroorganizm wyizolowany
z mulu morskiego. Cl. propionicum produkuje kwas
propionowy prowadzac rozkltad mleczanu, akrylanu
i pirogronianu. Podczas tego procesu powstaja takze
kwas octowy oraz dwutlenek wegla [40, 52]. Ponadto,
znane s3 takze inne szczepy zdolne do syntezy kwasu
propionowego, tj. Cl. haemolyticum, Cl. novyi, Cl. botu-
linum typ C1iD, Cl. quericolum oraz ClI. arcticum [7].

3.4. Produkcja wodoru

Wodor uwazany jest za jeden z istotniejszych nosni-
kéw energii i okre§lany mianem paliwa XXI wieku.
Wodor stanowi czyste zrodio energii, gdyz jedynym pro-
duktem jego spalania jest woda. Kolejna zaleta wodoru
jest fakt, ze stanowi on bardzo wydajne Zrédlo energii
o energii wlasciwej réwnej 33 Whg'. Pierwiastek tez
moze by¢ przeksztalcany w energi¢ w silnikach spali-
nowych oraz w chemicznych ogniwach paliwowych.
Wchodzi takze w sklad paliw rakietowych [82]. Obecnie
90% wodoru jest produkowane z metanu albo w wyniku
elekrolizy wody. Zuzycie wodoru stanowi zaledwie 3%
catkowitego zuzycia energii [58].

Wodér wytwarzany jest gtéwnie metodami chemicz-
nymi [17]. Jednakze, w ciagu ostatnich dwudziestu lat
prowadzonych bylo wiele badan dotyczacych biolo-
gicznych proceséw produkcji wodoru. Opisano miedzy
innymi posrednig i bezposrednia biofotolize, fotofermen-
tacje oraz ciemna fermentacje [58]. Obiecujacym rozwia-
zaniem dla biologicznej produkeji wodoru jest fermen-
tacja wodorowa. Przebiega ona zaréwno w warunkach
mezofilnych, termofilnych oraz ekremotermofilnych.
Podczas przemian metabolicznych prowadzacych do
wytworzenia wodoru z glukozy, glukoza rozkladana
jest w szlaku glikolizy do pirogronianu. Powstajace
elektrony przenoszone sa na NAD. Pirogronian zostaje
utleniony przez oksydoreduktazg pirogronian:ferredok-
syna do acetyl-CoA i dwutlenku wegla. Elektrony prze-
noszone s3 na ferredoksyne. Woddér produkowany jest
przez hydrogenazg, ktora katalizuje redukcj¢ protonow
wykorzystujac elektrony z ferredoksyny. Wytwarzanie
wodoru kontrolowane jest termodynamicznie przez
stezenie wodoru czasteczkowego [82, 86].

Spoéréd wielu mikroorganizméw zdolnych do wy+
twarzania wodoru, najbardziej powszechnie stosowane
sa beztlenowe kwasogenne bakterie (CL acetobutylicum
oraz Clbutyricum), wzgledne beztlenowce (Entero-
bacter aerogenes i Enterobacter cloacae) oraz fotosyn-
tetyczne bakterie (Rhodobacter sphaeroides i R. capsu-
latus) [16-17].
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Rys. 2. Schemat wytwarzania wodoru przez klostridia

Ciekawa grupe mikroorganizmdéw zdolnych do bio-
syntezy wodoru stanowi Clostridium spp. Klostridia
kwalifikuje si¢ jako proteolityczne albo sacharolityczne
w zaleznosci od substratéw, ktére fermentuja. Typ pro-
teolityczny zdolny jest do degradacji biatek i aminokwa-
séw. Bakterie sacharolityczne fermentuja weglowodany
i s3 zdolne do wytwarzania wigkszych ilosci wodoru.
Przykladem tej grupy jest CL butyricum. Gléwnym pro-
duktem fermentacji u tych bakterii jest kwas mastowy,
a jako produkty uboczne powstajg CO,, octan i wodor.
Reakeja fermentacji wodorowej wyglada nastepujaco:

C,H,,0, +5H,0>4CH,COOH+4CO,+8H,
C,H,,0, +H,0>2CH,CH,CH,COOH +
+4CO,+4H, [49]

Identyczny szlak wystepuje u ponad 50% poznanych
bakterii z rodziny Clostridium. Istnieja jednak w tej gru-
pie mikroorganizméw takze szczepy zdolne do produkeji
wodoru nie tylko z glicerolu, ale takze z ksylozy (CI. tyro-
butyricum), [61] oraz szczepy wytwarzajace wodor z sub-
stratow celulozowych (CI. thermocellum) [58].

