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BAKTERIE Z RODZAJU ASAIA - NOWE ZANIECZYSZCZENIE
SMAKOWYCH WOD MINERALNYCH

Streszczenie

Asaia sp. to rozpowszechniony w przyrodzie nowy rodzaj bakterii octowych. Ich naturalne §rodowisko
stanowia tropikalne kwiaty, owoce i owady potudniowo-wschodniej Azji. Dane literaturowe wskazuja na
ich wystepowanie takze w Europie, w smakowych wodach mineralnych z dodatkiem sokdéw naturalnych
lub naturalnych aromatéw. Ich rozwdj powoduje niekorzystne zmiany sensoryczne produktow, gtéwnie
zmgtnienie, powstawanie osadow, ktaczkow oraz zmiany zapachu i barwy. Ze wzgledu na zdolnosci adhe-
zyjne i tworzenie $luzo6w mogg takze wystgpowaé w sktadzie biofilmow, stanowiac trudne do usunigcia
zanieczyszczenie linii produkcyjnych.

Stowa kluczowe: Asaia, bakterie octowe, smakowe wody mineralne, wady sensoryczne

Wprowadzenie

Popularnoscig wsrod konsumentow ciesza si¢ wody smakowe, produkowane na
bazie wod mineralnych z dodatkiem sokéw owocowych lub ré6znych aromatéw pocho-
dzenia naturalnego. Smakowe wody mineralne nie tylko gasza pragnienie — sg jedno-
cze$nie waznym zrodlem sktadnikow mineralnych i witamin, niezb¢dnych do prawi-
dlowego funkcjonowania organizmu. Jednak coraz czestszym problemem jest brak
stabilnosci tych produktow, ktory objawia si¢ niekorzystnymi zmianami sensoryczny-
mi — zmiang zapachu, barwy, zmgtnieniem, tworzeniem ktaczkow (ang. flocks) lub
wytragcaniem osadéw. Te niekorzystne zmiany fizykochemiczne sg wynikiem rozwoju
drobnoustrojéw zanieczyszczajacych. Nie jest to mikroflora jednorodna, a jej sktad
zalezy zwykle od rodzaju aromatu, jako$ci wody mineralnej stosowanej do produkcji
oraz innych komponentéw napoju [12]. Zanieczyszczone produkty wykazujg obecnosé
charakterystycznych zmetnien, nawet do 5 w skali McFarlanda, co odpowiada liczbie
komorek ponad 10° w ml. Zmiany sensoryczne smakowych wod mineralnych wywo-
tywane sa gléwnie przez bakterie octowe nalezace do rodzaju Gluconobacter. Ostatnio
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stwierdzono, ze za podobne obnizenie jako$ci wod smakowych moga by¢ takze odpo-
wiedzialne bakterie octowe nalezace do rodzaju Asaia [7, 14, 15].

Bakterie kwasu octowego

Bakterie kwasu octowego AAB (ang. Acetic Acid Bacteria) to gram ujemne lub
gram zmienne pateczki, rosngce w warunkach tlenowych. Ich elipsoidalne komorki,
urzesione peritrichalnie lub polarnie, o wymiarach 0,4 + 1 um x 0,8 + 4,5 um, nie two-
rzg przetrwalnikow 1 mogg wystgpowaé w rdznych ugrupowaniach. Sg katalazo-
dodatnie i oksydazo-ujemne. Naleza do mezofili, a ich optymalna temperatura wzrostu
wynosi 25 + 30 °C. Jednakze szczepy izolowane ze srodowisk w klimacie tropikalnym
wykazuja optimum wzrostu nawet w temp. 37 + 40 °C [17]. Optymalne pH wzrostu
tych bakterii wynosi od 5 do 6,5, ale wzrost mozliwy jest takze w srodowiskach o od-
czynie obnizonym nawet do 3 + 4 jednostek.

