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Refeni se tyka fyzikdlniho zpusobu
imobilizace Zivych bundk do dvou resp.
vicevrstevnych pelet a zarizeni k prova-
déni tohoto zpisobu, pridem% imobilizova-
né buliky v t&chto peletach jsou vyuZitel-
né k primyslovym blotransformacim, resp.
biokonversim, zejména pro kvasné a bilo-
syntetické procesy. Podstata reSeni spo-
&iva v tom, %e se suspenze nativnich bu-
nék prokaryontnich nebo eukaryontnich
mikroorganismi vmich& do vodnych geld pii-
pravenych z prirodnich materiall na bazi
thermoreversibilnich gell nebo iontové
reversibilnich polysacharidi, nadeZ se
tato smés vytladuje st¥edem viceproudé
koaxiédlni: trysky, pricemz ustimi trysky
ge spoledné vytladuje gelovy material
bez bundk a vytvolrené vrstvenné kapky se
vkapavaji do vody nebo roztoki anorganic-—
kych nebo organickych soli a po jejich
ztuhnuti a/nebo vytvrzeni se vrstvené pe-
lety oddéli a piipadnd dale zpeviuji.
Reseni je déle specifikovéno pomérz rygh-
logti vytladovani gell obsahujicich bun-
ky a gell samotnych, které se nejvyhodng-
Jji pohybuji v poméru 0,5 : 1l. Soulasti
reseni je téZ zatizeni k provadéni zpliso-
bu; které sestévad z centrédlni komory,
alespod jedné koncentrické komory ustici
do ‘viceproudé koaxiidlni trysky.
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Vyndlez se tykd fyzikdlnfho zplsobu imobilizace éiVYCh bunék
do vrstvenych pelet a za¥fzen{ k provddé&ni tohoto zplsobu, pfi&em?
imopilizované bunky v té&chto peletdch jsou vyuZitelné k primyslo-
vym biotransformacim,resp. biokonverzifm, zvldsté& pak prc kvasné
a biosyntetické vyroby.

Ur&itym pokrokem v oblasti enzymového inZenyrstvi,resp. enzy-
mové biotechnologie,je imobilizace enzymd nebo enzymové aktivnich
bunék. V prvnim pf{padé je enzym zIskany procesem izolace z pro-
dukénich bunék fixovdn,resp. upoutdn /zakontven/, uréitymi speci-
fickymi zplsoby, obvykle vazbou na,resp. do Cdstic,ve vodé rozpust-
ného materidlu - noside. V druhém p¥ipad®& jsou rlznymi zplsoby
enzymy "konzervovdny" K resp. fixovdny,p¥imo v individudlnich bun-
kdch, bez nebo za tvorby dobfe sedimentujfcich &4stic imobilizova-
nych bun&k. Jak imobilizované enzymy, tak imobilizované bunky je
pak moZné primyslové vyuZfvat mnohondsob& opakovang, resp. kontinudl-
né s cilem pr¥ipravy poZadovanych primyslové vyznamnych produkti
enzymové pfemény.

PouZit{ imobilizovanych bunék md oproti imobilizovanym enzy-
mim ¥fadu vyhod. Nejsou to jen vyhody ekonomické, V procesu vyro-
by bun&&nych katalyzdtord odpadd ndkladnd izolace enzymi, ale i vy-
hody dal3f{, pfedeviim vyuZiti dvou, t¥{ resp. multienzymovych ka-
talyz vedoucich k tvorbé poZadovanych produktd. V tomto smyélu
je pouZitf imobilizovanych bunék ve srovndni s imobilizovanymi en-
zymy nezastupitelné. ’

Zpisob imobilizace bunék diktuje redlnou moZnost primyslového
vyuZit{ buné&nych biokatalyzdtord, nebot vlastnosti &4stic imobili-
zovanych bun&k jsou zptisobem imobilizace do znadné miry predem ur-
Ceny. Jednd se o vlastnoti biochemické, fyzikdlni, fyzik&lné& che-
mické a technologické. Pro prlimyslové biotransformace a biokonverze
jsou nejvice vyuZivdny imobilizované mikrobidlni bunky ve formé
individudlné chemicky o$etfenych a stabilizovanych bunék, nebo ve
formé& buné&nych, chemicky stabilizovanych agregdtd /nap¥. &s. au-
torsk4 osvédéenf{ &. 201 621, 197 101, 200 802, 203 607, 209 265,
218 023, 231 458, 234 059/. V pfevdiné vét3iné pfipadld jsou tyto
prepardty imobilizovanych bun&k tvo¥feny mrtvymi bunkami, ne-
schopnymi rdstu a mnoZenf a ve vét$iné p¥ipadd v nich neprobihd
proteosyntéza. Limitem Sir$fho uplatnéni téchto typd buné&nych bio-
katalyzdtord je jednak citlivost nékterych klicovych enzymd v in-
taktnich bunkdch na chemické a fyzik4dln{ pisobeni vedouci k tvorbé&

imobilizovanych buné&k, jednak ur&ité omezeni v jejich vyuZit{ jen
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na pomé&rné jednoduché enzymové katalyzované biotfansformace,napf.‘
hydrolyza, izomerace, racemizace, adice, optickd rezoluce.

