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Zpisob priimyslové viroby biokatalyzitori s
biologicky aktivnim materiilem ve formé
imobilizovanych enzymil nebo
mikroorganismi, které jsou imobilizoviny v
polyvinylalkoholovém gelu a jejich pouZiti a
zaiizeni k jejich vyrobé

(57) Anotace:
Zpiisob priimyslové vyroby biokatalyzitorQ s biologicky
aktivnim materidlem ve formé imobilizovanych enzymi nebo
mikroorganismi, které jsou imobilizovany v
polyvinylalkoholovém gelu, spociva v tom, Ze se poudije
aktivni biologicky material tvofeny smési volného nativniho,
nebo predem upraveného agregovaného enzymového
katalyzatoru, nebo produkéniho mikroorganismu, anebo jejich
st a polyvinylalkoholového gelu, poté se tato smés Zeliruje
a tvaruje se zfetelem k rozméru biokatalyzatoru pfi zachovani
poméru jeho objemu a plochy v proudu susiciho vzduchu v
teplotnim rozmezi 80 aZ 15 °C, a nasledné se takto vyrobené
biokatalyzatory mohou kultivovat nebo skladovat. Poté se
pouziji v biotechnologickych procesech za podminek
zarudujicich danému biotechnologickému procesu vyssi
produktivitu, vy33i produkéni a enzymatickou stabilitu,
dlouhodobé a opakované pouZiti, & definovatelné Fizeni
procesu s naslednou snadnou separaci biokatalyzatoru.
Produkénf primyslové zafizeni umoZiuje optimalizaci objemu
a plochy biologického nosie v zavislosti na rozmérech
biologicky aktivniho materidlu obsahuje lict mechanismus
usporadany pfed susicim kanalem (2), kierym prochdzi
nekonetny nosny pés (1), a je opatfeno alespoil jednou lici
hlavou (17) opatfenou dvéma fadami licich jehel, kierd je



Zpasob praimyslové vyroby biokatalyzatorl s biologicky aktivnim materidlem ve

formé imobilizovanych enzym( nebo mikroorganismu, které jsou imabilizovany

v polyvinylalkoholovém gelu a jejich pouZiti a zafizeni k jejich vyrobé

Oblast techniky

Vynélez se tykd zpusobu primyslové vyroby biokatalyzatori s biologicky
aktivnim materiadlem ve formé imaobilizovanych enzymi nebo mikroorganisma, které
jsou imobilizovany v polyvinylalkoholovém gelu, jejich pouZiti a dale produkéniho
primyslového zafizeni umozZfujiciho optimalizaci objemu a plochy biologického
nosiCe v zavislosti na rozmérech biologicky aktivniho materialu obsahujiciho lici
mechanismus uspofadany pred su$icim kanalem, kterym prochazi nekoneény nosny

pas.
Dosavadni stav techniky

Je znamo zapouzdfeni (enkapsulovani) mikrobakterii za . pouziti
polyvinylalkoholového nosi¢e nebo polyuretanového nosice. V CZ patentu 2}9/179 je
popsan zplsob vyroby biokatalyzatoru s biologicky aktivnim materidlem ve formé
mikroorganismu, enzymu, spor a/nebo bunék, ktery je uloZen v polyvinylalkoholovém
gelu (v dal$im textu uvadény ve zkracené formé PVA - gelu). PVA-gel, jako gelovy
nosi¢ pro biologicky aktivni material se skvéle hodi pro vyrobu chemickych nebo
biologickych katalyzatori. Gelové t&leso zhotovené podle tohoto zplisobu vykazuje
oproti diive znamym gelovym télesum vyS$si mechanickou stabilitu, zejména pokud
jde o odolnost vici otéru a pevnost vtahu. Vy$e jmenované lep$i mechanické
vlastnosti umoZiiuji zhotoveni gelového télesa v reakéné kineticky vhodné formé
¢ockovitého tvaru. Takto zhotovené gelové téleso je oproti dfive zndmym gelovym
télesim vice neZ nékolik mésict stabilni a odolné vGici otéru dokonce pfi
vysokootackovém michani. Cogkovity tvar vyznadujici se velkym priamérem a malou
vy8kou zpUisobuije to, Ze je fyzikalné, chemicky nebo biologicky aktivni material vzdy
umistén blizko povrchu, coz mé& za dlsledek jeho reakéné a kineticky vyhodné
usporadani. Jsou znamy biotechnologické procesy, které vyuzivaji PVA-gel jako

nosice biologicky aktivniho materialu.



Znama jsou pouZiti vy8e jmenovanych nosi¢ll v procesu odstrafiovani dusiku

z odpadnich vod. Takovato pouZiti jsou popsana, napf. v EP0758680 (porézni
celulozové derivaty), WO09508513 (polyvinylalkohol, vermikulit, polyuretan) a
CN1076488 (polyvinylalkohol). Uvedené ncsiée jsou pouzivany (vétSinou) jednak
kimobilizaci aktivovaného kalu, ktery byva ¢asto pfedtim riznymi postupy
obohacovan zejména nitrifikatnimi bakteriemi (viz napf. procesy PEGASUS nebo
PEGAZUR), ale také pfimo k imobilizaci Eistych nitrifikatnich a denitrifikacnich
bakterii. V odborné literatufe se uvadi, Ze velmi dleZitou charakteristikou nosice je
velikost jeho specifického povrchu vzhledem k objemu reaktoru, resp. objemu
zpracovavanych odpadnich vod. Tento parametr totiz pfimo souvisi s velikosti
reaktoru a dobou zdrZeni odpadnich vod v reaktoru, nebot to Ize ovlivnit zejména do
reaktoru vioZenym mnozZstvim (resp. hmotnosti nebo objemem) nosiée s danym
specifickym povrchem. Napiiklad proces odstrafovani dusikatého znegisténi pomoci
imobilizovanych bakterii do polyethylenglykolového (PEG) nosi¢e ve tvaru tablet
s geometrickymi rozméry S/V = 3 a 2 umozfiuje dosaZeni rychlosti odstrariovani
dusiku 0,34 az 1,14 kg/m®.den pfi obsahu 2 % wiv vihké biomasy aktivovaného kalu
v nosiCi. (T. Sumino, H. Nakamura, N. Mori, Y. Kawaguchi: Immobilization of
Nitrifying Bacteria by Polyethylene Glycol Prepolymer, Journal of Fermentation and
Bioengineering, 73(1), 37-42, 1992.)

Zejména z ekonomickych divodu je v8ak stejné dileZitym parametrem velikost
specifického (geometrického) povrchu nosice vzhledem k jeho objemu, resp. jeho
tvar a rozmeéry. Pro odstrafiovani dusiku z vod pomoci imobilizovanych bunék jsou
dosud pouzivany nosi¢e, jejichz tvar se blizi bud kouli a nebo valci, ve kterém
primér (d) podstavy a vyska (v) maji fadové stejnou hodnotu. Nejmensi hodnoty
rozméru nosice pro odstrafiovani dusiku z vod jsou 1 mm. Obvykle pouzivané nosice
maji rozméry cca 3 mm , tzn., Ze hodnota poméru povrchu a objemu nosice (S/V)
nabyva hodnot cca 2 aZ 6 mm™. PouZijeme-li nosi¢ ve tvaru ¢ocky nebo pasku, pak
mUZeme pouZit ve srovnani se stavajicimi procesy vyuzivajicimi imobilizované bufiky
k odstranovani dusikatych slougenin z pitnych, uzitkovych a odpadnich vod méné

biokatalyzatoru, a to pfi stejné nebo vétsi intenzité procesu.

Dals$im variantnim pouzitim gelového nosice v biotechnologickych procesech je
jeho pouZiti pfi zplisobu vyroby kyseliny miééné. Tato organicka kyselina ma Siroké

uplatnéni zejména v potravinarstvi, farmaceutickém a chemickém priimyslu a dalgich




odveétvich. Kyselinu mléénou produkuje mnozstvi mikroorganismd, predevsim viak

vlaknité houby a bakterie. Z viaknitych hub patfi mezi dobré producenty kyseliny
mlecné Rhizopsus arrhizuz, resp. oryzae. Jejich nespornou vyhodou oproti bakteriim
je, Ze produkuji jenom kyselinu L(+). Rezim fermentace je v§ak aerobni (vysoké
naroky na pfipravu sterilniho vzduchu). Aerobni rezim u vlaknitych hub mize byt
vyhodou v pfipadé pfimé pFipravy vapenatych soli kyseliny mlééné, kdy u baktérii
muZe dochdzet k prodluzovani fermentace a snizovani vytézki v disledku nedéinné
neutralizace (slabé michani) v pfipadé uhliitanu vapenatého (Mattey M.: Critical
Reviews in Biotechnology 12, 87-132, 1992.

Viyhodou bakterialni fermentace je anaerobni rezim fermentace, coz se odrazi
v jednoduchosti kultivagnich zafizeni a niz8ich narocich na sterilitu. Na primyslovou
produkei se pouZivaji pfedevsim bakterie rodu Lactobacillus, které pii teplotach 30-
40°C konvertuji sacharidicky substrat (glukéza, sacharéza, laktéza) na kyselinu
mléCnou s riznym obsahem L(+)-, D(-)- a DL-formy kyseliny podle vlastnosti
producenta

Imobilizace mikroorganism0 uzavienim (enkapsulaci) do gelovych nosi¢l je
jedna z metod, kterd umozZiiuje zkoncentrovani biomasy v reaktoru bez toho, aby ve
vykvasenem mediu doSlo k nardstu biomasy. Tato technika spoéiva v uzavieni
bunék do kapsuli pfirodnich nebo syntetickych gelli. Buiiky musi byt vétsi nez pory
nosiCe, aby na jedné strané nedo3lo k uvolfiovani bunék, ale zaroveri aby byla
zajisténa volna difize substratu a produktl k enkapsulovanym burikam.

Dosud je znama imobilizace mléénych bakterii do riznych nosiél. Z pFirodnich
geld jsou to hlavné karagenany, pektéty, alginaty a pod. (Norton, S. a kol.: Enzyme
Microbial Technol 16, 457-466, 1994; Richter, K. a kol.: Acta Biotechnol. 11, 229-
341, 1991; Yan, J. a kol.. Chem.Biochem.Eng. Q. 15 (2), 59-63, 2001), ze
syntetickych nosicud je to polyakrylamid, (Tuli, A. a kol.: Enzyme Microbial Technol. 7,
164-168, 1985). Imobilizaty jsou produkované ve formé kulicek o praméru 3 az 5
mm, vétsinou kapanim pfislusného gelu do vytvrzovaciho roztoku. Nevyhodou téchto
postupl je, Ze pfi kuliCkovém tvaru imobilizati dochazi k difdznim limitacim uvnitf
kulicek. Nedochazi k vyuziti celého objemu gelu a mikroorganismus proto roste jen
tésné pod povrchem kulicky.

Vhodnym zpdsobem imobilizace je i uzavieni miéénych bakterii do
polyvinylalkoholového gelu. Ten ma v porovnani s jinymi nosici viceré vyhody. Je

hlavné levny, pro mikroorganismus netoxicky, biologicky minimainé odbouratelny, ma



vyborné fyzikalné-mechanické vlastnosti, nema vedlejsi ucinky na mikroorganizmus
a vykazuje dlouhodobou stabilitu (Pat DE 198 27 552.8). Navic, imobilizace bunék

zpUsobem podle vySe uvedeného vynalezu je Setrna k produkénimu mikroorganismu

(zabezpecuje vysokou viabilitu mikroorganismu po imobilizaci, vysoky pocet
imobilizaci pfezivajicich mikroorganisml), protoZze sitovani matrice se provadi v
proudu susiciho vzduchu a nahrazuje tak doposud vyuZivané postupy sitovani
vymrazovanim (Pat.DE 43 27 923 ) nebo vytvrzovanim v systému s kyselinou boritou
(Pat U.S. 5290 693). Navic tvar imobilizatu zaru¢uje optimalni vyuziti celého objemu
nosiée pro rdst mikroorganismu a produkei kyseliny mlééné. Imobilizaty pFipravené
timto zptisobem se mohou pouzivat opakované ve vsadkovém, semikontinualnim
a kontinualnim reZimu fermentace.

Je vSeobecné znamo, Ze na produkci etanolu se traditné pouzivaji kvasinky

Saccharomyces cerevisiae, pfipadné jiné kvasinkovité mikroorganismy, které dokazi
konvertovat glukozu ajiné sacharidy na etanol vprocesu fermentace. Tyto
fermentace jsou zakladem produkce piva, vina, ale také produkce etanolu pro
pramyslové, potravinarské a palivové Gcely. V poslednim obdobi miizeme pozorovat
rostouci zajem o technologie, které pouzivaji bakterie jako producenty etanolu. Mezi
bakterialni producenty etanolu patfi i Zymomonas mobilis. Jedna se o gram-
negativni, fakultativn® anaerobni mikroorganismus. V porovnani s kvasinkami ma
vicero vyhod: rychlejsi rist biomasy (ale celkové niz&i produkci biomasy), vyssi
specifickou rychlost utilizace substratu a tvorby produktu, nepotiebuje kontrolovany
piivod kysliku, produkuje méné vedlej§ich metabolitl. Glukézu a fruktézu
metabolizuje Entner-Doudoroffovou drahou, ktera je vét$inou pfitomna u aerobnich
mikroorganizmi. V této metabolické draze je jeden mol glukézy konvertovany na 2
moly etanolu, 2 moly CO; a jeden mol ATP. Tato metabolicka draha minimalizuje
mnozstvi glukozy pfeménéné na biomasu a zvy3uje tak etanolovou produkei. Reéiny
vytézek (g etanolu/g glukézy) se u bakterii zvysil na 0,49, u kvasinek je vétsinou
0,44).
Fermentace pomoci volnych bunék Zymomonas mobilis mize byt uskuteénéna ve
vsadkovem, semikontinualnim i kontinualnim reZimu (Rogers P.L., Tribe D.E.: Pat.
U.S. 4403034; Rogers P.L., a kol., Pat. U.S. 4443543; Salzbrunn W., a kol, Pat. U.S.
4876196; Bu'lock J. D., Pat GB 2075053).