W pierwszej polowie XX w. opisano tylko dwa rodzaje bakterii octowych: Aceto-
bacter (Beijerinck) 1 Gluconobacter (Asai). Obecnie zroznicowanie rodzajowe 1 gatun-
kowe bakterii z rodziny Acetobacteraceae jest duze. W ostatnich latach opisano nowe
rodzaje, np. osmofilne Neoasaia, wyizolowane z kwiatow czerwonego imbiru (4lpinia
purpurata) [27] czy tez Granulibacter bethesdensis — patogenny szczep wystgpujacy
u pacjenta z przewlekta chorobg ziarniakowa [6].

Rodzina Acetobacteraceae obejmuje obecnie 12 rodzajow: Acetobacter, Gluco-
nobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Sacchari-
bacter, Neoasaia, Granulibacter, Tanticharoenia i Ameyamaea (tab. 1).

Tabela |
Klasyfikacja bakterii kwasu octowego.
Classification of acetic acid bacteria.
Jednostka klasyfikacyjna Pozycja taksonomiczna bakterii octowych
Classification unit Taxonomic position of acetic acid bacteria
Domena / Domain Bakter.le
Bacteria
Dziat / Section Proteobacteria
Klasa / Class Alphaproteobacteria
Rzad / Order Rhodospirillales
Rodzina / Family Acetobacteraceae
Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaia,
Rodzaj / Genus Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter,
Tanticharoenia 1 Ameyamaea

Zrédlo: / Source: [2, 4, 20, 25].



BAKTERIE Z RODZAJU ASAIA — NOWE ZANIECZYSZCZENIE SMAKOWYCH WOD MINERALNYCH 7

Bakterie z rodzaju Asaia — wystepowanie, wlasciwos$ci biochemiczne
i identyfikacja

Rodzaj Asaia zostal ustanowiony w 2000 r. jako piaty rodzaj bakterii octowych.
Nazwa rodzaju pochodzi od nazwiska japonskiego bakteriologa Toshinobu Asai zaj-
mujgcego si¢ systematyka bakterii octowych [2, 3, 4]. Bakterie z rodzaju Asaia byty po
raz pierwszy wyizolowane z kwiatow drzewa storczykowego (Bauhinia purpurea)
i kwiatow olownika (Plumbago), rosngcych w klimacie tropikalnym. Stwierdzono
takze ich obecnos¢ jako komensali w przewodzie pokarmowym komardéw w Afryce
1 Azji [5]. Bakterie Asaia sp. czgsto izolowane sg z zanieczyszczonych wod aromaty-
zowanych, a za zrodlo zanieczyszczenia tymi bakteriami uznaje si¢ naturalne soki
i aromaty owocowe [7, 9, 14, 27, 28].

Bakterie Asaia sp. sa gramujemnymi, tlenowymi pateczkami o wymiarach 0,4 -
1,0 x 08 - 2,5 um (fot. 1). Wigkszo$¢ gatunkéw nie tworzy kwasu z etanolu, a ich
wzrost w obecnosci 0,35 % (v/v) kwasu octowego zostaje zahamowany lub jest bardzo
staby. W hodowlach ptytkowych tworza zwykle male, jasnorézowe i rézowe kolonie
o $rednicy od 1 do 3 mm (fot. 2).

Identyfikacja bakterii z rodzaju Asaia jest praktycznie niemozliwa przy uzyciu
komercyjnych testow biochemicznych, np. API20NE, Rapid NF lub Vitek, gdyz
otrzymuje si¢ zwykle profile nieakceptowalne [23]. Moor i wsp. [14], w wyniku iden-
tyfikacji tych bakterii testem API 20NE, uzyskali profil numeryczny 5040000, ktory
byt najblizszy dla Pasturella sp. (78,7 %).

Obecnie wyroznionych i opisanych zostato 8 gatunkow Asaia sp.: A. bogorensis,
A. siamensis, A. krungthhepensis, A. lannaensis, A. spathodeae, A. astilbe, A. platycodi
1 A. prunellae [10, 11, 22, 25, 26]. Ich sekwencje 16S rRNA zostaly opublikowane i sg
dostgpne w bazie NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Od pozostatych rodzajow bakterii
octowych wyrdznia je nie tylko budowa genetyczna, ale rowniez wlasciwosci bioche-
miczne (tab. 2).