Dal8{ skupinou bunélénych biokatalyzdtord jsou imobilizované
Z2ivé bunky. Od konce padesdtych let je v odborné i patentové lite-
ratuf¥e patrnd snaha o vypracovdni Setrnych zplisobl imobilizace Zi-
vych bunék, pf¥evdiné fyzikdlnim zplsobem, s cflem zachovdni celych
metabolickych drah katalyzovanych desitkami enzymd a vedoucich
k biotransformaci substritd na poZadované, pfes mnoho meziproduktd
vedouci produkty /multienzymovd biodegradace, biosyntéza/. Na rozdil
od zplsobld imobilizace mrtvych bunék, kde se vyuZivd pfevdin& metod
. chemickych, se b&%né& pou?ivd Setrnych fyzikdlnich metod, zejména za-
budovdni bun&k do termoreversibilnich geld, 2zv1ldsté agaru a Zelati-
ny /nap¥. &s. patentovy spis &. 113 908 ji¥ z roku 1962/. D4le
nap¥. v obsdhlém NSR patentovém spise DOS 2 278 622 z roku 1978
jsou popsdny rizné techniky a kombinované fyzikdlni 1moblllzace'
riznych Zivych p¥evdiné mikrobidlnich bunék do ruznych prlrodnlch
materidld na bdzi polysacharidl, zejména alglnétu, Kk-carrageenanu,
‘furcelerdnu a rlznych-dal$fich iontové reversibilnich geld a jejich
vyuzit{ pro cilené biotransformace a biokonverze, pro kvasné pro-
cesy a biosyntetické vyroby.

Imobilizované Zivé bunky se prevdZné vyuZivaj{ v kvasném pri-
myslu, zejména pro vyrobu ethanolu, methanolu, acetonu a butanolu,
glycerolu, mléé;é kyseliny, piva, vina, whisky a bioplynu /napf.

" Immobilized Microbial Cells, K. Venkatsubramanien, ed., Amer.
Chem.'Soc.Symp.Ser. 106, str. 1-157, Washington, 1979; I.\Chibata

a T. Tosa, Ann.Rev.Biophys.Bioeng. 10, 197, 1981; Enzyme Engineer-
ing, Vol. 6, I.Chibata, S. Fukui a L.B. Wingard, Jr., eds., Plenum
Press, New York and London, 1982; V. VojtiSek a V. Jirkd, Folia
microbiol. 28, 309-340, 1983; J. Klein a F. Wagner, Appl.Biochem.
Bioehg. 4, str. 11-49, Acad. Press, Inc., 1983/. V odborné litera-
tufe, zatim na drovni zdkladnfho vyzkumu, jsou popsény vysledky,

s cilem vyuZit{ imobilizovanych Zivych bunék pro produkci biolo-
gicky aktivnich l4tek, zejména antibiotik, vitamind, hormond, al-
+kaloidld a extraceluldrnich enzymd /napf¥. v: Biotechnology of In-
dustrial Antibiotics, Drugs and the Pharmaceutical Sciences, Vol.
22, E.J. Vandamme, ed., str. 762-780, 1984/. Z hlediska vyuZit{
imobilizovanych Zivych bunék, zejména kvasinek, lze uvést napf;nm
aplikaci imobilizovanych bunék do algindtu p¥i vyuzit{ specifické-
ho zafizen{ pro vyrobu vina a piva podle &¢s. autorskych osvéd&eni
&. 234 226 a &. 238 076.



-4~
248 535

Podle uvedenych a dalifch patentovych a literdrnich ddajt
se p¥i imobilizaci do thermoreversibilnfch geld /napf. ager, Zela-
tina/ obvykle postupuje tak, Ze do teplého gelu se vmichaj{ celé
bunky obsahujfc{ poZadované enzymy a smés se neché ztuhnout pfi
pokojové teploté nebo se vymrazuje. Po ztuhnutf{ thermoreversibil-
nich geld se ztuhly kold& obvykle mechanicky ddle zpracovdvd se
z¥etelem na velikost a tvar &4stic, nap¥. fezdnim na &4stice rdz-
nych tvard. Pokud jde o zplsob imobilizace bun&k do intové rever-
sibilnich gelld na bdzi polysacharidl /mnap¥. algindt, «-carra-
geenan/, op&t se bunky s poZadovanou enzymovou aktivitou vmichaji
za pokojové nebo mirné zvySené teploty do téchto materidld a sus-
penze se obvykle vkapdvd nap¥. injekéni st¥fkackou do roztokid
anorganickych solf jejich%Z volba zdvis{ na charakteru pouZitého
materigdlu /napf. CaC12, MgClz, /NH4/ZSO4, KCl apod./, ¢imZ dojde .
k vytvrzen{ kapek ve formé sferickych nebo vej¢itych pelet /&dstic/
pfi teplot& mistnosti nebo za chladu. Je pochopitelné, ie'distribu—
ce individudlnich bunék v popsanym zplsobem ziskanych &dsticich je
nerovnomérnd a &4st bun&k v ¢4sticich je imobilizovdna na okraji
84stice pfipadné velmi blfzko smérem k povrchu pelety, takZe bunky
se z &4stic snadno uvolnuij{.