Dosud se pozornost ve vyzkumu pfedevSim soustfedila na zvy$eni produktivity

mikroorganismu a na modifikaci uspofadani fermentacnich zafizeni s rliznymi
inovacemi jako napf. recyklem bunék, pouzitim flokulujicich mikroorganisml atd.
(Arcuri E.J., akol., Pat. U.S. 4413058; Rogers P.L., a kol, Pat. U.S. 4443544).
Produkt fermentace (etanol) se hromadi vtekutém médiu a izoluje se téméf
vyhradné destilaci. Bez ohledu na uspofadani a pouzitou technologii je pfi izolaci
produktu Zadouci, aby byl znadné& zredukovan obsah biomasy sedimentaci,
centrifugaci, filtraci a pod. Zvy$eny obsah nerozpustného podilu zvySuje energetické
naroky na destilaci, zpUsobuje technologické problémy (zanaseni destiladnich
aparatur, péneni apod.), zvySuje naroky na udrzbu a mlZe ovliviiovat i kvalitu
produktu. Na druhé strané v8ak produkce etanolu musi byt maximalné efektivni.
Rychlost produkce etanolu je pfimo (mérna mnoZstvi biomasy ve fermentoru. To
znamena, Ze za konstantnich podminek ma zvySeni obsahu biomasy za nasledek
snizeni ¢asu potfebného na produkci daného mnozZstvi etanolu.
Imobilizace mikroorganismuU uzavienim (enkapsulaci) do gelovych nosicu je jedna
zmetod, kterd umoZfiuje zkoncentrovani biomasy v reaktoru bez toho, aby ve
vykvadeném mediu doSlo k narGstu biomasy. Tato technika spotiva v uzavieni
bunék do kapsuli pfirodnich nebo syntetickych gell. Bufiky musi byt vétsi nez pory
nosice, aby na jedne strané nedoSlo k uvolfiovani bunék, ale zarover aby byla
zajisténa volna diflze substratu a produktd k enkapsulovanym buikam.

Dosud je znama imobilizace bakterii rodu Zymomonas do rliznych nosiéd.
Z pfirodnich gelu jsou to hlavné karagenany a alginaty (Cheetham P.S.J., Pat. U.S.
4393136, Chibata I., Pat. U.S. 4350765; Kikuta M., Pat. U.S. 5990191; Yamada T., a
kol., Pat. U.S. 4680263), ze syntetickych nosicl je to polyakrylamid (Yamada T., a
kol., Pat. U.S. 4680263, Cheetham P.S.J., Pat. U.S. 4393136). Imobilizaty jsou
produkované vétsinou ve formé kuliek o priméru 3 az 5 mm, vétsinou kapanim
piislusného gelu do vytvrzovaciho roztoku. Nevyhodou tohoto pfistupu je, Ze pfi
tomto tvaru imobilizdtu dochazi k difuznim limitacim uvniti kulitek. Nedochazi
k vyuZiti celého objemu nosiCe a mikroorganismus proto roste jen tésné pod
povrchem nosice-kulicky a nevyuziva cely objem matrice.
Vhodny zpisob imobilizace je uzavfeni bakterii Zymomonas mobilis do
polyvinylalkolohového gelu. Ten ma vporovnéni".sjinymi nosiCi viceré vyhody. Je
hlavné levny, pro mikroorganismus netoxicky,"biologicky obtizné odbouratelny, ma

vyborné fyzikalné-mechanické viastnosti, nema vedlej$i ucinky na mikroorganizmus



a vykazuje dlouhodobou stabilitu (Pat. DE 198 27 552.8). Navic, imobilizace bunék

zplisobem podle vySe uvedeného vynélezu je etrna k produkénimu mikroorganismu

(zabezpecuje vysokou viabilitu mikrobrganismu po imobilizaci, vysoky pocet
pfeZivajich mikroorganismu), protoze sit’ové’ini matrice se provadi v proudu susiciho
vzduchu a nahrazuje tak doposud vyuZivané lpo‘stupy sitovani vymraZovanim (Pat.
DE 43 27 923 ) nebo vytvrzovanim v systému sul"(yvselinou boritou (Pat. U.S. 5 290
693). Navic CoCkovity tvar imobilizatd zarucuje oﬁfi{pélni vyuziti celého objemu
nosie pro rGst mikroorganismu a produkci etanolu. I“mqbilizéty pfipravené timto
zplusobem se mohou pouZivat opakovand ve vsédk(;Qém, semikontinualnim
a kontinualnim reZimu fermentace. %

PFi pouziti kulovitého tvaru imobilizatu, produktivita etanolu pomoci Zymomonas
mobilis imobilizovaného do karagenanu byla na 10% hmotnostnich glukozovém
meédiu, v500 ml vsaddkovém reaktoru s plnénim 20 ml imobilizatl s primérem
imobilizatu 4 mm a teploté 30°C byla 77 mgewna/mlge/h (Chibata |., Pat. U.S.
4350765). Pfi imobilizaci producenta do alginatu sodného, pfi¢emz vihka vaha bunék
v imobiliztu tvofila 20 % ww/v (ww — vihka vaha bunék, odpovida 1/5 vaze suchych
bunék), byla produktivita ve vsadkovém systému za stejnych podminek 0,49
Qetano/Qww/N, COZ po pFepoltu odpovidd 98 Mgewno/Mlge/h @ v kontinualnim rezimu
0,47 Getanol/gww/h, OZ po pfepoctu odpovida 94 mgetno/mlge/h (Cheetham P.S.J., Pat.
U.S. 4383136).

Dalsim variantnim pouZitim gelového nosice v biotechnologickych procesech je
jeho pouziti pfi zplisobu vyroby glukézy a fruktézy ze sachardzy pomoci
imobilizovaného enzymu invertazy. Sacharéza je zasobni disacharid pFitomny hlavné
v cukrove fepé a cukrove tftiné. Pouziva se v potravinafském pramysiu a také jako
substrdt ve fermentaCnich procesech. Je sloZena z monosacharidl glukozy
a fruktézy. Sacharéza tyto monosacharidy poskytuje hydrolyzou, napfiklad pomoci
enzymatické hydrolyzy pomoci enzymu invertaza. Jejim plisobenim vznika smés
glukdzy a fruktdézy (invertni cukr), ktera ma v porovnani s nehydrolyzovanou
sacharézou vicero vyhod: sniZenou tvorbu krystalovych zakall, vy3si sladivost,
vyuzitelnost ve fermentaénich procesech.

V primyslové praxi se na hydrolyzu sachardzy pouZivaji enzymové preparaty
invertazy, ktera neni recyklovatelna. Proto se enzym stava jednou z nejvétsich

ekonomickych poloZek pfi vyrobé glukdzovo-fruktdzovych sirupl. Vhodna imobilizace



tohoto enzymu umoziiuje jeho vicendsobné pouZiti, navic s moznosti cely proces

vyroby kontinualizovat a tim jej vyrazné zefektivnit. Nejvic pouZzivanou technikou je
cross — linking (sitovani). Jako sitovaci ¢inidlo se pouziva hlavné polyamid (Sou M.
a kol. JP58086085, Rohrbach R.P. a kol. US 426842), glutaraldehyd (Lee D.M a kol.
US 4749653), polymery s volnymi karboxylovymi skupinami (Mauz O. US 4767620),
polymery s epoxidovymi skupinami (Mauz O. US 4931476), imobilizace do foto-
sitovacich  Zivic (Kunihiro [. JP55023941) aukotveni na rizné matrice
prostrednictvim situjiciho Cinidla jako je imobilizace na sklenéné kulicky pomoci
glutaraldehydu (Toshiyuki Y. akol. JP58179494). Dalsim zplsobem je kovalentni
uchyceni invertazy na silikagelové ¢astice pomoci glutaraldehydu (Thibault P.A. EP
0231668), kovalentni vazbou pomoci disulfidovych mastki na organické
a anorganické nosiCe (Cormier R.A. akol. US 4176008), kovalentnim vazanim
pomoci organosilanu (Ho G.H. a kol. US 4384045), kovalentnim vazanim pomoci
dialdehydu na celulézové aligninové materidly (Monsan P. US 4405715)
kovalentnim vézanim na dialkylaminoalkyl celulézu (Lapins Ch. D. Akol. US
4933284). Invertaza byla imobilizovana i adsorpci napf. na matrici z Zivo¢i§nych kosti
(Findlay Ch. J. US 5037749). Dalsim zplUsobem je uzavieni buikovych lyzati
s vysokou invertdzovou aktivitou do alginatového gelu (Obana H. akol. JP
57163484, Chang H. N. a kol. US 5766907) anebo do polyuretanovych polymert
(Hartdegen F.J. a kol. US 4098645). Praktické vyuZziti maji téz kombinované
techniky, jako napf. adsorpce enzymu na polyethyleniminem opracovanou bavinu
a nasledné sitovani glutaraldehydem (Yamazaki H. a kol. CA1203187).

Velmi dobrou alternativou se jevi pouziti PVA (polyvinylalkoholového gelu).
Invertaza byla spé&3né imobilizovana do nosice s tuhym jadrem obalenym do PVA
gelu (Yamamoto H. akol. JP2005042037). Foto-sitovaci PVA smichany s
polyetylenglykolem byl taktéZ pouzit na kovalentni vazbu, uzavieni invertazy
(Ichimura K. JP 58152483, Suehiro T. akol. JP 1252285, |zumida H. a kol. JP
1071491). PVA matrice mize byt sitovana i kyselinou boritou, pfi¢emz invertaza je
uzavrena uvnitf gelu (Guocheng Ch. a kol. CN 1076488) anebo vysusenim (Ishimura
F a kol. US 4727030). Taktéz byly pouzité i dalsi postupy v kombinaci se sitovanim
(Tsutsumi S. a kol. JP 2046288), anebo s pfidavkem vynilacetatu (Moriya T. a kol. JP
56113290), vinylaminu (Moriya T. a kol. JP 56113292), anebo aminoacetalizovany
PVA (Yamauchi A. a kol. US 4307151).



Daisim variantnim pouZitim gelového nosi¢e v biotechnologickych procesech je

jeho pouziti pfi zplisobu vyroby glukézy ze krobu pomoci imobilizovaného enzymu
glukoamylazy.

Skrob, zésobni vyZivna latka rostiin, je jednim z hlavnich zdroji glukézy
v potravinafském i fermentadnim primyslu. Skrob se sklada ze dvou typt moleku:
amylazy aamylopektinu. Amylaza napf. uobili tvofi 10% celkového Skrobu.
Obsahuje do 1 000 glukdzovych jednotek, spojenych a-1,4-glykosidovymi vazbami.
Zbyvaijicich 90% je tvofené amylopektinem, ktery kromé a-1,4-glykosidovych vazeb
obsahuje i a-1,6-glykosidové vazby. Polet glukézovych jednotek v fetézci je do
10 000.

Proces pfed Upravy Skrobové suroviny pro vyuZiti ve fermentacich, je sloZen

ze dvou krokd. V prvnim kroku dochazi pomoci endoenzymu a-amylazy, ktera
nahodné $tépi a-1,4-glykosidové vazby, pfi vysoké teploté k ztekuténi Skrobu. Touto
reakci dochazi ke vzniku dextrind a nizSich oligosacharidd s riznymi délkami
fetézcO.
V druhém kroku jsou dextriny a oligosacharidy $tépené z neredukujiciho konce
exoenzymem glukoamyladzou na glukézové jednotky. Glukoamylaza stépi, jak a-1,4-,
tak i a-1,6-glykosidové vazby. a-1,6-glykosidové vazby vSak jsou hydrolyzované
daleko nizsi rychlosti. Rychlost hydrolyzy zavisi i na délce fetézce.

V primyslové praxi se na 1 tunu 8krobu pouziva 1 az 1,2 | enzymového preparatu
glukoamylazy, které vSak neni recyklovatelna. Vhodna imobilizace tohoto enzymu by
umoznila jeho vicenasobné pouZiti, s moznosti cely proces kontinualizovat.

Velky pokrok byl udélan pfi imobilizaci tohoto enzymu pomoci sitovani s éinidlem,
jako je polyamin (Symon a kol. U.S. 4416663, Lantero a kol. U.S. 5472861, DeFilippi
U.S. 4343901, Rohrbach akol. U.S. 4268423), glutaraldehyd (Lee akol. U.S.
4749653, Nishimura akol. U.S. 4888285, Rorvah akol. K.R. 8601229), ¢inidla
akrylového anebo alylového typu (Boross a kol. U.S. 4794083, Selemenev a kol. RU
2204600), prostfednictvim kterych se enzym ukotvi na matrici anorganického anebo
organického puvodu. Vyhodné se zda byt i vyuZiti adsorpénich metod (Abdullah
akol. U.S. 4226937, Kumakura a kol. JP 61060700, Motai a kol. J.P. 59232092,
Selemeneyv a kol. R.U. 2181770, Kimura a kol. J.P. 63056297), jako i membranovych
reaktord s imobilizovanou glukoamylézou (Thomas akol. U.S. 5130237).

Enkapsulace, kterd biologicky material uzavira do struktury gelu aje vyuzivana



hlavn& pro imobilizaci mikroorganizmdl, pfi imobilizaci glukoamylazy Gplné absentuije.

Enzym bez zesitovani do véSich struktur se totiz z pord matrice lehce vymyva.

DalSim variantnim pouZitim gelového nosice v biotechnologickych procesech
je jeho pouZziti pfi zplsobu hydrolyzy laktosovych roztokl, vyroby D-galaktosy, D-
glukosy a galaktooligosacharidi z roztok(l laktosy pomoci imobilizované f-
galaktosidasy.

Disacharid laktoza se syntetizuje v mlé€nych zlazach vétsiny savcl. Komeréné
se vyrabi zkravského mléka (s obsahem laktézy 4,5-5 % hmot.) extrakci ze
syrovatky (Baldrick a Bamford, 1997). Laktéza obsaZena v miéku a v mléénych
vyrobcich pfedstavuje dlleZitou vyzivovou slozku. Podporuje rist Bifidobacterium
sp., je zdrojem galakt6zy potfebné pfi tvorbé& galaktolipidl a galaktooligosacharidi,
napomaha absorpci vapniku, atd. (Maldonado a kol., 1998). Ma nizkou rozpustnost a
pfi koncentraci nad 18 % hmot. krystalizuje. To predstavuje problém pfi vyrobé
miékarenskych produktl, jakymi jsou kondenzované mléko a zmrzlina, krystalky
laktézy zpUsobuji nepfijemnou piskovitou texturu (Zadow, 1992). Hydrolyza laktozy
je proto pro tyto vyrobky velmi Zadouci. Hydrolyzou laktézy se taktéz snizi
hygroskopickost sudenych miéénych vyrobkl, zvysi se sladivost a redukuje se
pribgh Maillardovych reakci (Curda akol., 2001, Zadow, 1992, Rosenberg a kol.,
1995).