Optymalne pH i temperatura wzrostu tych bakterii wynosza odpowiednio 5,5 oraz
30 °C. A4saia sp. izolowane ze srodowisk w klimacie tropikalnym Indonezji, Tajlandii
1 Japonii wykazuja optimum wzrostu nawet w temp. 37 °C [22]. Dane literatury opisuja
uzdolnienia pi¢ciu pierwszych gatunkow nalezacych do rodzaju Asaia [13, 26] (tab. 3).

Pozostale 3 gatunki z rodzaju Asaia: A. astilbe, A. platycodi i A. prunellae, wyizo-
lowane z egzotycznych kwiatow (Astilbe thunbergii var. congesta, Persicaria sentico-
sa, Commelina communis, Platycodon grandiflorum, Prunella vulgaris) w réznych
regionach Japonii oraz opisane przez Suzuki i wsp. [22] w 2010 r., oczekuja na zaa-
probowanie przez Migdzynarodowy Komitet do spraw Systematyki Prokariota ICSP
(http://www.bacterio.cict.fr/nonvalid.html).
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Bakterie Asaia sp. w trwaltym preparacie mikroskopowym, barwionym metoda Grama.
Asaia sp. bacteria in a solid specimen stained using a Gram method.

Zrodto: badania wlasne / Source: the authors’ own studies

Fot. 2.

Wyglad kolonii bakterii octowych z rodzaju 4saia na pozywce agarowej z glukoza.

Photo 2. Image of the colony of Asaia sp. acetic acid bacteria on agar medium with glucose.
Zrédto: badania wiasne / Source: the authors’ own studies
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Tabela 2
Wybrane wiasciwosci bakterii z rodziny Acetobacteraceae.
Selected properties of bacteria of the Acetobacteraceae family.
Rodzaj / Genera
Cecha 7 ol R -
Feature Asaia Acetobacter Glucono- Acidomonas uconaceto- Kozakia wamina-
bacter bacter thania
[5) [ %) Q ©v n Q [ %) L »n
= 5 3| = 55 |8 »| 2 » =] El= » =l
= 2ol es¥%o2 |2 53| 2 5 3 =% 2 0 3 s ©
Urzgsienie %EZ—E{E é_‘gf,f) gfé;g gxggé’ ég@{j §§ gf)
Flagellation EoEE| EcEE|55g2| S5 E | E9EE S -2 £ £
T25:| 5255 | &5| g a8 | §EF S £ 5
2 &o|l & &3 =% a g a&ac 2 a
Utlenianie octanu
.d © .C02 i H:0 w+ + - + + lub - w+ wt
Oxidation of acetate
to CO; and H,O
Utlenianie mlecza-
nu do CO, 1 H,O
Oxidation of wt + - - + lub - w+ wt
lactate to CO, and
H,O
Produkcja dihy-
droksyacetonu
z glicerolu
- 4 - + + - + lub - + +
Production of lub w lub w lub
dihydroxy-acetone
from glycerol
Produkcja kwasu
octowego na agarze
etan(?l-CaCO3 b wes 4 N N N N N
Production of acetic
acid on ethanol-
CaCO; agar
Wzrost w podtozu
7 0,35% kwasu
octowego (pH =
3,3) Tub w+ + + + + + +
Growth in the
presence of 0,35%
acetic acid at
pH=3.5
Sktad zasad DNA
0,
(% mol G+C) 59-61 53-63 54-63 63-66 55-66 56-57 57-60
G+C content
(mol %)
Gtoéwna forma
ubichinonu
Major form of Q-10 Q-9 Q-10 Q-10 Q-10 Q-10 Q-10
ubiquinone