V citovanych a dalsich pracech z odborné a patentové literatu-
ry je zfejmé, Ze fyzikdlni zplisob imobilizace do thermoreversibil-
nich pfirodnich materidld a do iontov& reversibilnich p¥irodnich ma-
teridld na bdzi polysacharidd je béZné zndm. Nevyhodou popsanych
postuptd imobilizace Zivych bun&k v uvedenych a dal3ich materidlech
je vs$ak nizkd mechanickd pevnost &dstic imobilizovanych bunék a pre-
dev8im rist a mnoZeni bunék v &4stici, &¢imZ dochdz{ v pomérné& krdt-
ké dobé& k zna&nému uvolnovdni bundk do externfho prostfedf a ve
svych dlisledcfch k rozpadu &4stice, zv14%t& p¥i snaze o aplikaci
té&chto materidld pro kvasné procesy a biosyntetické vyroby. Tato
skute€nost limituje $ir8{ primyslové vyu¥it? fyzik4lnfm zplsobem
imnbilizovanych bunék, ‘

Vy%e uvddéné nevyhody jsou odstranény vynracovédnim zpisobu
podle pfedmétného vyndlezu, ijehoZ podstata spodivd v tom, Ze se
suspenze celych nativnich Zivych bunék prokaryontnich nebo euka-
ryontnich organismﬁ, zejména bakterif, kvasinek a hub, za teploty
10 a% 50 °Cc vmfch4 do vodnych geld pfripravenych z p¥irodnich ma-
teridld na bdzi thermoreversibilnich polysacharidd, zejména algi-
ndtu nebo k-carrageenanu, naeZ se tato smés vytladuje stfedem vi-

ceproudé koaxidlni trysky ptfidemZ dstimi trysky ve tvaru mezikruzi
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se spoletné vytlaluie gelovy materidl bez buné&k a vytvofené vrstve-

né kapky se vkapdvajf do vody o teploté O aZ 40 °C nebo vodnych roz-

tokl anorganickych nebo organickych solfl o teploté& -15 aZ 40 °c

a po ztuhnutf{ a nebo vytvrzen{ se vytvofené pelety oddél{ a popfi-

padé ddle zpevnuj{f sudenim nebo vymrazovdnim.

Zpisob podle pfedmé&tného vyndlezu je ddle vyznalen tim, Ze
pomér rychlost{ vytladovdni geld obsahujicfich %ivé bunky a geld
samotnych, méfend vytladovanym objemem na vystupu trysky, ¢in{ O,1
az 1,5 : 1, vyhodn& 0,5 : 1.

Pfedmétem vyndlezu je ddle zarizeni k provddén{ fyzikdlni{ imo-
bilizace Zivych bunék, které sestdvd z centrdlni{ komory s alespon
jednou koncentrickou komorou, pricemZ vSechny komory jsou opatfeny
ptivody zpracovdvanych materidld a dstf do viceproudé koaxidlnft
trysky, pod kterou je umisténa nddoba s vytvrzovacim roztokem.

Zaffzen{ pro vyrobu potahovananych pelet je schematicky znd-
zornéno na obr. 1. , ]

Do centrdlni komory 1 se za tepla kontinudlné privddi vodny
termoreversibiln{ gel nebo gel na bdzi iontbvé,reversibilnich po-
lysacharidd, ve kterém byla rozmichdna suspenze celych nativnich
bunék prokaryontnich nebo.eukaryontnich organisml. Do koncentric-
ké komory 2 se kontinudln€ pf¥ivdd{ gelovy materidl, ktery uvedené
bunky neobsahuje. Ob& media se spole&né& vytladuji viceproudou
koaxidln{ tryskou 3 a vznikajici vrstvené kapky 5 se nechdvaji
kapat do nddoby 4 s vytvrzovacim roztokem, kterd je vyhodné
opatfena michadlem, Tvar a velikost vyrdbénych pelet, jakoZ i
tloudtka jednotlivych vrstev je ddna jednak rychlost{ vytla&ovéni

jednotlivych medii{ a jednak vzdjemnymi poméry priméri D, a b,

viceproudé koaxidlni trysky 3.

VYhoay zplisobu podle vyndlezu spo&ivajfl v tom, Ze rigidita
takto vyrobenych cdstic Je znacné& zvySena a proristdni bunék
vlivem jejich mnoZeni je znaéné retardovdno. Difuze substrdtu
resp. Zivin do dvou resp. vicevrstevnych pelet a difdze produktd
z téchto pelet vyznamné neovlivnuje reak&ni rychlost a d&innost
biotransformac{ zvolenych substrdtd na poZadované produkty.

Do potahovanych pelet lze fyzikdln& uzav¥{t bunky rdznych
mikroorganismi, zejména bakterie, kvasinky, imperfektni{ vldknité
houby /plisné&/ individudlni bunky a mycelium vy%$fch hub, rostlin-
né bunky a pod. p¥item? podle volby kmene a jeho enzymového vyba-—
veni, lze témito potahovanymi peletami katalyzovat rGzné bio-

transformace a biokonverze, zejména biotransformaci organickych
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kyselin a aminokyselin,-nébo imobilizované bunky pouZit pro kvasné
procesy, zejméﬂa pro pi¥ipravu ethanolu. |

Tloudtku jednotlivych vrstev pelet a do ur&ité miry i jejich
tvar lze regulovat jednak pom&rem vnitinich primérd viceproudé
koaxidlnf trysky, jednak'pomérem rychlost{ vytla&ovédni jednotlivych
medif.