Typowy schemat wytwarzania wodoru przez klostri-
dia przedstawiony zostal na Rys. 2.

3.5. Inne metabolity

Bakterie z rodzaju Clostridium posiadaja specy-
ficzne uzdolnienia biochemiczne. Pelnig pozyteczna
role w przyrodzie biorgc udzial w mineralizacji gleby
i przetwarzaniu materii organicznej. Ponadto, produkty
fermentacji stanowia Zrédto pokarmu i energii dla wielu
mikroorganizmdw bytujacych w glebie. Bardzo wazna
cecha tych bakterii jest zdolno$¢ asymilacji azotu atmo-
sferycznego w warunkach beztlenowych. Gatunki pro-
teolityczne tych bakterii poprzez fermentacje pektyn
rozluzniajg strukture tkankowa roélin utatwiajac oddzie-
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lenie wtékien celulozowych, co czyni je przydatnymi we
wstepnym oczyszczaniu Inu i konopi [69].

W literaturze pojawily si¢ doniesienia o wykorzysta-
niu bakterii nalezacych do Clostridium spp. w celu pro-
dukgji bakteriocyn. Taka zdolno$¢ posiada CL botulinum.
Mikroorganizm ten jest silnym patogenem, wytwarzaja-
cym niebezpieczne toksyny. Okazato si¢ jednak ze jest on
takze zdolny do wytwarzania bakteriocyn [26].

4. Wykorzystanie bakterii z rodzaju Clostridium
w medycynie i kosmetyce

Oczyszczona neurotoksyna typu A-G (NTX) produ-
kowana przez CI. botulinum stosowana jest w trudnosci
leczenia trzymania moczu wynikajacych z przewleklej
nadmiernej aktywno$ci migsnia wypierajacego pecherz.
Masa molekularna neurotoksyny A-G wynosi 150 kDa.
W hodowlach ptynnych oraz w zywnosci o kwasowym
pH neurotoksyny te zlaczone s3 z czynnikiem nieto-
ksycznym i tworza duzy kompleks zwany prekurso-
rem toksyn (PTX). Typy A i B PTX sa stosowane takze
w leczeniu zeza, kurczéw powiek, oczoplasu, skurczu
migsni twarzy, bezgtosu skurczowego i wielu innych
dystonii w tym takze szyjnych. Taka terapia jest bardzo
skuteczna, jednakze wystepuje powazny problem zwia-
zany z wytwarzaniem przeciwcial anty-PTX zawieraja-
cych anty-NTX przez niektérych pacjentéw po przebytej
chorobie [38, 55-56, 59]. Pojawiaja si¢ takze doniesienia
dotyczace zastosowania toksyn botulinowych w leczeniu
syndromu suchego oka oraz tzw. syndromu krokodylich
tez. W pierwszym przypadku toksyny te powoduja pora-
zenie migsnia pierscieniowatego oka, co uniemozliwia
wyplywanie tez z oka na policzek (tzy pozostaja w worku
spojowkowym) [21, 33, 83]. Syndrom krokodylich
tez powodowany jest przez nadmierng regeneracje
gruczotu nerwu fzowego. Terapia polega na wstrzykiwa-
niu w to wyznaczone miejsce preparatu toksyny botu-
linowej. W obu przypadkach terapia przynosi bardzo
dobre rezultaty [83].

W celach terapeutycznych wykorzystywane s3 nie
tylko metabolity bakterii nalezacych do Clostridium
spp., ale takze cate komorki bakteryjne. W badaniach
klinicznych wykazano, ze moga by¢ one wykorzysty-
wane jako czynniki probiotyczne przeciwko krwotokom
wewnetrznym powodowanym przez enterokrwotoczne
szczepy Escherichia coli. Ponadto, inhibituja one wzrost
Cl. difficle, Salmonella typhimurium i Vibrio spp. (71, 75].