Objasnienia: / Explanatory notes:
(+) — wynik dodatni / positive result; (-) — wynik ujemny / negative result; (w+) — staba reakcja dodatnia /
weak positive reaction; (*) — reakcja zalezna od szczepu / strain-depending reaction.
Zrédto: / Source: Opracowanie whasne na podstawie: [2, 3, 4] / The authors’ own study based on [2, 3, 4].
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Tabela 3
Wybrane uzdolnienia bakterii Asaia sp.
Selected abilities of Asaia sp. bacteria.
Gatunek / Species
-2
2 2 )
Cecha 2 3 3 3 3
S N Y < =
) N )
Feature 5 g =< 3 S
So 3 ) S =
S 2 g N 3
= ° 3 = S
< ~ £ < :
< ~
Utl'ema.me octanu i mleczanu - _— _— - -
Oxidation of acetate and lactate
Produkcja kwasu z etanolu wi W .
Production of acid from ethanol
Produkcja kwasu z dulcytolu
- i i + - + W+ -
Production of acid from dulcitol
Produkcja kwasu z D-mannitolu
h i . + + w+ w+ wt+
Production of acid from D-mannitol
Produkcja kwasu z L-ramnozy
Production of acid from + w+t + + -
L-rhammnose
Sktad zasad DNA (% mol G+C
Z (% ) 60,2 59,3 60,3 60,8 59,8
G+C content (mol %)

Objasnienia: / Explanatory notes:

(+) — wynik dodatni / positive result; (-) — wynik ujemny / negative result; (w+) — staba reakcja dodatnia /

weak positive reaction.
Zrodto: / Source:

Opracowanie wlasne na podstawie: [11, 13] / The authors’ own study based on [11, 13].

Tworzenie egzopolimerow i wlasciwosci adhezyjne

Bakterie kwasu octowego produkujg zwigzki egzopolisacharydowe, co objawia
si¢ obecnoscig bton lub tzw. ktaczkow na powierzchni pozywek lub produktow ptyn-
nych (fot. 3). Niskie pH napojow smakowych, wynoszace ok. 3,5, oraz obecno$¢ kon-
serwantOw: benzoesanu, sorbinianu lub dimetylodiweglanu, stosowanego przy rozle-
wie w tzw. ,,konserwacji na zimno”, nie zapewnia stabilno$ci mikrobiologicznej pro-

duktow [7].
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Fot.3.  Zdolno$¢ mikroorganizméw izolowanych z aromatyzowanych napojow do tworzenia zmetnien
i ktaczkow.

Photo 3. Ability of microorganisms isolated from flavoured drinks to form opacity and flocks.

Zrédto: badania wiasne / Source: the authors’ own studies

Fot. 4.  Wyglad kolonii bakterii z rodzaju Asaia na pozywce agarowej z: A - sacharoza, B - glukoza
(badania wtasne).

Photo 4. Image of Asaia sp. colonies on agar medium with A - sacharose, B - glucose (the authors’ own
studies).

Zrddlo: badania wlasne / Source: the authors’ own studies
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Asaia sp. nie sg zdolne do tworzenia przetrwalnikow, zatem ich formy wegeta-
tywne niszczone sg w temp. do 100 °C. Nalezy jednak pamigtaé, ze wspotczynniki
cieplooporno$ci wyznaczane w warunkach laboratoryjnych w pozywkach referencyj-
nych roéznig si¢ znacznie od uzyskiwanych w mediach przemystowych, w warunkach
okreslonego procesu technologicznego (pH, aktywno$¢ wody, predkos¢ przeptywu,
wspotczynnik przenikania ciepta itp.). RoOwniez tworzone przez bakterie pozakomor-
kowe substancje polimerowe przyczyniaja si¢ do znacznego zwickszenia opornosci
komorek na obrobke cieplng.