P¥{klady provedeni

- Pffklad 1

1 g vlhké hmoty bun&k baktérie Zymomonas mobilis,. ziskanych
odstfeddnfm 20 h staré kultury, promytim a opétnym odst¥edénim byl
suspendovdn v 5 ml steriln{ destilevané vody.Ziskand suspenze ky-
la vmichdna za laboratornf teploty do 100 ml 3%nfho /hmota/objem/
sterilnfho vodného roztoku Protanolu LF-10/60 /algindt sodny firmy
Protan, Norsko/ a smé&s byla 30 minut intenzivn& michdna rychlobeéz-
nym rota&nim miéhadlem. Po zhomogenizovdni byla suspenze bunék Z.
mobilis v roztoku Protanalu obsahujicf 1 g vlhkych bunék/100 ml
susperize ferpdna peristaltickym éerpadlem do centrdln{ komory 1,
soudasnd s 3 %-nim /hmota/objem/ sterilnim vodnym roztckem Prota=-
nalu LF-10/60 neobsahujfcim bunky, ktery byl druhym peristaltic-
kym &erpadlem &erpdn do koncentrické komory 2. ‘

Bylo pou¥ito za¥izenf s rozméry koaxidlni trysky 3 D, = 1 mm
apbD, = 2,5 mm. Objemovy pritok suspenze bunék v Protanalu mél
hodnotu 25 ml.h-l, objemovy pritok roztoku Protanalu neobsahujifci-
ho bunky byl 40 ml.h-l. Na vystupu trysky 3 vznikajici dvouvrstvé
kapky byly vytvrzovdny v mfrn& promichdvaném 5%nim /hmota/objem/
vodném sterilnim roztoku CaClz. Vytvrzend &dstice mély kulovity
tvar se sttednf velikost{ 2,3 mm; tlou3tka povrchové vrstvy &dstic
neobsahujfcf bunky byla cca 0,2 a% 0,3 mm. C4stice byly ponechdny
v prostfed{ 5%nfho roztoku CaCl2 a &4stice byly prevedeny do verti-’
k41n{ sklend&né kolony s temperaénim pldsStém. Celkovy objem kolony
byl 75 ml, objem &dstic ve vrstvé byl 56 ml. Do spodni &dsti kolo-
ny pod loZe dvouvrétvich t4stic byla kontinudln& p¥ivddéna sterilni
fermenta&ni{ pdda o sloZenf: D - glukosa - 150 g/1, kvasni&ny extrakt
10 g/l,__KHzPO4 -1g9g/1, /NH4/2$O4 - 0,5 g/l a, MgSO4.7H20 - 0,5
g/l, pH = 6.

Vystupni{ proud byl odvéddén spole&né s CO2 v horni ¢dsti kolony,
jejii teplota byla udrZovdna na hodnoté& 30 + 1 °c. ve vystupnim
proudu byla sledovdna zbytkovd koncentrace glukdzy, koncentrace
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ethanolu a mikroskopicky pfitomnost volnych bunék Z. mobilis.
Objemovy pritok fermentadni pddy kolonou byl udrZovdn na hodnoté
6 ml/h-l, tomu odpovidd hodnota z¥edovacf rychlosti D = 0,316 h-l
V pribé&hu prvnich Sesti dnd fermentace koncentrace ethanolu
ve vystupnim proudu postupné vzrostla nad hodnotu 6,4 g/l a potom
do8lo k jejimu ustdleni v rozmez{ 6,4 aZ 6,7 g/1. Produkce ethano-
lu tudf? &inila 85 $ z teoretické hodnoty. Koncentrace glukdzy
ve vystupnim proudu poklesla postupné ve sledovaném obdobf pod
hodnotu 10 g/1 a po ustdleni se pohybovala v rozmez{ 7,6 aZ 8,2
g/l. Ve sledovaném obdobi 25 dnld nebyly ve vystupnim proudu z kolo-
ny detekoviny volné bunky 2. mobilis; zatimco v referen&ni koloné
obsahujfc{ imobilizované bunky stejného mikroorganismu ve stejném
materidlu za stejnych podminek pouZitf{ a manipulace, avsSak v ne-
potahovanych peletdch, dodlo ji%Z 5. den k uvolnovdn{i bunék v kon-

centraci lO6 az 107.ml~l.

P¥{klad 2

0,2 g vlhké pasty vinarskych kvasinek Saccharomyces cere-
visiae Blastocel Kappa ziskané odst¥edénim 6 dnd staré kultury,
promytim biomasy steriln{ destil., vodou a opétnym odst¥ed&nim bylo
z¥edéno 2 ml steriln{ destil. vody do formy vysoce koncentrované
'suspense. Tato suspenze byla za laboratorn{ tevloty vmichdna do
100 ml sterilniho 3 % /hmota/objem/ Vodnéholroztoku Protanalu
LF-10/60 /algindtu sodného firmy Protan, Norsko/. Smés bunék a
roztoku Protanalu byla potom 30 minut intenzivné mifchdna rychlo-
béZnym rotadnim mfchadlem, &¢imZ byla dikladné& homogenizovéna.
Ziskand homogenni{ suspenze bunék byla peristaltickym ¢erpadlem
¢erpdna do centrdln{ komory 1 soucasné se sterilnim 3 % /hmota/ob-
jem/ vodnym roztokem Protanalu LF-10/60 neobsahujfcim bunky, kte-. .
ry byl druhym peristaltickym Cerpadlem &erpdn do koncentrické komo-
ry 2. Koaxidln{ tryska 3 m&la primér D, =1,5mm a primér D, =
= 4 mm. Suspenze bunék v roztoku Protanalu byla &erpdna objemovym
pritokem 55 ml.h—l, roztok Protanalu neobsahujfc{ bunky byl &erpédn
objemovym pritokem 56 ml.h_l. Dvouvrstvé kapky vznikajfc{ v kon-
centrické trysce 3 a odkapdvajici s frekvenc{ cca 2 kapky s-l byly
vytvrzovdny v 5 % /hmota/objem/ roztoku CaCl,, ktery byl mirné pro-
mich4dvdn magnetickym michadlem. Vytvrzené &4stice kulovitého tvaru
mély primér 3 aZ 4 mm, tloustka povrchové vrstvy &dstic neobsahuji-
c{ bunky &inila 0,2 a% 0,5 mm. Celkem bylo z{skdno cca 140 g vlh-
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kych &4stic, které byly ponechdny 24 hodin v 5 % roztoku CaCl
pEi teploté 3 aZ 5 ©c. potom byly &dstice oddéleny cd rcztoku