Vyznam B-galaktosidasy spo&iva nejen pii hydrolyze laktozy v miéku, ale také
pii zpracovani syrovatky. Syrovatka, jako vedlej$i produkt mlékarenského primysiu
pfi vyrobé syrd, tvarohu a kasein(, je produkovana v pomérné velkych mnoZstvich.
Pfi vyrobé syrd se roéné vyprodukuje na celém svété vic nez 150 milion(i tun
syrovatky (na 1 kg syru pfipadéa primérné 10 | syrovatky) a celosvétova produkce
syri neustale stoupa. Doposud se extenzivné nezpracovava, coz pfedstavuje
ekonomicky a ekologicky problém (Novalin a kol., 2005). Navic pfi praci s ni existuji
vicera omezeni a neni mozné ji volné vypoustét do Zivotniho prostredi. Polovina
z produkovaného mnozstvi tohoto odpadniho produktu se pouziva pfi vyrobé
koncentratl syrovatkovych bilkovin (WPC), ale hlavné na zkrmovani hospodafskymi
zvitaty (Rudolfova a Curda, 2005). Syrovatka se mize vyuzit také jako surovina na
vyrobu etanolu. Vzhledem k tomu mize byt v budoucnosti atraktivnim substratem pro
fermenta¢ni procesy (Coté a kol., 2004). Napfiklad pfi vyrobé etanolu je mozné

pouzit kvasinky rodu Kluyveromyces, které utilizuji laktozu. Hydrolyza laktozy



umoznuje vyuZit jako substrat zahu$ténou syrovatku s vy38i koncentraci

C-zdroje, a tim vyrazné zvysit vytéZnost fermentace (Rosenberg a kol., 1995). Nékdy
je mozné vést fermentadni proces tak, aby produkéni mikroorganizmus fermentoval
jen pfitomnou glukdzu, pfiCemZ zUstavajici galaktdza mizZe byt nasledné izolovana,
purifikovand, resp. chemicky modifikovana (Rosenberg, 2000).

DalSim vyznamnym uplatnénim B-galaktosidasy v potravinaiském prumyslu je
tvorba galaktooligosacharidi (GOS). Tvofi se simultanné pfi hydrolyze laktozy diky
transglykozylacni aktivité B-galaktosidasy. Transglykozylacni aktivita B-galaktosidasy
byla poprvé popsana uz v padesatych letech 20. stoleti (Aronson, 1952). Prvni
publikované prace se vénovaly sledovani pfiznivych Gginki GOS a hledani
optimalnich metod na jejich produkci (Mahoney, 1998).

GOS patfi do skupiny tzv. prebiotik, nestravitelnych sloZek potravy, které
selektivné stimuluji rast, resp. aktivitu probiotickych kultur v travicim traktu &lovéka.
Diky B-konfiguraci jsou GOS odolné vici hydrolyze enzymy slin a Zaludeg&nich §tav,
které selektivn hydrolyzuji B-glykozidové vazby (Sako akol., 1999). GOS se
dostavaji do hrubého stfeva, kde se podileji na fadé vyznamnych procesu. Bifidogeni
mikroflora metabolizuje GOS na mastné kyseliny s kratkymi fetdzci (octovou,
propionovou, mléZnou a maselnou) a na plyny (Johnson a kol., 1993). Vznikajici
kyseliny stimuluji peristaltiku stfev a snizenim hodnoty pH napomahaji absorpci
vapniku a Zeleza. GOS jsou taktéz znamé jako ristové faktory bifidobakterii, které
jsou zase znamé pro své zdravi prospésné Uéinky. Mimo to bifidobakterie selektivné
fermentuji  galaktooligosacharidy, ¢&imz je potlaeny rist neZadoucich
mikroorganizma v travicim traktu (Pennisin, 1997). GOS jsou prospésné i pro zdravi
Gstni dutiny, pokud nejsou utilizované Ustni mikroflorou (Streptococcus mutants),
¢imz zamezuji tvorbé zubnich kazd (Szilagyi, 1999).

Jednotlive B-galaktosidasy se li§i celkovym mnoZstvim a strukturou
produkovanych GOS. Napfiklad, po izolovani B-galaktosidas z riznych kmend rodu
Bifidobacterium a jejich nasledném pouziti pfi syntéze GOS z30 % laktézového
roztoku, byl evidentni rozdil vjejich produkovaném mnozstvi. V piipadé
Bifidobacterium angulatum predstavovaly 43,8 % z celkovych pfitomnych cukri v
roztoku, zatimco v pfipadé Bifidobacterium pseudolongum jen 26,8 % (Rabiu a kol.,
2001). Co se tyka struktury, typ nové vytvofené glykozidové vazby dvou
monosacharidovych jednotek (galaktoza-galaktéza, galaktoza-glukoza) je v pfipadé
Bifidobacterium bifidum B(1-3) (Dumortier a kol., 1994), na rozdil od B(1-4) u Bacillus

10




circulans (Mozaffar a kol., 1984) a $(1-6) u Streptococcus thermophilus (Matsumoto,
1990).

Enzym, B-galaktosidasa byla imabilizovana nasledujicimi zpusoby: entrapment
(Mammarella a Rubiolo, 2005, Rodriguez-Nogales a Delgadillo, 2005), sitovani
(cross-linking) (Sungur a Akbulut, 1994), adsorpce (Carpio a kol., 2000), kovalentni
vazani (Hu a kol., 1993, Findlay, 1991, Di Serio a kol., 2003), uzavieni do membran
(Novalin a kol., 2005), anebo kombinaci téchto metod (blize popsané v kap. 1.2.1).

Proces imobilizace B-galaktosidasy je spojeny s ur€itymi nevyhodami jako je
napiiklad ztrata enzymové aktivity po imobilizaci. Pokles aktivity B-galaktosidasy po
imobilizaci se pohybuje v intervalu 5 az 90 % a zavisi na pouzité metodé imobilizace.
Tato nevyhoda je kompenzovana moznosti opakovaného pouZiti imobilizatu. Pro
aplikaci imobilizatu v primyslovém méfitku jsou rozhodujicimi parametry pravé
schopnost uchovat si enzymovou aktivitu a stabilita imobilizatu pfi opakovaném
pouziti (Tanaka a Kawamoto, 1999).

Pro metodu entrapmentu se Casto pouzivaji polyakrylamidovy a
polyvinylalkoholovy gel. PVA matrice byla pouZita také pro uzavieni B-galaktosidasy
izolované z vlaknitych hub, ¢imz se zvySila jeji teplotni stabilita. Enzym si po 24
hodinach pfi 50°C zachoval 70 % ptvodni aktivity a pfi 60°C 5 % plvodni aktivity
(Batsalova a kol., 1987). Khare a Gupta (1988) mobilizovali B-galaktosidasu z E. coli
kombinaci metody sitovani a nasledného uzavfeni do polyakrylamidového gelu. P
stejnem postupu s pouZzitim dimetyladipimidatu jako sitovaciho Cinidla a latek
chranicich enzym: hovézi sérovy albumin, cystein alaktdza, naméfili aktivitu
pfedstavujici 190 % aktivity pfedeslého imobilizatu. Porovnani riznych metod
imobilizace B-galaktosidasy ztermofilni bakterie Thermus aquaticus ukazalo, ze
sitovani a nasledny entrapment do agarozovych zm je vyhodnym postupem pro
imobilizaci vysokych koncentraci enzymu se ziskem vysoké enzymové aktivity
(Berger akol., 1995). Proces imobilizace umoZiuje zvySeni stability enzymu
v riznych reakénich podminkach. Entrapment B-galaktosidasy zA. oryzae do
pérovitého PVA kryogelu zvysil odolnost enzymu vigi teploté, hodnoté pH a iontové
sile (Rossi a kol., 1999).

Adsorpce je technicky nenaroéna metoda imobilizace. Jako nosi¢ mize slouzit
napriklad hydrofobni bavinéné vlakno, na kterém si enzym zachovava 50 % plvodni
aktivity (Sharma a Yamazaki, 1984). B-galaktosidasu z A. oryzae adsorbovanim na

polyvinylchlorid a silikagel ve formé membrany pouzili Bakken a kol. (1990) pfi
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hydrolyze laktézy v mléku v axialnim pritokovém reaktoru. B-galaktosidasa

imobilizovana adsorpci na kostni prach si zachovala 83 % plvodni aktivity, avéak v
prabéhu trvani &tyfech vsadkovych hydrolyz imobilizat postupné aktivitu ztracel. Po
ukonceni Ctvrté hydrolyzy aktivita imobilizatu pfedstavovala jen 24 % z pGvodni
(Carpio akol., 2000). Timto experimentem se projevila nevyhoda imobilizaéni
metody, pfi které dochazi k lehké desorpci. Tento jev se mGze eliminovat pfidanim
vhodného sitovaciho ¢inidla (Szczodrak, 2000).

Kovalentni vazbou imobilizovali Pietta a kol. (1989) B-galaktosidasu izolovanou
z A. oryzae na dva rizné nosiée. Prvnim byl zeolit, ktery v§ak nebyl vhodny, protoze
vazal jen malé mnozstvi enzymu. Na rozdil od toho praskovy nylon-6 kovalentné
vazal vétSi mnoZstvi enzymu a vytvofil stabilni komplex. Peters a Rehm (2006)
imobilizovali B-galaktosidasu kovalentnim vazanim na polyhydroxyalkanoatové
granule. Ziskany imobilizat byl v prab&hu skladovani vrlznych podminkach
dlouhodobé stabilni, coZ svéd&i o pevné vazbé mezi nosiem a imaobilizovanym
enzymem.

Glutardialdehyd s dvéma reaktivnimi funkénimi skupinami je nejéastgji
pouZzivanym sitovacim Cinidlem pfi imobilizaci B-galaktosidasy (Guisan a kol., 1997,
Szczodrak, 2000, Zhou a Chen 2, 2001). Av§ak imobilizaéni metoda sitovani se
vyuziva zejména v kombinaci s jinou metodou (vySe uvedené, Panesar akol., in
press), jakou je adsorpce anebo entrapment. Napfiklad B-galaktosidasa z A. oryzae
imobilizovana metodou entrapmentu do formy viaken skladajicich se z alginatu
a Zelatiny byla nasledné zesitovana pomoci glutardialdehydu, ¢imz se zabranilo
vymyvani enzymu (Tanriseven a Dogan, 2002). Tento typ sitfovani byl pouzity také
pfi imobilizovani B -galaktosidasy do kobalt-alginatového gelu. AvSak uvolfiovani
kobaltu v priibéhu hydrolyzy laktézy znemoznilo pouziti imobilizatu v potravinafském
pramyslu (Ates a Mehmetoglu, 1997).

Aktivita a stabilita imobilizovaného enzymu je ovlivnéna hodnotou pH, teplotou a
iontovou silou (Roy a Gupta, 2003). V porovnani s volnym ma imobilizovany enzym
§irsi pH ateplotni optimum ve vétSiné publikovanych pracich. Vy$§i stabilita
imobilizované B-galaktosidasy pfi niz8i hodnoté pH a vyssi teploté je vyhodou pii
hydrolyze laktézy, navic snizenim pH hodnoty a zvySenim teploty se sniZuje riziko
kontaminace. Na druhé strané posun pH optima azvySeni stability za téchto
podminek je vyhodou pfi hydrolyze laktdzy v sladké syrovatce, které pH je v intervalu
5,5 az 6,0 (Szczodrak, 2000).
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B-galaktosidasa zriznych mikrobidlnich zdroji byla imobilizovana také za

ucelem produkce galaktooligosacharidd v kontinuainim, ale také vsadkovém rezimu
(Chockchaisawasdee a kol. 2005). Imobilizovany enzym tvoril v porovnani s volnym
enzymem niz8i koncentrace GOS. Tento pokles byl zplsobeny limitaci pfistupu
substratu k enzymu v imobilizovaném systému (Mahoney, 1998). Koncentrace
a struktura vznikajicich GOS do zna¢né miry zavisela na pocatedni koncentraci
substratu a na plvodu enzymu. Narust poCatecni koncentrace laktdzy ze 14 na 23 %
zvysil produkei GOS dvojnasobné (Foda a Lopez-Leiva, 2000, Chockchaisawasdee
a kol., 2005).

Shin akol. (1998) imobilizovali enzym izolovany z Bullera singularis ATTC
24193 do chitozanovych zrn. Takto imobilizovany enzym pouzili pfi produkci GOS.
Experiment trval 15 dni, v pribéhu kterych zaznamenali 55 % hmot. GOS z
celkovych sacharidil (pfi podatedni koncentraci substratu 100 g.I') a objemovou
produktivitu 4,4 g.I".h". Jiny piiklad vyuZiti imobilizované B-galaktosidasy pfi
produkci oligosacharidl byl popsany také v praci Albayrak a Yang (2002). Enzymem
z A. oryzae imobilizovanym na bavinéné viakno dosahli maximaini produkci 26 %
hmot. z celkovych sacharidi (pfi koncentraci substratu 400 g.!"') a objemovou
produktivitu 106 g.I".h™". Foda a Lopez-Leiva (2000) testovali membranovy pritokovy
reaktor s imobilizovanou B-galaktosidasou pro pfipravu GOS. Nejvyssi produkci (31
% hmot.) dosahli pfi pouziti ultrafiltrované syrovatky s poc¢atecni koncentraci laktozy
20 % hmot. Natolik je syrovatka bohatym zdrojem laktézy, jeji vyuZiti pro produkci
GOS se jevi jako velmi atraktivni.

Je znamo lici zafizeni, které se pouziva pfi vyrobé& imobilizatt, coZ je vyrobek -
biokatalyzator na bazi polyvinylalkoholového nosiCe, ktery se obvykle vyrabi
v podobé Eocky nebo pasku. Smés polyvinylalkoholového gelu a biomasy se nanasi
na nekoneCny nosny pas pomoci kapaciho, liciho mechanismu v pfesnych a pfedem
definovanych davkach, kde se fyzikdlnim procesem Zelirovani pomoci suseni
v prubéhu procesu vyroby zméni v pfilnavou hmotu. V sou¢asné dobé lici zafizeni
pro vyrobu imobilizath na bézi polyvinylalkoholového nosie sestava zliciho
mechanismu usporadaneho pfed suSicim kanalem, uvnitf kterého prochazi
nekoneény pés, napf. z polyetylénu. Lici mechanismus, tzv. lici hlava je opatiena
jednou fadou licich jehel o priméru 0,1 az 2,00 mm, které pulzuji pomoci
elektromagnett s rlznou frekvenci a délkou pulsi a nanaseji nebo liji smés

polyvinylalkoholového gelu a biomasy na nekoneény nosny pas. Lici zafizeni dale

13



- e ¢V LA L 14 e
LR ]

. .
e o8 .o
* &
. .
eted Ao .

289 »
see»
saes
LER S ]
saam

. .
.