Aromatyzowane wody mineralne z dodatkiem sacharozy stanowig Srodowisko
stymulujace tworzenie przez bakterie rdznych zwiazkow zewnagtrzkomoérkowych.
Zwiazki te, zwykle o charakterze polisacharydow, sg zrodtem monomeroéw oraz pier-
wiastkow biogennych, wykorzystywanych do prowadzenia podstawowych funkcji
zyciowych komorki. Ponadto zmieniaja one wtasciwosci elektrostatyczne i stopien
powinowactwa komorek do niepolarnych powierzchni. Ekspozycja wolnych grup
funkcyjnych tych zwigzkéw warunkuje wzajemne przycigganie si¢ komorek, co
w efekcie prowadzi do tworzenia osadéw, zmetnien lub ktaczkow i intensyfikuje zja-
wisko adhezji w $rodowisku wodnym [9, 16].

W literaturze przedmiotu najczesciej opisuje si¢ bakterie z rodzaju Asaia jako
niezdolne do tworzenia §luzowych substancji pozakomérkowych [3, 4, 20]. Jednak
szczepy wyizolowane przez Kato i wsp. [9] produkowaly rozpuszczalny w wodzie
egzopolisacharyd, ktorego struktur¢ poddano badaniom metoda spektroskopii magne-
tycznego rezonansu jadrowego (NMR). Stwierdzono, ze byt to B-(2,6)-fruktan tworzo-
ny przez Asaia sp. tylko w obecnosci sacharozy jako zrodla wegla. Tworzenie $luzo-
wych substancji pozakomorkowych przez szczepy z rodzaju Asaia zostato potwierdzo-
ne w badaniach Horsakovej i wsp. [7] oraz w badaniach wtasnych (dane nieopubliko-
wane) (fot. 4).

Bakterie z rodzaju Asaia, podobnie jak inne bakterie octowe, wykazuja silne
zdolnosci adhezyjne i tworzg biofilmy na powierzchniach stalowych i z tworzyw
sztucznych. Utworzona btona biologiczna jest srodowiskiem przyjaznym dla rozwoju
innych rodzajow drobnoustrojow i jest trudna do usunigcia przy zastosowaniu standar-
dowych metod mycia i dezynfekcji. Zwigkszona oporno$¢ komoérek biofilmu na $rodki
dezynfekcyjne zwigzana jest rowniez z zahamowaniem dyfuzji takiego srodka przez
warstwe $luzu do docelowych komoérek bakteryjnych. Jony metali dwuwartosciowych,
np. Ca™ i Mg™, obecne w wodach mineralnych maja istotny wplyw na strukture
1 trwalos¢ utworzonych warstw biologicznych, poprzez silne dziatanie sieciujace, po-
wodujace efekt wzmocnienia wlasciwosci mechanicznych [7, 21]. W przypadku po-
wstania takiego biofilmu, Zrédtem wtdrnego zanieczyszczenia wod mineralnych moga
sta¢ si¢ cale systemy dystrybucji wody i linie rozlewnicze, powodujgc znaczne straty
ckonomiczne. Warstwa bakterii i ich wydzielin moze powodowaé ograniczony prze-
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ptyw mediow, utrudniong wymian¢ ciepta, wzrost tarcia na elementach ruchomych,
zapychanie si¢ filtrow 1 awarie urzadzen. W produkcji napojow biofilmy sg przyczyng
ich wtdrnego zanieczyszczenia, a obecnos¢ mikroflory zanieczyszczajgcej moze pro-
wadzi¢ do me¢tnosci napoju oraz wigzac si¢ z wystepowaniem niekorzystnego aromatu
i smaku [18, 19].

Zagrozenie zdrowotne

Bakterie 4saia sp. naleza do grupy ryzyka 1. (biosafety level 1), co oznacza, ze
stanowig grup¢ mikroorganizméw saprofitycznych, niewywotujacych chorob u ludzi.
Wedlug danych literatury omawiane bakterie moga jednak wywolywaé oportunistycz-
ne infekcje, gdy przedostang si¢ do krwioobiegu cztowieka z obnizong odpornoscia
[24]. Udokumentowano kilka przypadkow bakteriemii wywotanej przez Asaia bogo-
rensis 1 A. lannaensis u 0séb dorostych, przewlekle chorych, poddawanych okresowym
dializom lub narkomanéw oraz u dzieci chorych na kardiomiopati¢ lub choroby nowo-
tworowe [1, 8]. Szczepy oportunistyczne izolowane z materiatéw klinicznych moga
wykazywa¢ zréznicowang oporno$¢ na typowe antybiotyki: doksycykling, gentamycy-
n¢ lub tetracykling (tab. 4).