C‘.aC'l.2 a né&kolikrdt dekantovdny destilovarou vodou, &i{mZ z nich byl
2%

2

odstranén pifbytek Ca iontd. Omyté &4stice byly potom nasazeny
do Erlenmayerovych ban&k obsahujicich filtrovany sterilnf vinny
most z¥edé&ny dest. vodou na koncentraci redukujfcich cukrd

200 mg.ml~}. Ndsada ¥4stic do mo¥tu &inila 5 g vlhkych &4sti/100
ml mo¥tu. Pribéh kvasSenf p¥i laboratorni teploté& byl sledové&n po-
dle dbytku koncentrace redukujicich cukrd a po ukon&en{ kvaseni,
tj. po poklesu koncentrace treduk. cukr@ pod hodnotu 10 aZ 15

mg ml-l, byla téZ stanovena koncentrace vytvo¥eného alkoholu.
Stdle stejnd ndsada &4stic byla pou¥ita v celkem 20ti kvasnych

cyklech, jejich%Z sumd&rnf vysledky jsou uvedeny v ndsledujfc{ ta-

bulce:
Cislo cyklu 1 2 3 4 5 6 7 8
Dopba kva¥en{ /dny/ 8 6 5 5 5 5 4 4

Kone&nd konc. red.

cukrd /mg/ml/ 7,3 10,4 12,8 8,7 5,6 9,2 12,8 14,5

—

Koneénd konc. al-
koholu /% hmot./

10,8 12.4 12,8 10,6 10,2 12,1 10,4 9,8

L)

9 10 11 12 15 14 15 16 17 18 19 20

5 5 5 4 5 4 4 4 5 5 5 4

8,6 11,7 12,6 14,0 9,3 6,8 8,0 8,1 5,3 9,7 9,1 7,2

11,6 12,1 13,0 14,0 10,8 10,5 12,1 11,1 11,8 12,3 10,1 10,7

V prib&hu sledovanych 20ti cykld kvaSeni nebylo pozorovdno uvolné-
n{ kvasinek z ¢4stic do mo8tu, i kdyZ bylo pozorovatelnéd urdité

zvyZen{ mnoZstvi biomasy ve wnit¥nf oblasti &4stic.

P¥fklad 3

50 g vlhké hmoty Zerstvé pasty nativnich bakteridlnfch bunék
Alcaligenes metalcaligenes s avartdt amoniak lydzovou aktivitou
/specifickd aktivita bun&k 600 ,umol L—aspéiagové kyseliny.min_l
.g-l vlhké hmoty/, kterd byla zkskéna odstfedénim z fermentadni
kapaliny, bylo suspendovdno ve 150 ml 5%nfho /hmota/objem/ vodného
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roztoku xk-carrageenanu /Serva Feinbiochemica, NSR/. Po homogenizaci
bunék v gelu pomoc{ rychlobéZného rotadnfiho michadla byla tato
suspenze ze zdsobniku Cerpdna do centrdlni komory 1l objemovym pri-
tokem 40 ml h“l a z druhého zdsobniku byl soulasné& &erpdn 3%ni
/hmota/objem/ vodny roztok x—carrageenénu bez bunék do koncentrické
komory 2 obiemovym prfitokem 30 ml h_l. Koaxidln{ tryska 3 méla
rozméry D, = 1 mm a D

1 2 n
do 1M vodného roztoku fumaranu amonného obsahujfctho 20 mg.ml

MgCl, a 0,05 % /objem/objem/ tenzidu /Slovafol 909/ o teploté

= 2,5 mm. Dvouvrstevné kapky byly kapdny

12 a% 15 °C za mfrného michdnf. Vzniklé pelety byly v uvedeném
prost¥ed{ mirné michdny po dobu 24 hodin p¥i wvym&né& uvedeného roz-
toku kaZdiych 8 hodin.

Bylo ziskdno pribliZné 500 g vlhké hmoty potahovanych pelet
o st¥ednf velikosti 2 mm. Tloustka pvrchové vrstvy neobsahujic{(
bunky &inila p#ibliZn& 0,1 a% 0,2 mm. Scezené a promyté pelety
sufeny voln& na vzduchu po dobu 24 hodin a poté znovu suspendovdny
do 1M roztoku substrdtu av3ak neobsahujfciho tenzid p¥i koncentra-
ci MgCl2 1 mg.ml—l. V tomto prost¥edi byly &dstice ponechdny botnat
7 lednici do druhého dne. Poté byly &dstice scezeny a promyty vo=
dou. St¥e=dn{ velikost &dstic po op&tném nabotndnf{ &inila pfibliiné
1,6 mn.