W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia o wyko-
rzystaniu rekombinowanych przetrwalnikéw Clostri-
dium spp. w terapii nowotwordéw. Niepatogenne klo-
stridia takie, jak Cl. acetobutylicum stosowane s jako
specyficzne wektory do wybidrczego wybarwiania
terapeutycznych biatek dla litych guzéw (71, 78]. Ich
specyficzno$¢ dla komérek litych guzéw oparta jest na

martwiczej, pozbawionej tlenu naturze takich guzdw.
Rekombinowane przetrwalniki, niosgce informacje
genetyczna dla rekombinowanych biatek wstrzykiwane
s3 do chorego organizmu. Zdrowe jego tkanki sa dobrze
natlenione i uniemozliwiaja kietkowanie i wzrost $cisle
beztlenowych bakterii. Jednakze sasiedztwo komorek
nowotworowych, ktére pozbawione sg tlenu, umozliwia
kietkowanie spor i proliferacj¢ przez komorki wegeta-
tywne kosztem jedynie komérek martwiczych. W ten
spos6b dochodzi do ekspresji bialek terapeutycznych,
ktore niszczg komodrki nowotworowe. Obecnie badane
s3 dwie rézne $ciezki: enzymy przeksztalcajace nieszko-
dliwe proleki w leki wysoce toksyczne [28, 71, 73] oraz
cytokiny takie jak czynniki martwicze guza [64, 71].

W medycynie stosowane sa takze liczne enzymy pro-
dukowane przez Clostridium, mi¢dzy innymi amylazy,
celulazy, pektynazy, pullulanazy i proteinazy. Enzymem
szczegOlnie waznym dla celéw medycznych jest pro-
dukowana przez CI. histolyticum kolagenaza. Kolagen
stanowi 75% suchej masy tkanki skornej, dlatego tez
daje bardzo dobre efekty w leczeniu ubytkéw skérnych
powstatych migdzy innymi wskutek poparzen [71].

Klostridia znajdujg zastosowanie takze w kosmetyce
[50] oraz w medycynie estetycznej. Po raz pierwszy tok-
syny botulinowe do leczenia zmarszczek mimicznych
zostaly zastosowane w roku 1980. Terapia taka jest
bardziej skuteczna od innych, a ponadto uniemozliwia
powstawanie nowych zmarszczek. Wyrazna poprawe
napiecia skory twarzy obserwuje si¢ u okoto 90% pacjen-
tow. Pierwszy efekt przy takiej terapii obserwowany jest
juz po 1-4 dniach, a maksymalny po 2-3 tygodniach.
Efekt ostateczny otrzymuje si¢ natomiast po 3-6 mie-
sigcach terapii. Zmarszczki mimiczne powstaja przede
wszystkim w wyniku intensywnej pracy migsnia czoto-
wego, migsni marszczacych brwi oraz migs$nia podtuz-
nego. Terapia polega na wstrzykiwaniu do tych migéni
réznych dawek toksyny botulinowej. Preparaty tok-
syny botulinowej stosowane sa takze w innych celach
w kosmetyce i medycynie estetycznej, miedzy innymi
wstrzykiwane s3 w miejsca ran w celu uniemozliwie-
nia powstawania blizny oraz przyspieszenia regeneracji
uszkodzonej skory. Preparaty te stosowane s3 takze do
usuwania zbgdnego owlosienia oraz do chemicznej lipo-
sukgji [1, 5-6, 20-21, 37, 45, 50, 60].

5. Podsumowanie

Rodzaj Clostridium obejmuje wiele gatunkéw, ktore
wykazuja szeroki zakres cech biochemicznych i fizjolo-
gicznych, ktére z jednej strony odpowiadaja za patogen-
nosc¢ tej grupy, a z drugiej umozliwiaja ich przemystowe
wykorzystanie. Klostridia moga by¢ one stosowane mig-
dzy innymi do produkcji kwaséw i rozpuszczalnikow.
Nawet szczepy patogenne (m.in. Cl. botulinum), sa coraz
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czedciej wykorzystywane w medycynie, w terapiach
nowotwordw, a takze w kosmetologii w celu usuwania
zmarszczek. Te pozytywne aspekty bakterii z rodzaju
Clostridium powoduj3, Ze nieustannie wzrasta zainte-
resowanie stosowaniem ich w réznych galeziach prze-
mystu. Nalezy uzmystowic spoleczenstwu, ze bakterie te
nie s3 jedynie producentami toksyn ani wrogiem ludz-
kosci, ale maja wiele pozytywnych cech, ktérych umie-
jetno$¢ wykorzystania moze w przysziosci przynies¢
wiele korzyici, a takze ratowac zycie ludzkie.
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