* a8 [ X e

zahrnuje rebotnaci ¢ast umisténou v horni Casti suSiciho kanalu, kterou tvofi systém
ostikovacich nizkotlakych trysek, jenz navlh¢uji (rebotnaji) vysuseny vyrobek. Dale

je lici zafizeni opatfeno sbérnou ¢asti, jez tvofi pfitlacna stérka z nerezového plechu

s oplachem, ktery je realizovan pomoci ostfikovacich trysek umisténych nad
nerezovou pfitlaénou stérkou a umisténé na nosném ramu lictho zafizeni, nad
valcem pohonu pasu. Jako zdroj susiciho média je pouzit okolni vzduch nebo vzduch
zbaveny vlhkosti-vody pomoci kontinualniho atmosférického odvlhéovani nebo
kontinualniho vymraZovani, ktery je pfed vstupem do suSiciho kandlu ohfivan
pomoci topnych téles a ktery zajiStuje Zelirovani pomoci suSeni vyrabénych
imobilizatl na bazi polyvinylalkoholového nosi¢e. Lici zafizeni v tomto uspofadani
neni schopno dlouhodobé ekonomické produkce, zviasté pro nesnadné snimani
imobilizatd na bazi polyvinylalkoholového nosi¢e z nosného pasu. Ke stirani a
naslednému sbhéru je pouzito mechanické stérky. Stérka je pevné, tzn. na zakladé
pruznosti, pfitlaCovana k povrchu nosného pasu a nasledné je hmota stirana pres
tuto stérku a odpada do sbérne vany. Toto mechanické odnimani vyrobku z pasu je
znaCné nedokonalé zejména z hlediska tvorby velkych shiuki, aglomeratd
polyvinylalkoholového nosice, tudiz tvorby vyrobku s nizkou nebo nulovou aktivitou.
Nevyhodou je téZ zna¢né mechanické opotfebeni nekoneéného nosného pasu liciho
zafizeni. Déle bylo zjidténo, Ze pfi pouzivani roztokl soli v rebotnaci ¢asti liciho
zafizeni dochazi na povrchu nekonecného pasu k ulpivani soli z rebotnaciho roztoku
v rebotnaci €asti liciho zafizeni a tim ke zméné povrchového napéti nosného pasu
liciho zafizeni a tudiz ke zméné tvaru vyrobku. Tato zména zplsobuje, Ze snimani,
odlepeni imobilizatu z nekone¢ného pasu se neobejde ve vétsiné pfipadl bez jeho

poskozeni a tvorby velkych shiukl, aglomeratd.

Podstata vynalezu
VySe uvedené nedostatky jsou odstranény zpUsobem primyslové vyroby

biokatalyzator(l s biclogicky aktivnim materialem ve formé imobilizovanych enzym(
nebo mikroorganisma, které jsou imobilizovany v polyvinylalkoholovém gelu, a jejich
pouzitim, jehoZ podstata spociva v tom, ze pro jejich primyslovou vyrobu se pouZije
aktivni  biologicky material tvofeny smési volného nativniho, nebo predem
upraveneho agregovaného enzymového katalyzatoru, nebo produkéniho
mikroorganismu, anebo jejich ¢asti a polyvinylalkoholového gelu, poté se tato smés

tvaruje a Zzeliruje v proudu suSiciho vzduchu v teplotnim rozmezi 80 az 15°C se
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Zfetelem krozméru Dbiologicky aktivniho materidlu pfi  zachovani poméru
geometrického povrchu k objemu biokatalyzatoru v&t§im nez 7 mm, a nasledné se
takto vyrobené biokatalyzatory mohou kultivovat nebo skladovat a poté se pouZiji
v biotechnologickych ~ procesech  za  podminek  zaruéujicich  danému
biotechnologickému procesu vy88i produktivitu, vy38i produkéni a enzymatickou
stabilitu, dlouhodobé a opakované pouziti, & definovatelné Fizeni procesu s
naslednou snadnou separaci biokatalyzatoru.

Jednou z hlavnich vyhod technologii s imobilizovanymi bufikami je znafna
redukce provoznich nakladd daného procesu spojena s moznosti opakovaného
pouZiti biokatalyzatoru a kontinualizaci procesu, zachovani vysoké koncentrace
upoutané biomasy v systému a sniZzeni nakladli na separaci biomasy a izolaci
produktu. Pfi kontinualizaci procesu nedochazi k vymyvani biomasy z matrice nosice,
redukuji se i neproduktivni ristové faze, zvySuji se vytézky a dosahuji se vyssi
reakéni rychlosti. Vyhodné je dale i to, Ze zpusob vedeni biotechnologického procesu
podle tohoto vyndlezu ma za disledek redukci potfebnych reak&nich objem,
reakénich Casll, coz se projevuje snizenim jak provoznich nakladi, tak snizenim
investiénich nakladu.

Pro intenzifikaci stavajicich procest odstranovani sloucenin dusiku z pitnych,
uZitkovych a odpadnich vod ve form& plynného dusiku pomoci imobilizovanych
bunék je vyhodné, pouzijeme-li nosi¢ ve tvaru ¢ocky, resp. valce, jehoz vyska je
Ctyfikrat az dvacetkrat mensi nez polomér podstavy, nebo ve tvaru pasky, resp.
kvadru, jehoz jeden rozmer je Ctyfikrat az dvacetkrat mensi nez ostatni dva tak, aby
byly hodnoty poméru (geometrického) povrchu k objemu nosice (S/V) vétsi nez 7
mm™*.

Pro pfipravu biokatalyzatoru uréeného pro odstranéni dusikatého znecisténi z
pitnych, uzitkovych a odpadnich vod je vyhodné, kdyz se do polyvinylalkoholového
gelu uzaviou nitrifikacni nebo denitrifikaéni bakterie, nacez se Zelirovani a tvarovani
smesi polyvinylalkoholového nosi¢e a bakterialnich bunék provede sugenim do tvaru
¢odek nebo paskh v teplotnim rozmezi 80 — 15°C tak, Z2e pomér plochy a objemu
imobilizatd je minimalng 7,0 mm™ a imobilizaty se nasledné vytvrzuji ve vodném
roztoku siranu sodného. Imobilizaty se nasledné kultivuji ve vodném Zivném médiu
s obsahem dusikatého substratu 10 — 1000 mg/l N-NH; a 10-1500 mg/l N-NOs pfi
teploté 20 - 35°C a hodnoté pH 6,0 — 9,5.
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Biokatalyzator obsahujici nitrifikaéni bakterie je pfipravovan oddélené od
biokatalyzatoru obsahujiciho denitrifikacni bakterie. Nasledna kultivace biomasy
obou biokatalyzatord mize probihat pfimo v primyslovych zafizenich urenych pro
nitrifikaci a denitrifikaci.

Na prfipravu imobilizatd, enkapsulaci do PVA matrice, je pouzivana Cista
smésna kultura nitrifikaénich bakterii (Nitrosomonas europeae a Nitrobacter
winogradskiy). Pouzité litotrofni bakterie (pomalu rostouci organismy) ziskavaji
energii pro svoji existenci oxidaci amoniakalniho dusiku (N-NH3), v pfipadé bakterii
Nitrosomonas europeae a oxidaci dusitand (N-NO;) v pfipadé Nitrobacter
winogradskiy.

Na pfipravu imobilizatd, enkapsulaci do PVA matrice, jsou pouZivany
denitrifikaéni bakterie (Paraccocus denitrificans) vyuZivajici dusiénanovy dusik (N-
NO3) jako akceptor elektronu misto kysliku. Denitrifikagni bakterie jsou organotrofni
bakterie, které pro svij rist potfebuji organicky uhlik. Pouzité kultivani roztoky a
nékteré realné primyslové odpadni vody neobsahuji Zadné organické latky, proto je
nutné do systému dodavat organicky uhlik — alkoholy, sacharidy a pod., nejlépe
methanol, nebot je levny, ale produkuije relativné méalo biomasy.

Vyhodné je i to, Ze tvar imobilizatd zaru€uje optimaini vyuZiti celého objemu
gelového nosiCe pro rdst mikroorganismi a tim produkénich, enzymatickych
viastnosti v8ech imobilizovanych mikroorganismG a enzymi, coZz se projevuje
zvySenim specifické  produktivity biotechnologického procesu pouzivajiciho
polyvinyalkoholovych (PVA) imobilizati. Biokatalyzatory pfipravené timto zpisobem
se mohou pouzivat opakované ve vsadkovém, semikontinualnim a kontinualnim

rezimu fermentace.

Pro pfipravu biokatalyzatoru uréeného pro proces vyroby etanolu ze
sacharidickych substrat(, je vyhodné kdyz se do polyvinylakoholového gelu uzaviou
anaerobni bakterie Zymomonas mobilis, naez se zelirovani a tvarovani smési
polyvinylalkoholového nosi¢e a bakterialnich bunék rodu Zymomonas provede
suSenim v teplotnim rozmezi 80 az 15°C a nasledné se imaobilizaty kultivuji ve
vodnim Zivném médiu s obsahem 2 - 25% hmot. sacharidického substratu pfi teploté
20 az 40°C a hodnoté pH 3,5 az 7,0 v pfitomnosti etanolu v rozmezi 1 az 15% hmot.
Pfitom je vyhodné, kdyZ se imobilizované buriky po ukonéeni produkce oddéli od
tekutého podilu a pouZiji opakované na produkci etanolu. Biokatalyzatory pfipravené
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timto zpusobem se mohou pouzivat opakované ve vsadkovém, semikontinualnim
a kontinualnim rezimu fermentace.

Pro pfipravu biokatalyzatoru ur€eného pro proces vyroby kyseliny miééné ze
sacharidickych substratl je vyhodné, kdyZ se do polyvinylakoholového gelu uzavie
termofilni bakterie Bacillus coaqulans a poté se Zelirovani a tvarovani smési
polyvinylalkoholového nosiCe a bunék Bacillus coagulans provede suSenim
v teplotnim rozmezi 80 ~ 15°C pii poméru plochy povrchu a objemu imobilizatiu
v&t8im nez 7,0 mm™ a nasledné se imobilizované bufiky kultivuji ve vodnim Zvném
meédiu s obsahem 2 az 14% hmot. sacharidického substratu pfi teploté 30 az 60°C
a hodnoté pH 5,0 az 7,5 v pfitomnosti kyseliny mlé&né nebo jejich soli v rozmezi 1 az
12% hmot. Vyhodou téz je, Ze se imobilizované bufky po ukon&eni produkce oddéli
od tekutého podilu a pouziji opakované na produkci kyseliny miééné. Biokatalyzatory
pfipravené timto zpusobem se mohou pouZivat opakované ve vsadkovém,
semikontinualnim a kontinualnim reZzimu fermentace.

Pro zvySeni produktivity vyroby kyseliny miééné je vyhodné pouZit kmen
Bacillus coagulans CCM 4318. Tento kmen sam o sobé se vyznacuje vysokou
produktivitou vyroby kyseliny mlé&né a se zfetelem k rozméru biokatalyzatoru pfi
zachovani poméru jeho objemu a plochy minimainé 7,0 mm™ se jeho produktivita
vyroby kyseliny mlééné jesté zvysi.

Pro pfipravu biokatalyzatoru uréeného na pfipravu invertniho cukru ze
sacharozovych roztokl je vyhodné, kdyz se do polyvinylakoholového gelu uzavie
enzym invertaza a poté se zelirovani a tvarovani smési polyvinylalkoholového nosice
a enzymu provede susenim v teplotnim rozmezi 80 — 15°C, pfic¢emz pomér plochy
a objemu imobilizatd je minimalng 7,0 mm™ a takto imobilizovany enzym se pouZije
na hydrolyzu sacharézovych roztokl s obsahem 2 az 50% hmot. sacharidického
substratu pfi teploté od 20 do 50°C a hodnoté pH 3,5 aZz 7,0.

Vyhodné je, kdyZ se imobilizovana invertdza po ukonceni hydrolyzy oddéli od
tekutého podilu a pouZije se opakované na produkci invertniho cukru, pfiemz se
hydrolyza sachar6zy pomoci imobilizované invertazy provadi ve vsadkovém,
semikontinualnim a kontinualnim rezimu .

Prezentovany zplisob imobilizace invertazy do polyvinylalkoholového gelu
(PVA), je zaloZeny na vysuSovani gelu v proudu susiciho vzduchu a v gradientu
teploty 80 az 15°C, pficemZ muaZe dochazet k interakci mezi funkénimi skupinami

gelu ainvertazy. Tvar imobilizatu, kdyz pomér plochy a objemu imobilizatd je
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minimalné 7,0 mm™', zabezpeduje optimalni vyuziti celého objemu gelu a dosazeni
vysokych specifickych aktivit invertdzy. Enzym imobilizovany timto zplsobem se
z matrice nevyplavuje a muize se pouzit ve vsadkovém, semikontinualnim
a kontinualnim rezimu.

Pro pfipravu biokatalyzatoru uréeného na pfipravu D-glukézy z vy38ich
sacharid( pfipravenych &asteénou hydrolyzou Skrobu je vyhodné, kdyZz se do
polyvinylakoholového gelu uzavie enzym glukoamylazy a poté se Zelirovani a
tvarovani smési polyvinylalkoholového nosiCe a enzymu provede suSenim
v teplotnim rozmezi 80 — 15°C, pfiemZz pomér plochy a objemu imobilizatd je
minimaln& 7,0 mm™ a takto imobilizovany enzym se pouZije na hydrolyzu vy3sich
sacharidl pfipravenych ¢asteénou hydrolyzou $krobu s obsahem 2 aZ 40% hmot.
sacharidického substratu pfi teploté 20 az 45°C a hodnoté pH 3,56 a2 7.

Pro zamezeni vymyvani glukoamylazy je vyhodné, kdyz se imobilizace
enzymu do polyvinylalkoholového gelu (PVA), déje za vysuSovani v proudu vzduchu
a vgradientu teploty 80 — 15°C, kde mlZe dochazet kinterakci mezi funkénimi
skupinami gelu a glukoamylazou. Enzym imobilizovany timto zplsobem se z matrice
nevyplavuje a mize se pouzivat ve vsadkovém, semikontinualnim a kontinualnim
rezimu. Takto pfipraveny sacharidicky substrat obsahujici glukézu je mozné vyuzit ve
fermentacnim a potravinarském pramysiu.

Vyhodné je i to, kdyZ se imobilizovand glukoamylaza po ukonéeni hydrolyzy
oddéli od tekutého podilu a pouZije se opakované pro produkci glukézy.

Vyhodné je téz i to, Ze se hydrolyzy pomoci imobilizované glukoamylazy provadi
v batch, fed-batch a kontinualnim rezimu.

Vyhodou je, Ze imobilizovand glukoamylaza se pouzije na sacharifikaci
Skrobnatého substratu v procesu fermentaéni produkce etanolu.

Vyhodu je, Zze se imobilizovana glukoamylaza pouZie na sacharifikaci

Skrobnatého substratu v procesu fermentaéni produkce kyseliny miééné.

Pro pfipravu biokatalyzatoru uréeného na hydrolyzu laktozovych roztokd,
pfipravu D-galaktosy, D-glukosy a galaktooligosacaharid(i z laktozovych roztokl je
vyhodné, kdyZ? se do polyvinylakoholového gelu uzavie enzym B-galaktosidasa a
poté se Zelirovani a tvarovani smési polyvinylalkoholového nosi¢e a enzymu provede
suSenim v teplotnim rozmezi 80 — 15°C, pfic¢emz pomér plochy a objemu imobilizatla

je minimalng 7,0 mm” a takto imobilizovany enzym se pouZije na hydrolyzu

18



es s800

" o0

e 000
.