Ze 100 ‘g téchto dvouvrstevnych pelet bylo vytvofeno pevné lo-
Ye ve vertik41ln& umist&né sklendné koloné o vnitinim priméru
25 mm a délce 250 mm. V?tvofenym loZem byl smérem shora dold
Cerpdn roztok 1M fumaranu amonného objemovym pritokem 10 ml.h"l
pfi teploté 25 °c. Na vystupu z kolony byla jimdna konversni smés
a ve zvolenych dasovych intervalech analyzovdna na mnoZstvi vy-
tvorené kyseliny L-asparagové. Kolona byla v nepfetréitém provozu
po dobu 18 dni, sloupcem za tuto dobu proteklo 4,32 litrd roztoku
substrdtu, pfidemZ primérny stupen stechiometrické konverze fuma-

ranu aronného na kyselinu L-asparagovou &inil 99,1 %.

Priklad 4

50 g vlhké hmoty Cerstvé pasty nativnich bunék kvasinky
Rhodotorula glutinis s fenylalanin amoniak lydzovou aktivitou
/specifickd aktivita bunék 0,03 /umol L-fenylalanimu min"l.mg“1
suché hmoty/, kterd byla ziskdna odst¥edénim z fermertaZn{ kapali-
ny byla suspendovdna ve 150 ml roztcku x-carrageenanu o jeho kon- .

certraci a zpisobem uvedenym v p¥ikladu 3. P¥i p¥{pravd dvouvrstev-
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nych pelet bylo postupovdno stejnym zpisobem, jako je uvedenc
v p¥fkladu 3, s tfm rozdf{lem, %e dvouvrstevné kapky byly kapdny
do 0,05 M roztoku amonné soli kyseliny trans-sko¥icové obsahujici-
ho 0,05%n{ Mgso4.7H20 a 0,01%n{ MnSO4.6H20 jehoZ pH bylo upraveno
koncentrovanou &pavkovou vodou na 9,5. Vzniklé pelety byly v pro-
stfed{ uvedeného roztoku ponechdny po dobu 24 hodin v klidu pfi
teploté 5 °c.

Bylo zfsk&no pf¥ibliZ¥né& 480 g vlhké hmoty potahovanych pelet
o stredni velikosti 2,4 mm. TlouZtka povrchové vrstvy neobsahujici
bunky byla stejnd jako v pf¥ikladu 3. Scezené a promyté pelety byly
v tenké vrstvé zmrazeny pfi teploté -18 °c pfes noc, poté pEi
teplot& mistnosti ponechdny volné rozmrazit a potom znovu suspen—'
dovdny do 0,05 M roztoku substrdtu o vy$e uvedeném sloZeni. V tom-
to prostfedf byly'ééstice ponechdny v lednici p¥es noc., Poté byly
&4stice scezeny a promyty vodou. St¥edni velikost &dstic po popsa-
ném oSetfen{ &inila p¥ibli%n& 2,1 mm. |

100 g téchto dvouvrstevnych pelet bylo naplnéno do kolony
jejf% rozméry jsou uvedeny v p¥fkladu 3. Pevnym loZem biokataly-
zdtoru byl stejnym zpisobem, ktery je uveden rovnéZ v piikladu 3,
éefpén 0,05 M roztok substrdtu objemovym pritokem 5 ml'.h_l pri .
teploté 30 °c a pH roztoku 10,0. Na vystupu z kolony byla jimdna
konverzn{ smé&s a ve zvolenych &asovych intervalech analyzovédna na
mno¥stv{ vytvo¥eného L-fenylalaninu. Kolona byla v nepfetrZitém
provozu po dobu 5 dnl, sloupce za tuto dobu proteklo 600 ml rozto-
ku substrdtu, p¥idem? primdrny stupen stechiometrické konverze

amonné soli kyseliny trahs-skoficové na L-fenylalanin ¢inil 30 %.

Pffklad 5

50 g vlhké hmoty &derstvé pasty nativnich bakteridlnich bunék
Corynebacterium glutamicum s fumardzovou aktivitou /specifickd ak-
tivita bunék 0,4 /umol.kys. L-jabledné min-l.mc_.]'l vlhké hmoty/,
kterd byla ziskdna z fermentaéni kapaliny odst¥edénim byla suspen-
dovdna na 150 ml roztoku k-carrageenanu o jeho koncentraci a zpi-
sobem uvedenym v p¥fkladu 3. P¥i pfipravé dvou vrstevnych pelet
bylo postupovédno zplisobem uvedenym v pffkladu 3 s tim rozdilem, Ze
dvouvrstvé kapky byly kapdny do 1M roztoku MgSO, - pfi teploté 10 °c
a pH = 7.0. Vzniklé pelety byly cca 30 minut v prostfedf{ uvedeného
roztoku mirm& michdny a potom ponechdny pfes noc v klidu pri teplo-

t& 5 . poté byly &dstice scezeny, promyty vodou a suspendovdny
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v 1M roztoku fumaranu sodnéhb o pH = 7,0, ktery obsahoval 0,05 %
tenzidu /cetyltrimethylamoniumbromid/ a 10 mg ml-l MgSO4.7H20

a &4stice byly v roztoku mfrné mfchdny po dobu 3 h p¥i teploté

30 %C. poté byly &dstice scezeny, promyty vodou a ponechdny v ten-
ké vrstvé zmrazit pri teploté -15 a% -18 °c. Po 5-hodinovém mra-
Zeni byly‘pélety rozmraZeny pri teploté mistnosti a promyty

vodou. ' )

Bylo zi{skdno pfibliZré& 390 g vlhké hmoty potahovanych pelet
o stfedn{ velikosti &4stic 2,4 mm. TlouStka povrchové vrstvy
neobsahujiéi bunky byla stejnd jako v p¥fkladu 3.