Tabela 4

Poréwnanie warto$ci minimalnej dawki hamujacej (MIC) dla réznych szczepow Asaia bogorensis, izolo-
wanych z materiatu klinicznego.

Comparing the values of minimum inhibitory concentration (MIC) for various Asaia bogorensis strains
isolated from clinical material.

Antybiotyk MIC [mg/1]

Antibiotic Szczep 1/ Strain 1 Szczep 2 / Strain 2
Doksycyklina / Doxycycline 1,0-1,5 0,25
Gentamycyna / Gentamicin 2,0-3,0 0,25

Imipenem (cylastatyna
lmIi)penem( (Zilastat};;l)) 32,0 6,0
Netylmycyna / Netilmicin 1,0-1,5 0,125
Tetracyklina / Tetracycline 1,0 0,25
Tigecyklina / Tigecycline 3,0 1,0
Tobramycyna / Tobramycin 4,0-8,0 1,5
Penicylina / Penicillin >32 brak danych / lack of data

Zrédto: / Source:
Opracowanie wlasne na podstawie: [23, 24] / The author’s own study based on [23, 24].
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Szczep 1, wykazujacy zdecydowanie wigksza oporno$é, wyizolowany zostal od
pacjentki przewlekle chorej, poddawanej dtugotrwatej antybiotykoterapii. Nie odnoto-
wano do tej pory ryzyka infekcji cztowieka drogg pokarmowa, czyli po spozyciu pro-
duktu zanieczyszczonego pateczkami Asaia sp.

Podsumowanie

Wprowadzenie na rynek nowych napojéw produkowanych na bazie naturalnych
aromatow owocowych, czesto pochodzacych z krajow egzotycznych, wigze si¢ dla
producenta z ryzykiem zanieczyszczenia linii technologicznej i produktu koncowego
nieznang dotad mikroflora. Nowe drobnoustroje moga zaktoci¢ ustalone dotychczas
parametry technologiczne, zapewniajace odpowiednig jakos¢ napojow.

Pomimo braku danych o udokumentowanych przypadkach infekcji u cztowieka
droga pokarmowa, wystgpowanie bakterii Asaia sp. wigze si¢ ze znacznym pogorsze-
niem cech sensorycznych napojow, niezwykle istotnych dla konsumenta.

Poznanie parametréw wzrostu bakterii Asaia sp. oraz ich charakterystyki, np. cie-
ptoopornosci i wrazliwosci na $rodki dezynfekcyjne w $rodowisku produkcyjnym,
pozwoli na prognozowanie wystgpienia ryzyka zanieczyszczenia. Kompleksowe wyko-
rzystanie wiedzy dotyczacej Asaia sp. umozliwi opracowanie nowych technologii pro-
dukcji lub modyfikacji istniejacych, pozwalajacych na zachowanie stabilnosci mikro-
biologicznej napojow podczas magazynowania i dystrybucji.
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BACTERIA ASAIA SP. - THE NEW CONTAMINTION OF FLAVOURED MINERAL WATERS
Summary

Summary

Asaia sp. is a new species of acetic acid bacteria that is very common in nature. Tropical flowers, fruits, and insects
in SE Asia constitute their natural environment. According to the literature data, they also occur in Europe, in flavoured
mineral waters with natural juices or natural aromas added. Their development causes adverse sensory changes in the
products, mainly opacity, sediments, flocks, and changes in smell or colour. Owing to their adhesive properties and the
ability to form slime, they also occur as a component of bio-films and are a factor contaminating technological produc-
tion lines and difficult to remove.

Key words: 4saia, AAB, flavoured water, organoleptic faults
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