. .

soes B e .

laktézovych roztokd s obsahem 2 az 50% hmot. sacharidického substratu pfi teploté
od 20 do 60°C a hodnoté pH 3,0 az 7,0.

Vyhodné je, kdyZz se imobilizovana B-galaktosidasa po ukonéeni hydrolyzy
oddéli od tekutého podilu a pouZije se opakované na produkci D-galaktosy, D-
glukosy a galaktooligosacharidu, priéemz se hydrolyza laktézy pomoci imobilizované

B-galaktosidasy provadi ve vsadkoveém, fed-batch a kontinualnim reZimu.

Zafizeni k vyrobé imobitizovanych biokatalyzator( tvofi produkéni primyslové
zafizeni umoznujici optimalizaci objemu a plochy biclogického nosi¢e v zavislosti na
rozmérech biologicky aktivniho materidlu obsahujici kapaci, lici mechanismus
uspofadany pfed suSicim kandlem, kterym prochazi nekonecny pas, jehoz podstata
spoCiva v tom, Ze je opatfeno alespon jednou lici hlavou opatfenou dvéma fadami
licich jehel, ktera je napojena na tlakovy temperovany zasobnik a kompresor,
nosnym pasem a systémem suSeni, jenz tvofi zdroj suSiciho vzduchu
prostfednictvim ventilatoru dopravovaného do vzduchotechnického rozvodu s
viazenymi topnymi télesy a Usticim do horniho suSiciho kanalu, dale dolnim
dosudovacim kanalem a rebotnaci vanou, mezi nimiz je uspofadano stiraci a sbérné
zafizeni konstruované na principu mechanického stirani a vysokotlakého ostfiku,
jenZ je spojeno potrubim s viazenym vysokotlakym Cerpadlem a nizkotlakym
Cerpadlem a Usticim do sbémé vany s chlazenim a dale oplachovy box
pro oistovani nosného nekonegného pasu pomoci trysek napojenych na nizkotlaké
Cerpadlo, jenz je spojeno pomoci potrubi soplachovou vanou, ve které je
demineralizovanéa voda.

Zafizeni podle tohoto vynalezu vytvafi zcela novou sestavu primyslového
liciho zafizeni, které sestava z jedné nebo dvou licich hlav se dvéma fadami licich
jehel o priméru 0,1 az 2,00 mm, které pulzuji pomoci elektromagnetd s riiznou
frekvenci a délkou pulsu, nosného pasu sfizenym pohonem, susiciho kanalu
s protiproudnim su8enim, z rebotnaci vany, sbé&rného, samostatného nizkotlakového
oplachoveho systému a dolniho susiciho kanalu s protiproudym susenim v dolni
Casti liciho zafizeni. Vyhodou je i to, Ze soucasti zafizeni je samostatny systém
vysokotlakého ostfiku pomoci vodného roztoku soli ve sbémé vand, zahrnujicl
vysokotlake Cerpadlo pro dodavku tlakové vody pro vysokotlaké trysky. Timto je
dosazeno posileni u€innosti mechanického stirani hmoty z pasu.
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Zanedbatelné neni ani to, Ze zafizeni v tomto uspofadani a speciéiné s timto
typem sbérného a oplachového zafizeni je schopno zajistit nepfetrzitou a
ekonomickou primyslovou vyrobu imobilizatl na bazi polyvinylalkoholového nosice.

Pro bezchybnou funkei stiraciho, sbérného zafizeni, které je sou&asti liciho
zarizeni, je vyhodné, kdyz je tvofeno bolnim rdamem, v némZ je usporadana
mechanickd polymerni stérka umisténa na nerezovém pfitlacném mechanismu
s pruzinovym pritlanym mechanismem a ostfikem pomoci systému vysokotlakych
trysek upevnénych na nosném nerezovém trubkovém rozvodu uchyceném v ramu a
umozfiujici ostfik pod Ghlem 45° az 80°, pfitemz pro ¢isténi vnitini i vnéjsi strany
nosného pasu jsou za mechanickou polymerni stérkou s pruZinovym mechanismem
napevno umistény dolni a horni stérka s polymernimi kartaci a pro doCistovani
nosného pasu od vyrobku v misté jeho vystupu zramu je tento opatfen jedté dale
dolni a horni polymerni st8rkou. Vyhodou je i to, Ze navrzeny mechanizmus stiraciho,
sbérného zafizeni oCistuje i druhou stranu nekonecného nosného pasu a to i tehdy
je-li jeho vnitfni povrch nerovny, vinity nebo drsny.

Rovnéz Ize zafizeni podle tohoto vynalezu pouzit na stirani ostatnich pfilnavych

latek k nosnému pasu pfi vyrobach jinych ulpivacich hmot.

Piehled obrazkl na vykresech

Vynalez bude blize osvétlen pomoci vykresu, kde obr.1 znazoriiuje schéma
liciho stroje, obr.2 schéma rebotnaci nadrze, obr. 3 Castecny rfez sbérnym zafizenim

a obr.4 schéma oplachového boxu.

Pfiklady provedeni vynalezu

ZpUsob vyroby a pouZiti vy$e jmenovanych nosi¢l v procesu odstrafiovani
dusiku z odpadnich vod pomoci imobilizovanych nitrifikanich a denitrifikadnich

bunék v polyvinylalkoholovém gelu bude objasnéno v nasledujicich pfikladech.

Priklad 1

Imobilizat - biokatalyzator pro nitrifikaci byl pfipraven enkapsulaci &isté smésné
kultury nitrifikaCnich bakterii (Nitrosomonas europeae a Nitrobacter winogradskiy) do
PVA-hydrogelu.
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Imobilizat - biokatalyzator pro denitrifikaci byl pfipraven enkapsulaci denitrifikacnich
bakterii (Paraccocus denitrificans).
Imobilizace byla provedena tak, Ze byl pfipraven roztok PVA, ktery obsahoval 100 g
PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG (polyetylenglykol), 790g destilované vody. Do takto
pfipraveného roztoku bylo pfidano 50 ml homogenni suspenze biomasy tak, aby
vysledna koncentrace bunék byla 0,60 g bunék na 1 dm® gelu. Takto pfipravena
smés bunék v PVA roztoku odkapavala na tvrdy podklad a nasledné je tato smés
sitovana a tvarovana v proudu suchého vzduchu pfi gradientu teploty: pfi 80 az
15°C. Poté byly imobilizaty, u kterych byl pomér plochy a objemu imobilizatu
minimaing 7 mm™, pfeneseny do roztoku siranu sodného (0,1 mol/l) a chloridu
amonneho (0,01 mol/t) na dobu 60 minut. Po odfiltrovani byly imobilizaty kultivovany
nebo uskladnény ve skladovacim mediu pfi 4°C.
Batch kultivace probihala ve vodném Zivném médiu s postupné se zvy3ujicim
obsahem dusikatého substratu 50 — 500 mg/l N-NH; v pfipadé nitrifikant(, pfi které
probéhla kultivace bakterii pfi pH 7,0 a koncentraci rozpusténého kysliku vétsi nez
1,5 mgl/l.
V pfipadé denitrifikadnich mikroorganism( probihala batch kultivace ve vodném
kultivatnim mediu s obsahem dusikatého substratu 200 mg/l N-NO3; a dalSich
nutriet pfi teploté 20 az 35°C a pH 7,8 v pfitomnosti methanolu jako C-substratu.
Po kultivacich obsah biomasy v obou biokatalyzatorech &inil cca 60 az 80 mg susiny
biomasy na 1000 ml PVA.

Takto pfipravené imobilizaty byly podrobeny opakovanym batch fermentacim.
V reaktoru s efektivnim objemem 17 litrd, s obsahem 15 litr(i syntetické odpadni vody
(OV) s obsahem cca 800 mg/l N-NH; a 2000g biokatalyzatoru s enkapsulovanymi
nitrifikaCnimi  bakteriemi byla nitrifikace (odstrafiovani amoniakalniho dusiku)
dokon&ena po 4 hodinach, coz pfedstavuje rychlost nitrifikace cca 1500 mg N-NH,
/hod.kg biokatalyzatoru, resp. cca 4,8 kg N-NHs /m® OV.d a 36 kg N-NH; /m*
biokatalyzatoru.d.
V reaktoru s efektivnim objemem 15,8 litrll, s obsahem 15 litr(i syntetické odpadni
vody o koncentraci 800 mg/l N-NO; a 800g biokatalyzatoru s enkapsulovanymi
nitrifikacnimi bakteriemi byla denitrifikace (odstrafiovani dusi¢nanového dusiku)
dokonCena po 3 hod v pfitomnosti methanolu jako C-substratu, coz pfedstavuje
rychlost denitrifikace cca 2000 mg N-NOg/hod.kg biokatalyzatoru, resp. cca 6 kg N-
NOz/m® OV.d a 45 kg N-NOg/m? biokatalyzatoru.d.
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Priklad 2

Imobilizaty pfipravené a kultivované jako v pfikladu 1 byly pouZity pro
odstrafovani dusikatého znecisténi z rediné odpadni vody s vysokym obsahem
dusikatého znecisténi 200 — 1000 mg/l N-NH; a prakticky nulovou CHSK v
kontinualnim uspofadani nitrifikace a denitrifikace.

K testovani soucasné probihajici nitrifikace a denitrifikace byla pouZita
kontinualni modelova jednotka, kde efektivni objem michaného nitrifikatnim reaktoru
&inil 17 litrG a efektivni objem v michaném denitrifikacnim reaktoru 3,8 litru. Pritok
redlné primyslové odpadni vody byl 35 I/den s obsahem cca 1600 mg/l N-NHj.

Do nitrifikadniho  reaktoru  bylo  pfidano  2000g  biokatalyzatoru
s enkapsulovanymi nitrifikacnimi bakteriemi. Do denitrifikaniho reaktoru bylo pfidano
800g biokatalyzatoru s enkapsulovanymi denitrifikaCnimi bakteriemi.

Béhem nékolikatydenniho pokusu byla dosahovana primérna rychlost
nitrifikace cca 1000 mg N-NH,4 /hod.kg biokatalyzatoru pfi 95% Géinnosti nitrifikace a
primérna rychlost denitrifikace v pfitomnosti methanolu jako C-substratu cca 1600
mg N-NOj; /hod.kg biokatalyzatoru. Rychlost odstrafovani dusikatého znecisténi
&inila tedy cca 1,6 kg/m® OV.d.

Pfiklad 3

Imobilizaty pfipravené a kultivované jako v prikladu 1 byly pouzity pro
odstranovani dusikatého znecisténi z readlné odpadni vody s vysokym obsahem
dusikatého znecisténi 200 — 1000 mg/l N-NH; a vysokou CHSK (> 1000 mg/l) v
kontinualnim uspofadani nitrifikace a denitrifikace.

Takto pfipravené imobilizaty byly podrobeny batch fermentacim. V reaktoru s
efektivnim objemem 17 litrG, s obsahem 15 litr(i syntetické odpadni vody (OV)
s obsahem cca 800 mg/l N-NHs; a 2000g biokatalyzatoru s enkapsulovanymi
nitrifikacnimi  bakteriemi byla nitrifikace (odstrafiovani amoniakalniho dusiku)
dokoncena po 12 hodinach, coZ pfedstavuje rychlost nitrifikace cca 500 mg N-NH,4
/hod.kg biokatalyzatoru, resp. cca 1,6 kg N-NH, /m®> OV.d a 12 kg N-NH, /m®
biokatalyzatoru.d.

V reaktoru s efektivnim objemem 15,8 litrG, s obsahem 15 litr(i syntetické
odpadni vody o koncentraci 800 mg/ N-NO; a 800g biokatalyzatoru

s enkapsulovanymi nitrifikaCnimi  bakteriemi byla denitrifikace (odstrafiovani
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dusi¢nanového dusiku) dokonéena po 6 hodinach v pfitomnosti methanolu jako C-
substratu, coZ predstavuje rychlost denitrifikace cca 1000 mg N-NOs/hod.kg
biokatalyzatoru, resp. cca 3 kg N-NOym® OV.d a 225 kg N-NOim®

biokatalyzatoru.d.

Zpisob vyroby a pouziti vy$e jmenovanych nosi¢il v procesu vyroby kyseliny miééné
ze sacharidickych substratl pomoci imobilizovanych bunék Bacillus coagulans

v polyvinylalkoholovém gelu bude objasnéno v nasledujicich pfikladech.

Priklad 4

Pfipravi se spo6rova suspenze Bacillus coagulans CCM 4318 tak, Ze ze zasobni
kultury se ockuje 0,2 cm® na povrch MRS agaru s pfridavkem sterilniho CaCQO; (3 h,
160°C) v P. miskach (@ 9 cm). Inkubace probiha 72 h pfi 50°C v laboratornim
termostatu. Potom se vysporulovana kultura prevrstvi 5 cm® sterilni destilované vody
a prenese do Erlenmayerové banky. Takto ziskana suspenze se inkubuje 25 min pfi
70°C a nasledné se pouZije na imobilizaci do polyvinylalkoholového (PVA) gelu.
Pripravi se roztok PVA, ktery obsahuje 100 g PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG
(polyetylenglykol), 790g destilované vody. Do takto pfipraveného roztoku se pfida 50
ml homogenni suspenze biomasy tak, aby vysledna koncentrace bunek byla 0,67 g
bunék (susina) na 1 dm* gelu. Takto pfipravena smés bunék v PVA roztoku se kape
na tvrdy podklad a nasledné je tato smés sitovana a tvarovana v proudu suchého
vzduchu pfi gradientu teploty: pfi 80 az 15°C. Poté se imobilizaty, u kterych je pomér
plochy a objemu imobilizatu minimalng 7 mm™, pfenesou do roztoku siranu sodného
(0,1 mol) na 60 minut. Po odfiltrovani se imobilizaty pouZziji v batch fermentacich
nebo se uskladriuji v sterilni vodovodni vodé pfi 4°C.
Propagace biomasy se provadi v opakovanych batch fermentacich v 5 | laboratornim
fermentoru s2,6 | produkéniho meédia. Produkéni médium obsahuje v 1 litru
destilované vody 60g sacharozy, 10 g kvasniéného extraktu, 1g (NH4),HPO,, 0,2¢g
MgS0..7H20, 0,05g MnSO4.4H,0, 0,01g FeS04.7H,0. Produkéni médium se kratce
povafi, ochladi na 60°C a poté se pfida 400 g vihkych imobilizatl. Teplota se
v pribéhu 1 hodiny postupné snizi na 45°C, pH se necha spontanné poklesnout
z 6,9 na hadnotu 5,0 a nasledné se udrzuje v dal$im priibéhu fermentace na hodnoté
5,8 pfidavkem 26% vodnym roztokem amoniaku. Fermentace probihd vsadkovym

zplsobem, za stalého michani (200 ot./min.). Po vyZerpani sacharidického substratu
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se imobilizaty odseparuji z fermentaéniho média a pouZiji do nové fermentace.
Nésledné se uskuteéni série 9 batch fermentaci podobnym zplsobem
v nasledujicich podminkach: druha az pata konverze probiha pfi teploté 50°C a pH
6,0 a Sestd aZ desata pfi teploté 52°C a pH hodnoté 6,3. V pribé&hu opakovanych
fermentaci se zkrati celkova doba fermentace z 48 hodin (prvni konverze) na 12
hodin (10 konverze) pfi vytéZnosti kyseliny miééné 91-93%. Koncentrace biomasy

v PVA gelu se po 10. konverzi zvysi na 0,065¢bunak/Gimoilizéty-

Priklad 5

Slozeni médii, pfiprava imobilizatd i batch fermentace jsou analogické jako
v pfikladé 4, jenom misto sacharézy pouZijeme v produkénim médiu glukozu (60 g/l).
V 10. konverzi se po 14 hodinach fermentace nachazelo v médiu 55,2 g/l kyseliny

miégné a 1,2 g/l glukdzy.