100 g takto pfipravenych vrstevnych pelet bylo naplnéno do
kolony, jejiZ rozméry jscu'uvedény v p¥ikladu 3. Pevnym loZem
¢dstic biokatalyzdtoru byl zplisobem popsanfm v pffkladu 3 &erpén
1M roztok substrdtu objemovym pritokem 10 ml h_l pfi teploté
30 °%C a pH = 7,0. Na vystupu z kolony byla jimdna konverzni smés
a analyzovdna ve zvolenych ¢asovych intervalech na mnoZstv{ vy:tvo-
fené kyseliny L-jable&né. Kolona hyla v nepfetrZitém provozu po
dobu 14 dnd, sloupcem za tuto dobu proteklo 3,36 litru roztoku
- substrdtu, pfidemZ primdrny stupen stedhiometrické konverze fu-

maranu sodného na kyselinu L-jable&nou &inil 98 %.

Priklad 6

20 ml sporové suspenze ve sterilni vodé& obsahujfc{ 0,1 %
/v/v/ tenz*du /Tween 80/, koncentrace spor v rozme7i 105 az lO6
ml_l, ziskané smytim ze $ikmého agaru 1mperfektni houby Asper-
gillus niger, bylo homogenizovdno rychlobéZnym rotaénim michadlem
do 20 ml 6 %nfho /hmota/objem/ sterilnfho 50 °c teplého sodného
roztoku alqinétu sodného. Po homogenizaci byla suspenze spor v
roztoku algindtu Cerpdna zpisobem uvedenym v p¥ikladu 1 a 3 $n{
steriln{ vodni’foztok algindtu sodného neobsahujici{ srory rovnész
zplsobem uvedenym v p¥ikladu 1, s tim rozdflem, %Ze rozméry
koaxidlni trysky 3 byly Dl = 4 mm. Zpdsob vytvrzovéni.tvbfenych‘
dvouvrstvych kapek byl rovnéZ stejny jako v p¥ikladu 1. Vytvrzené
&dstice mely kulovity tvar se stfedn{ velikosti{ &4stic p¥ibliZné&
4 mm. TlouZtka povrchové vrstvy &4stic neobsahujicf spory &inila
0,4 aZ 0,5 mm. C4stice byly ponechdny v prost¥edi 5 %$niho CaCl,
_po dobu 24 h pti teplotd 5 °c,

Potom byly &dstice asepticky zcezeny, promyty sterilnf vodou

a uloZeny do sterilnfho média ndsledujfcfho sloZen{ /koncentrace
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uvedeny v % /hmota/objem/: glukéza‘lo %, NH4C1 0,08 %, NH4NO3
0,02 %, mofovina 0,1 %, MgSO4.7H20‘O,OS %, KH2P04 0,01 %, KCl‘
0,007 %, MnSO4.H20 0,002 %, ZnSO4.7H20 0,001 %, FeSO4.7H20
0,001 %, pH média 3,5. C4stice byly inkubovdny po dobu 48 hodin
pfi teploté 30 °¢ na reciprokém t¥epacfm stroji o po&tu kyvid -
50 min * ve stejnych hmotnostnfch dflech & 35 g vlhké hmoty
%4stic na 100 ml média v 500 ml Erlenmayerovych bankdch uzavie-
nych vatovymi zdtkami.

Po uvedené dobé& byly c¢dstice asepticky oddeleny od média,
promyty sterilnf vodou a aseptlcky pfeneseny do vertikdlnf{ sklenéné/
kolony jeji{Z dno bylo opat¥eno porceldnovou fritou. Rozméry kolony
byly: vy$ka 400 ml, vnit¥n{ prim&r 50 mm. Pracovni objem koloay ¢&i-
nil 780 ml. Kolona byla opat¥ena v dolnf &4sti p¥ivodem vzduchu s
filtrem naplnénym sklen&nou vatou. Celé za¥fzen{ bylo pfedem vy-
sterilizovdno. N4dpln kolony &inila p¥ibliZné& 100 g v1lhké hmoty
vrstvenych pelet a 300 ml Zivné pldy, jejfZ sloZeni bylo stejné
jak je vyZe uvedeno, s tim rozdilem, Ze neobsahovala NH4N03.

Podminky biosyntézy kyseliny citrdnové imobilizovanym my-
celiem A. niger ve vrstvenych peletdch v popsaném za¥izeni byly
ndsledujfc{: teplota 30 OC, vzduinéni{ 0,6 1 vzduchu .min-l, pocld~-
teén{ hodnota pH = 3,5.

Po 15 dnech kultivace za uvedenych podminkéch bylo dosaZeno
produkce kyseliny citrdnové 60 mg ml l. Po této,dbbe byla Zivnd
pﬁda asepticky odsdta a kolona znqQvu naplnéna 300 ml Cerstvé ste-
riln{ %ivné pldy o stejném sloZenf a popsanym zpisobem a za uvede-
nych podminek byla biosyntéza opakovdna se stejnou nésadouvimobi—
lizovanych bun&k celkem t¥ikrdt. Primérny stupen produkce kyseli-
ny_citrbnové/B opakované patndctidennfi cykly pou¥iti té¥e ndsady
biokatalyzdtoru ¢inil 54 mg ml—l. V pribéhu sledovanych t¥i cyklad
opakovaného pou%itf{ patahovanych pelet nebylo uvolnovédni mycelia
z &4dstic do média vyznamné. '

Pf¥iklad 7

Z 0,2 g vlihké pasty kQasinek S. cerevisiae byla sterilné pri-
pravena koncentrovand vodnd suspenze jako v pffkladu 2. Tato sus-
penze byla pfi teploté 48 Oc vmichdna do 100 ml steriiniho 5 gniho
/hmota/objem/ vodného roztoku agar-agaru pomoci rychlobé&Zného ro-
taénfho mfchadla. Z{skan4 homogenn{ suspenze bunék byla p¥i uvedené
teploté /48 oC/ Cerpdna do centrdlnf komory 1l soudasné se sterilnim
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*3 %nim /hmota/objem/ vodnym roztokem agar-agaru neobsahujicim
bunky, ktery byl p¥i stejné teploté &erpdn do koncentrické komory
2. 7Zvy%end teplota celého za¥fzen? byla udrZcvdna pomoci infra-
lampy. Zdsobni roztéky byly tempero&ény ve vodni 1ld4zni. Rozméry
koaxidlni tryskyri, stejnd tak jako 6bﬁemové pritoky suspenze
bunék v agaru a agaru neobsahujfcfho bunky byly stejné jako v pfi-
kladu 2. Dvouvrstvé: kapky byly vyt&rzovény‘v sterilni ledové vodni
ldzni pri teploté blizké O ©C. Ztuhlé G4stice Gotkovitého tvaru
mély prim&r 4,5 a% 5 mm; tlou3tka povrchové vrstvy &4stic neobsa-
hujic{ bunky &inila 0,3 a% 0,5 mm. C&stice byly ponechdny v ledové
vodé pti 2 °C po dobu 24 hodin. Poté byly &dstice asepticky oddé-
leny a promyty sterilni ledovou vodou.

”Déie bylo postupovdno p¥i kvaseni jako v p¥ikladu 2 v celkem
20 opakovanych kvasnych cyklech se stejnou ndsadou potahovanych
pelet. P¥i dobé 5 dni/jeden cyklus bylo dosaZeno prﬁmérnych hodnot
kone&nych koncentraci/ 20 opakovanych cykld: 7,8 mg.ml—l~reduku—
jicich cgkrﬁ a 10,6 % ethanolu. V pr@béhu sledovanych 20 cykld

nebylo pozorcvdno uvolnéni bunék z ¢dstic do externiho prostfedi.
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Zplisob fyzikdln{ imobilizace Zivych bunék do vrstvenych pelet,
vyuZitelnych pro primyslové biotransformace a biokonverze,
kvasné procesy a biosyntetické vyroby, vyznadujic{ se tim, Ze
se suspenze celiéh nativnfich bunék prokaryontnich nebo euka-
ryontnich organismi, zejména bakterif, kvasinek a hub, za teplo-
ty 10 aZ 50 °c vmich4 do vodnych gell p¥ipravenych z p¥f{rodnich
materidld, na bdzi termoreversibilnich geld, zejména agaru nebo
Zelatiny, nebo na bdzi iontové reversibilnich polysacharidl, zej-
ména algindtu nebo «kFcarrageenanu, nafeZ se tato smés vytlacuje
stfedem viceproudé koaxidln{ trysky, p¥ifemZ dstimi trysky ve
tvaru mezikruZi se spoledné vytladuje gelovy materidl bez bu-
nek a vytvorené vrstvené kapky se vkapévaji do vody o teploté
0 a% 40 °c nebo vodnych roztoki anorganlckych nebo organickych
solf o teplot& -15 a% 40 °c a po ztuhnutf{ a nebo vytvrzeni se
vy%vofené'pelety'oddélf a poptipadé ddle zpevnujl sudenim nebo
vymraZovdnim.
Zpisob podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze pomér rychlost{ vy-
tladovdn{ gelld obsahujfcf{ch bunky a gel@ samotnych, m&¥end
‘vytlaéovanim objemem na vystupu trysky, &in{ O,1 aZ 1,5 : 1,
vyhodné 0,5 : 1. '
Zarfzenf k provddén{ zplsobu podle bodu 1, vyznadujic{i se
tim, Ze sestdvd z centrdln{ komory /1l/ s alespon jednou kon-
centrickou komorou/2/, p¥icemZz vSechny komory jsou opatfeny
piivody zpracovdvanych materidld a dst{ do viceproudé koaxiilni
trysky /3/, pod kterou je umisténa nédoba /4/ s vytvrzovacim
roztokem.

1 vykres



248 535

O/ t/
NN\
an b e o

) “.

—pSTec e T e 0 % e 0 0

S OSSN ¢ 2 %0 00 © © 0 O 0 06 Do 0 o0 00 o
,//‘00/0 P

N N
SN
\)
N N
N Q
&N
/ O
N
\)
S
N N\
A\ L
3
N 6
N L)
N N
a Ny
“. 7‘! ."l“"""“""""""""""""",
L) N\

7 o © © 0 0 o

N\® ¢ o ® © © o © o o ¢ ¢ g o o @

AR LA B BRIV IRT RSB

LR




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