Priklad 6

350 g vlhkych imobilizatd pfipravenych postupem uvedenym v pikladu 4 se
prenese do 6 | fermentoru a pFida se 2 dm® produkéniho média, které obsahuje v 1
litru destilované vody 60g sacharozy, 5,0g kvasni¢ného extraktu, 0,8g (NH4),HPOy4,
0,29 MgS0,.7H.0, 0,059 MnS04.4H,0, 0,01g FeS04.7H,0. Fermentace probiha
vsadkovym zplsobem, za staleho michani (200 ot./min.) pfi teplot¢ 52°C, pH je
udrzovano pridavkem roztoku amoniaku (26%) na hodnoté 6,3. Po poklesu
koncentrace sacharézy na hodnotu 20 g.dm™ se zaénou postupné davkovat 2 litry
produkéniho média stejného slozeni s obsahem sacharézy 140 g/l takovou rychiosti,
aby koncentrace zbytkové sachardzy ve fermentoru se udrzovala v rozmezi 15 az 30
g/l. Za 15 hodin je obsah kyseliny mlééné v médiu 93,5 g.dm™, zbytkova sacharoza
je26gl

Piiklad 7

SloZeni médii a postup pfipravy imobilizatd je identicky jako v pfikladu 5. 350 g
imobilizatd se po 10. konverzi pfenese do 6 | fermentoru a pfida se 2,5 dm?
produkcniho media, které obsahuje v 1 litru destilované vody 60g glukozy, 5,0g
kvasnineho extraktu, 0,89 (NH4);HPO4, 0,2g MgS0,.7H,0, 0,05g MnSQ,4.4H,0,
0,01g FeS04.7H20. Fermentace probiha za stalého michani (200 ot./min.) pfi teploté

52°C, pH je udrzovéno pfidavkem roztoku amoniaku (26%) na hodnoté 6,3. Po
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poklesu koncentrace glukézy na hodnotu 20 g.dm™ se zagne postupné davkovat
produkéni médium a odebirat vyfermentované médium stejného sloZeni takovou
rychlosti, aby koncentrace zbytkové sachardzy v reaktoru se udrZzovala v rozmezi 15
a? 30 g/l, aby koncentrace zbytkové glukozy byla vrozmezi 10 aZ 15 g/dm® a
aktualni koncentrace kyseliny mlééné v rozmezi 40 az 48 g.dm™. Fermentace se
provadi nepfetrZité 40 dni, pficemz primérna objemova produktivita zafizeni se

pohybuje v rozmezi 13,5 a2 17,0 (gk misze.dm™>.h").

Zplsob vyroby a pouZiti vy$e jmencovanych nosicl v procesu vyroby etanolu ze
sacharidickych substrati pomoci imobilizovanych bunék Zymomonas mobilis

v polyvinylalkoholovém gelu bude objasnéno v nasledujicich pfikiadech.

Piiklad 8

Pfipravi se 100 ml kultivatniho média v 250 m! kultivacni bance (sterilizace 20
min. pfi 121°C). Kultivatni médium obsahuje v 1 litru destilované vody 5g
kvasnitného extraktu, (NH4)SO4 19, MgS04.7H,0 0,5 g, KH,PO, 19, glukosa 100g
(pH 5az 5,5). Takto pfipravené medium se naocékuje kulturou Zymomonas mobilis
CCM 2770, narostiou na tuhém kultivanim médiu a kultivuje se 24 az 48 hodin
staticky pfi teploté 30°C. Takto pfipravena biomasa se pouzije jako inokulum (10%
obj.) do 100 ml kultivacniho média pfedesiého slozeni v 250 mi kultivaénich barnkach.
Po 12 hodinach statické kultivace pfi 30°C se mikroorganismus opét prenese do
kultivacniho média (5% obj.). Kultivace se provadi pfi teploté 30°C do hodnoty susiny
biomasy 1,2 g.dm™, v prib&hu kultivace je vyhodné médium mimé promichat. Po
skonCeni kultivace se biomasa oddéli centrifugaci (5500 ot./min., 25 min) a pouzije
na imobilizaci.

Pfipravi se roztok PVA, ktery obsahuje 100 g PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG
(polyetylenglykol), 790 g destilované vody. Do takto pfipraveného roztoku se pfida 50
ml homogenni suspenze biomasy tak, aby vysledna koncentrace bunék byla 0,56 ¢
bunk na 1 dm® gelu. Takio pfipravena smés bunék v PVA roztoku se kape na tvrdy
podklad a nasledné se tato smés situje a tvaruje v proudu suchého vzduchu v
gradientu teploty: 80°C aZz 15°C. Poté se imobilizaty, u kterych je pomér plochy a
objemu imobilizatu minimalng 7 mm™, pfenesou do roztoku siranu sodného 0,1
mol/l) na 30 aZ 60 minut.
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Biomasa bakterii v imobilizatech se propaguje v 6 dm® laboratomnim fermentoru
vzdy s 3 dm® sterilniho kultivaéniho média v procesu fermentace nasledovng: 23 %
obj. imobilizatu v kultivaénim médiu se za stalého michani (80 ot./min.) vsadkovym
zplsobem kultivuje tak, Ze pH kultivaéniho média se upravi na 6,5 a spontanné se
necha poklesnout na pH=4,0 pfi teploté 25°C. Tekuta faze se odstrani a
k imobilizatim se pfida erstvé médium a proces se 1 krat zopakuje. Poté se tekuta
faze odstrani a k imobilizatim se pfida Cerstvé médium a hodnota pH se upravi na
6,5 (1M roztokem NaOH). Poté se spontanni fermentaci za stalého michani (80
ot/min.) necha hodnota pH poklesnout na pH=5 a fermentace se nasledné provadi do
vyéerpani glukézy. Tekuta faze se odstrani, k imobilizovanym bufkam se pfida
Cerstvé meédium a proces se zopakuje 6-krat. V takto pfipravenych imobilizatech se
zvy$i susina bunék na 65,8 g bunék/dm® gelu.

K takto pfipravenym imobilizovanym buiikam (450 g vihkého biokatalyzatoru) se
pfida 2,2 dm? sterilniho produkéniho média s obsahem glukézy 150 g.dm™ a pH=5,5.
Fermentace probihd v5 | bioreaktoru za stalého michani (80 ot./min.), pH je
udrZovano pridavkem roztoku NaOH (2 mol/dm®) na hodnoté 5,0 pti teploté 30°C. Za
11 hodin fermentace obsahuje medium 73,8 g.dm™ etanolu, pfic¢emz zbytkova
koncentrace glukdzy je 1,8 g.dm?. Specifickd produktivita etanolu Zymomonas

mobilis imobilizovaného do PVA nosice pfitom dosahuje 202 mgetano/mlger/h.

Piiklad 9
450 g vihkych imobilizatd, pfipravenych postupem uvedenym v pfikladu 8, se

pfida do 2,2 dm® produkéniho média s obsahem glukézy 200 g.dm™ (pH=5,0).
Fermentace probiha vsadkovym zplsobem, za stalého michani (80 ot./min.), pH je
udrzovano pfidavkem roztoku NaOH (2 mol.dm™) na hodnoté 5,0 pfi teploté 30°C.
Timto postupem se provede 6 fermentaci. Za 13 hodin je obsah etanolu v médiu po
kazdé z konverzi min. 94,0 — 98,0 g.dm™ a zbytkova glukéza je 3 az 8 g.dm™ (tj. 94

az 98 % teoreticke vytéZnosti).

Pfiklad 10

Pouziji se imobilizaty pfipravené a propagované postupem uvedenym v piikladu
9. Ke 450 g imobilizatd se pfida 1050 ml produkéniho média s koncentraci glukozy
150 g.dm? (imobilizaty tvofi 30 % objemu fermenta¢niho média). Fermentace

probihd vsadkovym zpusobem, za stalého michani (80 ot./min.), pH je udrZovano
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pfidavkem roztoku NaOH (2 mol/dm®) na hodnoté 5,0 pfi teploté 30°C. Po poklesu
koncentrace glukozy na hodnotu 20 g.dm™ se zatne postupné davkovat 1500 mi
kultivaéniho média s koncentraci glukdzy 320 g.dm™ takovou rychlosti, aby
koncentrace zbytkové glukozy ve fermentoru se udrzovala v rozmezi 15 az 30
g.dm™, Za 20 hodin je obsah etanolu v médiu 113,5 g.dm?, tj. 91 % teoretického

vyt&ku, zbytkova glukdza je 4,6 g.dm™.

Piiklad 11

Pouziji se imobilizaty Z.mobilis CCM 2770 pfipravené a propagované postupem
uvedenym v pfikladu 8. 450 g vihkych imobilizat( se pfenese do 2,2 dm?® kultivagniho
média s 150 g.dm™ glukozy, pH upravenym na hodnotu 5,0. Fermentace se provadi
pfi pH =5,0 a teploté 30°C. Po poklesu obsahu glukézy ve fermentoru na 10 az 20
g.dm™ se do fermentoru za&ne kontinualné davkovat kultivaéni médium s obsahem
150 g.dm™ glukdzy a odebirat vyfermentované médium takovou zfedovaci rychlosti,
aby koncentrace zbytkové glukdzy ve fermentoru byla v rozmezi 17az 30 g.dm™ a
aktualni koncentrace etanolu v rozmezi 58 az 65 g.dm™. Fermentace se provadi
nepfetrzité 50 dni, pfitem2 objemova produktivita zafizeni byla 30 Getang.dm™>.h™",

coz odpovida specifické produkci etanolu 140 mgetano/Mlgel/h.

Priklad 12

Postup je analogicky, jako v pfikladé 8, jako produkéni mikroorganismus se
pouzije Zymomonas mobilis subsp. pomacii CCM 2771. Za 15 hodin fermentace
obsahuje medium 68,3 g.dm™ etanolu, pficemz zbytkova koncentrace glukosy je 6,8

g.dm?,

Zpusob vyroby a poufZiti vy$e jmenovanych nosicl pro pfipravu invertniho cukru
ze sacharozovych roztokd pomoci enkapsulované invertazy v polyvinylalkoholovém

gelu bude objasnéno v nasledujicich pfikladech.

Priklad 13

Pfipravi se roztok PVA, ktery obsahuje 100 g PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG
(polyetylenglykol), 790 g destilované vody. Do takto pfipraveného roztoku se pfida 50
mi enzymového preparatu Invertase (Sigma) (koncentrace enzymu 100 g/l). Takto

pfipravena smés enzymu v PVA roztoku se kape na tvrdy podklad a nasledneé se tato
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smés situje a tvaruje v proudu suchého vzduchu v gradientu teploty: 80 - 15°C.
Potom se imobilizaty u kterych je pomér plochy a objemu imobilizatu minimalné 7
mm™”, pfenesou do roztoku siranu sodného (0,1 mol/l) na 10 az 120 minut.
Pfipravené imaobilizaty se mohou uskladnit v 10 mM acetatovém pufrovacim roztoku
(pH = 4,5) pfi teploté 4°C.

Takto pfipraveny imobilizovany enzym se mulzZe pouzit na proces hydrolyzy
sacharézy rozpusténé v 10 mM acetatovém pufru spH = 4,5 K1000 ml
sacharézového roztoku (100 g/l) se pfida 120 g imobilizované invertazy. Hydrolyza
probiha za stalého michani (80 ot./min.) vsadkovym zpUsobem pifi teploté 30°C. Za

50 min hydrolyzy je sachardza kompletné hydrolyzovana na glukézu a fruktézu.

Priklad 14

120 g vlhkych imobilizata, pfipravenych postupem uvedenym v prikladu 13, se
pfidad do 1000 ml sacharézového roztoku o koncentraci 450 g/l (pH=4,5, acetatovy
pufr 10 mM) pfi teploté 30°C. Hydrolyza probiha vsadkovym zplisobem, za stalého
michani. Timto zplsobem za 360 minut je zbytkova koncentrace sacharézy 10,1 g/l.

Priklad 15

120 g vihkych imobilizatd, pfipravenych postupem uvedenym v pfikladu 13, se
pfida do 1000 ml sachar6zového roztoku o koncentraci 280 g/l (pH=4,5, acetatovy
pufr 10 mM) pfi teploté 30°C. Hydrolyza probiha vsadkovym zplsobem, za stalého
michani. Timto zptsobem za 240 minut je zbytkova koncentrace sacharozy 1,8 g/l.
Tekuta faze se po hydrolyze odstrani, aimobilizovana invertaza se pouzie na
opakovane vsadkové hydrolyzy vy$e popsanym postupem. Po 6 konverzich je
Zbytkova koncentrace sachardzy po 240 min hydrolyzy 3 g/l.

Pfiklad 16

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v piikladu 13. 25 g
vihkych imobilizatl se prenese do 0,5 | melasy s koncentraci sacharézy 120 g/l, pH
4,5 (upravené H,S0O,). Hydrolyza probiha pii pH = 4,5, teploté 30°C a michani 200
ot/min. Po poklesu sachardzy ve fermentoru na 30 az 40 g/l se do fermentoru za¢ne
kontinualng davkovat melasa s koncentraci 120 g/l a odebirat hydrolyzované médium

takovou rychlosti, aby byla koncentrace sachardézy 30 az 40 g/l (66 az 75 %
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konverze). Pfi takovémto rezimu hydrolyzy je specificka aktivita imobilizatu 0,35 g/g.h

(g rozstépené sacharézy na g imobilizatu za h).

Piiklad 17

Pouziji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v pfikladu 13. 25 g
vihkych imobilizatd se pfenese do 0,5 | melasy s koncentraci sacharézy 120 g/l, pH
4,5. Hydrolyza probihé pfi pH = 4,5, teploté 45°C a michani 200 ot/min. Po poklesu
sachar6zy v fermentoru na 30 az 40 g/l se do fermentoru zane kontinualné davkovat
melasa s koncentraci 120 g/l a odebirat hydrolyzované médium takovou rychlosti,
aby byla koncentrace sacharozy 30 az 40 g/l (66 az 75 % konverze). Pii tomto
rezimu hydrolyzy, ktera se provadi nepfetrzité 500 h je specificka aktivita imobilizatu

0,65 az 0,60 g/g.h (g rozStépene sachardzy na g imobilizatu za h).

Zpusob vyroby a pouziti vySe jmenovanych nosicll v procesu vyroby glukdzy ze

Skrobovych hydrolyzath pomoci enkapsulované glukoamylasy

v polyvinylalkoholovém gelu bude objasnéno v nasledujicich piikladech.

Priklad 18

Pfipravi se roztok PVA, ktery obsahuje 100 g PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG
(polyetylenglykol), 790 g destilované vody. Do takto pfipraveného roztoku se piida 50
ml enzymového preparatu SUN Ultra L (Novozymes). Takto pfipravend smés
enzymu v PVA roztoku se kape na tvrdy podklad a nasledné se tato smés Zeliruje a
tvaruje v proudu suchého vzduchu pfi gradientu teploty: 80 - 15°C. Potom se
imobilizaty u kterych je pomér plochy aobjemu imobilizatu minimaing 7 mm™,
prenesou do roztoku siranu sodného (0,1 moll) na 10-120 minut. Pfipravené
imobilizaty se mohou uskladnit v30 % hmot. glukéze, rozpusténé v 10 mM
acetatovém pufrovacim roztoku (pH = 4,5) pfi teploté 4°C.

Timto zplsobem pfipraveny imobilizovany enzym se pouzije na hydrolyzu
Skrobového hydrolyzatu, napf. maltézového sirupu (sloZeni: vy$$i sacharidy 33%,
maltotrioza 20 %, maltdza 53 %, glukéza 4 %), rozpusténého do 10 mM acetatového
pufrovaciho roztoku s pH = 4,5. K 1000 ml takto pfipraveného roztoku s koncentraci

sacharidd 100 g/l se pfida 120 g imobilizované glukoamylazy. Hydrolyza probihala za
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stdlého michani (200 ot./min.) vsadkovym zplsobem pfi teploté 30°C. Po 60
minutach hydrolyzy médium obsahuje 70 az 80 g/l glukézy.

Pfiklad 19

K 200 g vihkych imobilizatd, pfipravenych postupem uvedenym v piikladu 18 se
pfida 5000 ml maltdzového média o koncentraci 250 g sacharid/l (pH=4,5) pfi
teploté 40°C. Hydrolyza probiha vsadkovym zpusobem, za stalého michani. Timto
zpusobem za 6 hodin vznikne 180 g/l glukézy. Tekuta faze se po hydrolyze odstrani,
a imobilizovana glukoamyldza se pouzie na opakované vsadkové hydrolyzy vySe
uvedenym postupem. Po 6. konverzi je koncentrace vyprodukované glukozy po 6
hodinach hydrolyzy 178 g/l.

Priklad 20

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v prikladu 18. 25 ¢
vihkych imobilizata se pfenese do 0,5 | maltézového sirupu o koncentraci sacharid(
100 g/l, pH 4,5. Hydrolyza probiha pfi pH = 4,5, teploté 30°C a michani 200 ot/min.
Po narQstu koncentrace glukézy ve fermentoru na 55 az 65 g/l se do fermentoru
zaCne kontinualné davkovat maltézovy sirup s koncentraci sacharidd 100 g/l
a odebirat hydrolyzované médium takou rychlosti, aby byla koncentrace glukozy 50
az 60 g/l (50 az 60%-ni konverze). V tomto reZimu hydrolyzy kterd se provadi
nepretrzité 900 h je specificka aktivita imobilizatu 0,3 az 0,4 g/g.h (g vyprodukované

glukézy na g imobilizatu za h).

Priklad 21

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v piikladu 18. 25 g
vihkych imobilizatd se pfenese do 0,5 | maltézového sirupu o koncentraci sacharidd
100 g/l, pH 4,5. Hydrolyza probiha pfi pH = 4,5, teploté 45°C a michani 200 ot/min.
Po narGstu koncentrace glukézy ve fermentoru na 55 aZ 65 g/l se do fermentoru
zaCne kontinualngé davkovat maltdzovy sirup s koncentraci 100 g/l a odebirat
hydrolyzovane médium takou rychlosti, aby byla koncentrace glukozy 60 az 70 g/l
(60 aZz 70 %-ni konverze). V tomto reZimu hydrolyzy ktera se provadi nepfetrZitd
1500 h je specificka aktivita imobilizatu 0,55 az 0,6 g/g.h (g vyprodukované glukézy

na g imobilizatu za h).
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Priklad 22

Pouziji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v piikladu 18. Na
konverze se pouzije médium o slozeni: Maltézovy sirup s koncentraci sacharidu 195
g/l, kvasnicny extrakt 5 g/l, (NH4)2S04 1 g¢/l, MgSO4.7H,0 0,5 g/l, KH,PO, 1 gl
rozpusténé v destilovane vodé, pH = 4,5. K 1 | takto pfipravenému sterilnimu médiu
se pfida 50 g imabilizatu s imobilizovanou glukoamyldzou. Suspenze je ofkovana
s 10 % vol. inokula Zymomonas mobilis v exponencidlni fazi rastu mikroorganizmu,
V procesu hydrolyzy dochazi k simultanni utilizaci vznikajici glukozy a k produkci
etanolu pomoci mikroorganizmu. Timto zpusobem se za 13,5 h vyprodukuje 70 g/l

gtanolu.

Piiklad 23

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v piikladu 18. Na
konverze se pouzije médium o sloZeni: Maltézovy sirup s obsahem sacharidli 80 g,
10 g kvasniCny extrakt, 1g (NH4)}:HPO4, 0,2g MgS04.7H,0, 0,05g MnS0,4.4H,0,
0,01g FeS04.7H,0 rozpusténé v 1 | destiiované vody, pH = 6,0. K1 | takto
pfipravenemu  steriinimu médiu se pfida 50 g imobilizatu s imobilizovanou
glukoamyldzou. Suspenze je ofkovand s5 % vol. spérové suspenze Bacillus
coagulans. V procesu hydrolyzy dochazi k simultdnni utilizaci vznikajici glukézy
a k produkei kyseliny mlé&né pomoci mikroorganizmu. Po 24 hodinach fermentace je
v médiu 55,2 g/l kyseliny mlé&né a 1,2 g/l glukédzy.

Zpusob vyroby a pouZziti vy$e jmenovanych nosict v procesu hydrolyzy laktosovych
roztokt, pfipravé D-galaktosy, D-glukosy a galaktooligosacharidid pomocf
enkapsulované B-galaktosidasy v polyvinylalkoholovém gelu bude objasnéno
v nasledujicich prikiadech.

Priklad 24

Pfipravi se roztok PVA, ktery obsahuje 100 g PVA (polyvinylalkohol), 60 g PEG
(polyetylenglykol), 790 g destilované vody. Do takto pfipraveného roztoku se pfida 50
ml enzymového preparatu Lactozyme (Novozymes). Takto pfipravena smés enzymu
v PVA roztoku se kape na tvrdy podklad a nasledné Zeliruje a tvaruje v proudu
sucheho vzduchu pii gradientu teploty: 80 - 15°C. Potom se imobilizaty u kterych je

pomér plochy aobjemu imobilizatu minimaing 7 mm™, pfenesou do roztoku
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fosfatového pufru draselném (pH=6,5) na 10-120 minut. Pfipravené imobilizaty se
mohou uskladnit v roztoku fosfatového pufru (pH=6,5) s pridavkem etanolu 5-10 %
pfi teploté 4°C.

Timto zpusobem pfipraveny imobilizovany enzym ma pocatecni aktivitu
900100 U.cm™.

Piiklad 25

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v pfikladu 24. Na
hydrolyzu se pouZije roztok laktézy v 0,1 M fosfatovém pufru s pH = 6,5 a pFidavkem
2 mM MgCl,. K 1000 ml takto pfipraveného roztoku s koncentraci laktozy 100 g/l se
pfidd 130 g imobilizované B-galaktosidasy. Hydrolyza probihd za stalého michani
(200 ot./min.) vsadkovym zpusobem pfi teploté 30°C. Tekuta faze se po hydrolyze
odstrani aimobilizovana B-galaktosidasa se pouzie na opakované vsadkové
hydrolyzy vySe uvedenym postupem. Po 210 minutach hydrolyzy médium obsahuje
13 az 2 gll laktézy.

Pfiklad 26

PouZiji se imobilizaty pfipravené postupem uvedenym v pfikladu 24. Na
hydrolyzu se pouZije roztok laktozy v 0,1 M fosfatovém pufru s pH = 6,5 a pfidavkem
2 mM MgClz. K 1000 ml takto pfipraveného roztoku s koncentraci laktazy 100 g/l se
pfida 130 g imobilizované B-galaktosidasy s pocateéni aktivitou 786 U.cm
Hydrolyza probiha za stalého michani (200 ot./min.) vsadkovym zpiisobem pfi
teploté 30°C. Délka konverze byla konstantni. Po 25 batch hydrolyzach, které trvaly

celkové 160 hodin, byl pozorovan pokles aktivity imobilizatu o 5 -10%.

Uspofadani licino zafizeni pro vyrobu imobilizatd na bazi polyvinylalkoholového
nosi¢e uvadenych na pfikladech vy$e bude vysvétleno nize. Je zfejmé, Ze uvedeny

popis je ilustrativnim vyjadfenim aplikace principC tohoto vynalezu.

Popisované konstrukéni provedeni liciho zafizeni pro vyrobu imobilizatl na
bazi polyvinylalkoholového nosice v provedeni pro primyslovou, kontinualni vyrobu
je zobrazeno na obr. 1. Konstrukéni provedeni zahrnuje kapaci, lici mechanismus,

usporadany pfed hornim su$icim kandlem 2, jenZ tvofi kapaci, lici hlava nebo
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hlavy 17, které jsou dvoufadé se dvéma fadami licich jehel a jsou napojeny na
tlakovy temperovany zasobnik 15 a kompresor nebo zasobnik tlakového vzduchu 16.
Horni suSici kandl 2, jimz prochazi nekoneCny pasovy dopravnik 1 s fizenym
pohonem, je opatfen systémem suseni, ktery tvofi zdroj 4 su$iciho vzduchu, ze
kterého pfes pomocny prvni ventilator 19 je odvlhéeny vzduch dopravovan do
vzduchotechnického rozvodu 6 se viazenymi topnymi télesy § a Usticim na nékolika
mistech do horniho suSiciho kanalu 2. Po vystupu z homniho suSiciho kanalu
nekoneény pas 1 prochdzi rebotnaci vanou 7 a dosudovacim kanalem 3 umisténym
na opacné, dolni strané liciho zafizeni, do néhoz je na strané jedné zalsténo potrubi
s druhym pomocnym ventildtorem 20 pro dopravu susSiciho vzduchu zhorniho
susiciho kanalu, pouzivaného na dosudeni pasu po vystupu z oplachového boxu 13
a na strané druhé vyustén vystup 18 odpadniho vihkého vzduchu. Mezi rebotnaci
vanou 7 sroztokem rebotnacich soli 24 a dosuSovacim kanalem 3 je jednak
usporadano stiraci, sbérné zafizeni 9 konstruované na principu mechanického
stirani a vysokotlakého ostfiku, jenZ je spojeno potrubim s viazenym vysokotlakym
Cerpadlem 10 a nizkotlakym Cerpadlem 11 a usticim do sbérné vany 8 s roztokem
rebotnacich, sb&rnych soli 24 opatfené chlazenim a jednak oplachovy box 13
pro o¢iStovani nosneého nekonecného pasu 1 pomoci trysek napojenych na
nizkotlaké &erpadlo 14, jenz je spojeno pomoci potrubi s oplachovou vanou 12
obsahujici demineralizovanou vodu.

Funkce zafizeni pro vyrobu imobilizatl na bazi polyvinylalkoholového nosiée je
nasledujici: Na nekonec¢né dlouhy nosny pas 1 s fizenym pohonem, ktery prochazi
hornim susicim kanalem 2 se z kapaciho, liciho mechanismu, tvofeného dvéma
licimi hlavami 17 opatfenymi dvéma fadami licich trysek o priméru 0,1 aZ 2,00 mm,
jez pulzuji pomoci elektromagnetd riznou frekvenci a délkou pulsli nanasi nebo lije
smés polyvinylalkoholového gelu a biologického materialu. Smés na kapani, liti se
davkuje do tlakového temperovaném zasobniku 15, ktery je napojen na kompresor
nebo zasobnik tiakového vzduchu 16. SuSeni smési na nosném pasu 1 zajistuje
vzduch zbaveny vihkosti-vady, ziskany z kontinualniho atmosférického odvihdovage
4, ktery prochézi pfes prvni pomocny ventilator 19 a topna télesa 5 uspofadana v
rozvodném vzduchotechnickém potrubi 6, které slouzi na fizeni gradientu teploty
vhornim susicim kanale, jenz je vyvedeno do jednotlivych segmentli horniho
suSiciho kanalu 2. Vysu$end smés pfilnula, nalepena na nekone&ném nosném pasu

1 déle prochéazi rebotnaci vanou 7 s roztokem rebotnacich soli za niZ jsou vyrobky, tj.
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imobilizaty na bazi polyvinylalkoholového nosi¢e oddélovany ve sbéracim, stiracim
zafizeni 9 . Pro uc¢inngjsi oddélovani je toto zafizeni opatieno systémem pro
dodavku vysokotlaké vody, jenZ tvofi s vysokotlaké Cerpadlo 10 a trysky a tento
systém je napojen na samostatny okruh. Oddélovani vyrobkl od nosného pasu 1 se
déje pomoci polymerni stiraci li8ty a trysek vodnym roztokem soli dodavanych
vysokotlakym Cerpadlem 10. Po odpadnuti vyrobku do sbérné vany 8 s chlazenim je
nosny pas 1 docistovan pomoci trysek uspofadanych v oplachovém boxu 13
nizkotlakym Cerpadlem 14 a oplachova demineralizovand voda je jimana
v oplachové vané 12, kam stéka z oplachového boxu 13. Systém dodavky nizkotlaké
vody pro oplach nosného pasu 1 je napojen na samostatny okruh. Vihky nosny pas 1
je poté dosuSovén v dolnim susicim kanalu 3 do néhoz je vhanén susici vzduch
z horniho susiciho kanalu potrubim v némz je zabudovan druhy pomocny ventilator
20, pAig¢emZ vihky odpadni vzduch je z dolniho suSiciho kanalu 3 odvadén pres

vystup 18 odpadniho vihkého vzduchu.

Konstrukce rebotnaci vany je zndzornéna na obr.2 . Rebotnaci vana 7 v tomto
vypustny kohout 22 na vypous$téni produktu a roztoku rebotnacich soli. Vanou 21
prochazi nosny pas 1 vedeny dvojici vodicich valcd 23, jenz souCasné vymezuji
ponor nosného pasu 1 do rebotnaciho vodného roztoku soli 24, kterym je vana 21

naplnéna.

Konstrukce stiraciho, sbérného zafizeni 9 je znazornéna na obr.3. Stiraci,
sbérné zafizeni 9 vtomto provedeni tvofi boéni rd&m 25, v némZ je uspofadana
mechanicka polymerni stérka umisténa na nerezovém pfitlatném mechanismu 27
§ pruzinovym piitlanym mechanismem 28. Tento pruZinovy pfitlatny mechanismus
28 tvori Sroub 34 regulace pfitlaku s podioZkami, na némz je souose uloZena pruzina
395. Stiraci, sbérné zafizeni 9 dale tvofi vysokotlaké trysky 26 upevnéné na nosném
nerezovém trubkovém rozvodu uchyceném v ramu 25 a umozriujici ostiik pod Ghlem
45° az 80° Nerezovy trubkovy rozvod 30, je opatfen vykovou regulaci, kterou
zajistuji regulatni Srouby 31. Pro ¢iténi vnitini strany nosného pasu 1 je na jeho
vnitini i vngjSi strané za mechanickou stérkou 27 napevno uspofadana doini a horni
stérka 29 s polymernimi kartaci 32, ktera je upevnéna v homim ramu 33, pfidemz
nosny pas 1 je veden mezi témito stérkami. Pro dogidtovani vnitini i vnéjsi strany
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nosného pasu 1 vmisté jeho vystupu zramu 25 je tento opatfen dolni i horni

polymerni stérkou 29.

Funkce stiraciho, sbérneho zafizeni 9 se osazuje na vyrobni linku za rebotnaci
vanu 7, kterou nosny pas 1 opousti jiz v dolni ¢asti zafizeni, tedy protisméru. Je
nasnadg, Ze vyrobek, ktery byl v horni &asti zafizeni na nosny pas 1 nanesen je nyni
v obracené vertikalni poloze. Zpusob jeho odstranéni z nosného pasu 1 spociva
vtom, Ze mechanicka stérka 27 i vysokotlaké trysky 26 v soucinnosti pusobi na
vyrobek pfilnuty na vnéjSi strané nosného pasu 1. Vyrobek na nosném pasu 1 je
veden nejprve na vysokotlaky ostfik, kde pomoci tlakového rozvodu vodného roztoku
soli jez dodavaji tlakové trysky 26, které pulsobi pod Ghlem 40° az 80° profi
mechanické stérce 27 s pruZinovym pfitlaénym mechanizmem 28, jejiz skion viéi
nosnému pasu 1 je vrozmezi 5° az 15° také regulovatelny. Za odpruzenou
mechanickou polymerni stérkou 27 na nerezovém pfitlaéném mechanismu 28 je
uspofadana dolni i horni napevno umisténa stérka 29 s polymernimi kartaci, ktera
zarovefi dogistuje nosny pas 1 z jeho vnitini i vnéjsi strany. Nosny pas 1 opousti ram
25 pres dolni a horni polymerni stérku 29, kterou je tento docistovan z obou stran.

Konstrukce oplachového boxu 13 je znazornéna na obr.4. Oplachovy box 13
vtomto provedeni tvoii vzajemné spojeny horni dil 36 s vikem 43 a spodni dil 37
s odtokem 38 mezi nimiZ prochézi nosny pas 1, pfiCemz tyto dily jsou pfipojeny
k ramu 39 liciho stroje. Dale je v hornim dilu 36 uspofadana horni oplachova tryska
40 napojena na pfivodni trubku 41 oplachové vody a stejné tak je ve spodnim dilu 37
uspofadana spodni oplachové tryska 42 napojeni na pfivodni trubku 41. Pro stirani
vody z nosného pasu 1 jsou na obou bocich horniho dilu 36 upevnény stavitelné
polymemi steérky 44 a stejné tak jsou na obou bocich spodniho dilu 37 upevnény
stérky 45. Oplachovaci box 13 je k ramu 39 liciho stroje prostiednictvim horniho a
spodniho montazniho segmentu 46 a 47.
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Primyslové vyuZzitelnost

Vynalez je vyuZitelny pfi vyrobé imobilizati, jenz jsou uréeny pro aplikace
v potravinarstvi, farmacii a na ¢isténi odpadnich vod, zejména pii biologickém
odstrafiovani sloucenin dusiku z pitnych, uZitkovych vod a odpadnich vod
(splaskovych, zemédélskych, municipalnich, prumyslovych odpadnich vod), ve
kterych jsou razné pfitomné dusikaté slouéeniny konvertovany na plynny dusik
fyziologickym pUsobenim nitrifikacnich a denitrifikaénich bakterii, dale pfi procesu
vyroby kyseliny mlééné, vyroby ethanolu, vyroby glukésovych a glukoso-fruktosovych
sirupt, hydrolyze laktosy na D-galaktosu a vyrobu galaktooligosacharidd,. Tyto jsou
vyrabény na zafizeni umoznujicim nepfetrzitou primyslovou vyrobu s kapacitou 1 az

10 kg imobilizatl obchodni znagky LentiKats za hodinu.

Zafizeni na vyrobu imobilizatd, jenZ jsou uréeny pro aplikace v potravinarstvi,

farmacii a na ¢isténi odpadnich vod, je vyuZitelné pfi nepfetrzité vyrobé.
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1. Zpusob primyslové vyroby biokatalyzatorli s biologicky aktivnim materialem
ve formé& imobilizovanych enzymG nebo mikroorganismu, které jsou imobilizovany
v polyvinylalkoholovém gelu a jejich pouZiti, vyznaéujici se tim, Ze pro jejich
prdmyslovou vyrobu se pouzije aktivni biologicky material tvofeny smési voIného
nativniho, nebo pfedem upraveného agregovaného enzymového katalyzatoru, nebo
produkéniho mikroorganismu, anebo jejich ¢asti a polyvinylalkoholového gelu, poté
se tato smés Zeliruje a tvaruje v proudu susiciho vzduchu v teplotnim rozmezi 80 az
15°C se zietelem k rozméru biologicky aktivniho materialu pfi zachovani poméru
geometrického povrchu k objemu biokatalyzatoru vétsim nez 7 mm™, a nasledné se
takto vyrobené biokatalyzatory mohou kultivovat nebo skladovat a poté se pouZiji
v biotechnologickych ~ procesech  za  podminek  zarudujicich  danému
biotechnologickému procesu vy88i produktivitu, vy$$i produkéni a enzymatickou
stabilitu, dlouhodobé a opakované pouziti, ¢i definovatelné fFizeni procesu s

naslednou snadnou separaci biokatalyzatoru.

2. Zpusob podle néroku 1, vyznadujici se tim, Ze primyslové vyrobeny
biokatalyzator se opakované pouZie pfiopakovanych batch (vsadkovych)
fermentacich nebo opakovanych fed-batch (pfitokovanych vsadkovych) nebo

v kontinuainich fermentacich.

3. Zpusob podle narokG 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Zze pro pfipravu
biokatalyzatoru ureného pro proces odstrafiovani dusikatého znedisténi
zodpadnich vod se do polyvinylakoholového gelu uzaviou nitrifikacni
mikroorganismy a biokatalyzator se vytvaruje do tvaru €ocek nebo péaskil a nasledné
se imobilizaty kultivuji ve vodném zivném médiu s obsahem dusikatého substratu 50
- 500 mg/l N-NH,, pfi pH 7,0, pfi teploté 20 az 35°C a koncentraci rozpusténého
kysliku vétsi nez 1,5 mg/l.

4. Zpusob podle narokll 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze pro pfipravu
biokatalyzatoru urfeného pro proces odstranovani dusikatého znecisténi

zodpadnich vod se do polyvinylakoholového gelu uzaviou denitrifikadni

37



mikroorganismy a biokatalyzator se vytvaruje do tvaru ¢ogek nebo pasku a nasledné
se imobilizaty kultivuji ve vodném Zivném médiu s obsahem dusikatého substratu 50-
500 mg/l N-NQ3, pH 7,8, pfi teploté 20 az 35°C a v pfitomnosti methanolu jako C-

substratu v pfipadé denitrifikacnich mikroorganismd.

5. Zplsob podle narok( 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze pro pfipravu
biokatalyzatoru uréeného pro proces vyroby etanolu ze sacharidickych substratd se
do polyvinylakoholového gelu uzaviou anaerobni bakterie Zymomonas mobilis a
biokatalyzator se vytvaruje do tvaru ¢o¢ek nebo paskl a nésledné se imobilizaty
kultivuji ve vodnim Zivném médiu s obsahem 2 az 25% hmot. sacharidického
substratu pfi teploté 20 az 40°C ahodnoté pH 3,5 az 7,0 v pfitomnosti etanolu

v rozmezi 1 az 15% hmot.

6. Zplsob podle narokl 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze pro pfipravu
biokatalyzatoru uréeného pro proces vyroby kyseliny mlééné ze sacharidickych
substratl se do polyvinylakoholového gelu uzavie termofilni bakterie Bacillus
coagulans a biokatalyzator se vytvaruje do tvaru ogek nebo paskil a nasledné se
imobilizaty kultivuji ve vodnim zivném médiu sobsahem 2 az 14% hmot.
sacharidického substratu pfi teploté 30 az 60°C ahodnoté pH 50 az 75

v pfitomnosti kyseliny mlé¢né nebo jejich soli v rozmezi 1az 12% hmot.

7. Zplsob vyroby podle naroku 5, vyznaéujici se tim, Ze se na produkci

vyhodné pouzije kmen Bacillus coagulans CCM 4318.

8. Zplsob podle naroki 1 nebo 2, vyzna€ujici se tim, Ze pro pfipravu
biokatalyzatoru uréeného pro proces hydrolyzy Skrobnatych a celulosovych substrat(
se do polyvinylakoholového gelu uzavie enzym glukoamylaza a biokatalyzator se

vytvaruje do tvaru ¢oCek nebo paska.

Q. Zpusob podle narokd 1 nebo 2, vyznadujici se tim, ze pro pfipravu
biokatalyzatoru urfeného pro proces hydrolyzy sacharbézovych substratd se do
polyvinylakoholového gelu uzavie enzym invertdza a biokatalyzator se vytvaruje do

tvaru Cocek nebo paskii.
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10. Zpusob podle naroki 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze pro pfipravu
biokatalyzatoru uréeného pro proces hydrolyzy laktosy a pfipravu D-galaktosy, D-
glukosy a galaktooligosacharidd se do polyvinylakoholového gelu uzavie enzym (-

galaktosidasa a biokatalyzator se vytvaruje do tvaru ¢oCek nebo pasku.

11.  Zplsob podle narok( 1 nebo 2 nebo 9, vyznaéujici se tim, Ze se takto
imobilizovany enzym se pouZije na hydrolyzu sacharbézovych roztoku s obsahem 2
aZz 50% hmot. sacharidického substratu pfi teploté od 20 do 50°C a hodnoté pH 3,5
az1,0.

12.  Zpusob pouziti enkapsulované glukoamylazy v polyvinylalkoholovém gelu pfi
pfipravé D-glukézy podle 1 nebo 2 nebo 8, vyznacujici se tim, ze se takto
imobilizovany enzym pouZije na hydrolyzu vyssich sacharidu pfipravenych €aste¢nou
hydrolyzou §krobu s obsahem 2 az 40%hmot. sacharidického substratu pfi teploté 20
az45°C a hodnote pH 3,5az 7.

13.  Zpusob pouziti podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze se imobilizovana
glukoamylaza pouzije na sacharifikaci Skrobnatého substratu v procesu fermentacni

produkce etanolu.

14.  Zpusob pouZiti podle naroku 12, vyznaéujici se tim, Ze se imobilizovana
glukoamylaza pouzije na sacharifikaci $krobnatého substratu v procesu fermentaéni
produkce kyseliny mlééne.

15.  Zplsob pouZiti enkapsulované B-galaktosidasy v polyvinylalkoholovém gelu
na pfipravu D-galaktosy, D-glukosy a galaktooligosacharid(i podle narok(i 1 nebo 2
nebo 10, vyznacujici se tim, Ze se takto imobilizovany enzym pouzije na hydrolyzu
roztokil laktosy s obsahem 2 az 40%hmot. sacharidického substratu pfi teploté 20 az
60°C a hodnoté pH 3,5 a2 7.

16. Produkéni primyslové zafizeni umoznujici optimalizaci objemu a plochy
biologického nosite v zavislosti na rozmérech biologicky aktivniho materialu
obsahujici lici mechanismus (17) uspofadany pfed suSicim kanalem (2), kterym

prochazi nekoneény nosny pas (1) podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze je
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opatfeno alespoii jednou lici hlavou (17) opatfenou dvéma fadami licich jehel, ktera
je napojena na tlakovy temperovany zasobnik (15) a kompresor (16), nosnym pasem
(1) a systémem suseni, jenZ tvofi zdroj (4) susiciho vzduchu prostfednictvim
ventilatoru dopravovaného do vzduchotechnického rozvodu (6) s viazenymi topnymi
télesy (5) a usticim do horniho susiciho kanalu (2), dale dolnim dosu$ovacim
kanalem (3) a rebotnaci vanou (7), mezi nimiz je uspofadano stiraci a sbérné
zarizeni (9) konstruované na principu mechanického stirani a vysokotlakeho ostfiku,
jenz je spojeno potrubim s viazenym vysokotlakym Eerpadlem (10) a nizkotlakym
Gerpadlem (11) a Usticim do sbérné vany (8) s chlazenim a déle oplachovy box (13)
pro oéistovani nosného nekone&ného pasu (1) pomoci trysek napojenych na

nizkotlaké ¢erpadlo (14), jenZ je spojeno pomoci potrubi s oplachovou vanou (12).

17.  Produkéni primyslové zafizeni podle naroku 14, vyznagujici se tim, ze jeho
shérné zafizeni (9) tvorfi ram (25), v némz je uspofadana mechanicka stérka (27)
s pruZinovym piitlaénym mechanismem (28) a vysokotlaké trysky (26) upevnéné
v ramu (25) pod thlem 45° az 80°, piicemz pro ¢igténi vnitini strany nosného pasu
(1) je na jeho na vnitini strané a proti mechanické stérce (27) napevno uspofadana
horni stérka (29) s kartaem a pro docistovani nosného pasu (1) v misté jeho
vystupu z ramu (25) je tento opatien dolni stérkou (29).
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