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Rys. 1.
Metody unieruchamiania
komorek:

A. Unieruchamianie na
powierzchni no$nika,
B. Unieruchamianie
wewnatrz nosnika
Zrédto: Kourkoutas

i wsp., 2004
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Mikroorganizmy
immobilizowane

U nieruchamianie komorek, czyli immobilizacja, to proces, ktéry wystepuje w srodowisku
naturalnym lub wywotany jest dziatalnoscig cztowieka. Polega on na wiagzaniu drobno-
ustrojow z nosnikiem, tak aby ograniczy¢ ich swobodny ruch, a jednoczesnie zapewnic dostep
do sktadnikow odzywczych i odptyw produktéw przemiany. Jedna ze stosowanych obecnie
definicji unieruchamiania pojeciem tym okresla ograniczenie katalitycznej aktywnosci enzymow
lub komorek do wnetrza systemu bioreaktora i zapobieganie ich przechodzeniu do ruchomej

fazy unoszacej substrat i produkt.

Pierwsze procesy przemystowe z uzyciem unierucho-
mionych enzyméw wprowadzono w latach 60. XX wieku.
W latach 70. 1 80. nastapit dynamiczny rozwdéj metod unie-
ruchamiania oraz pojawito sie wiele nowych propozycji
technologii z uzyciem biokatalizatoréw unieruchomionych,
jednak wiele z nich jedynie w skali laboratoryjnej. Nalezy
przy tym zaznaczy¢, ze pierwsze przemystowe zastosowanie
komorek unieruchomionych miato miejsce juz w 1820 roku
i byta to mikrobiologiczna produkcja octu metoda Schiit-
zenbacha. W procesie tym roztwor etanolu przeptywat przez
ztoze widrkdw bukowych, na ktérym zaadsorbowane byty
komaorki bakterii kwasu octowego.

Al A2

adsorpcja na powierzchni

B1 B2

et ®
L Ll

putapkowanie
W porowatym no$niku

VOO,

wigzanie elektrostatyczne

(S

mikrokapsutkowanie

Obecnie jest kilka klasyfikacji metod unieruchamiania.
Najpopularniejsza z nich wyrdznia:

unieruchamianie na powierzchni nosnika,

unieruchamianie wewnatrz nosnika,

unieruchamianie bez nosnika.

Unieruchamianie na powierzchni nosnika

Unieruchamianie na powierzchni nosnika wystepuje,
gdy komorki wykazuja naturalng sktonnos¢ przylegania do
pewnych powierzchnilub innych organizmdéw, ewentualnie
czynia to po zastosowaniu odpowiedniego chemicznego
czynnika wigzacego.
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Jest to relatywnie prosta i tania metoda, ktéra mozliwa
jest do zastosowania jesli biokatalizator posiada powino-
wactwo do nosnika. Podstawa jest elektrostatyczne oddzia-
tywanie miedzy nosnikiem a komorka. Unieruchamianie za-
chodzi na zasadzie adsorpdji lub adhezji na wewnetrznej lub
zewnetrznej powierzchni nosnika, dzieki tworzeniu wigzan
van derWaalsa, jonowych, kowalencyjnych, hydrofobowych
lub tez dzieki kombinacji tych wigzan (rys. 1.A).

Nosnikami stosowanymi w tej metodzie sq m.in.: szkto
porowate, pochodne celulozy, zywice jonowymienne, ziemia
okrzemkowa, wiory bukowe, skaty wulkaniczne (pumeks),
DEAE-celuloza, bawetna, owoce, a komdrki tworza (btonke)
biofilm na powierzchni nosnika. Obserwowana jest dyna-
miczna rownowaga pomiedzy komorkamizaadsorbowanymi
a wolnymi, wywotana przez pH i sity jonowe podfoza.

W przypadku unieruchamiania organizmow, takich jak
drozdze Saccharomyces cerevisiae, kluczowg role w wigza-
niu odgrywaja oddziatywania jonowe miedzy nosnikiem
o duzej gestosci tadunkow dodatnich, a licznymi ujemnymi
tadunkami na $cianie komaorkowej drozdzy. Aby zwiekszyc
zdolnos¢ unieruchamiania, sugeruje sie zredukowanie sity
elektrostatycznego odpychania komorka-nosnik. Ewentualnie
dazy sie do nadania powierzchni komorkilub nosnika tadunku
dodatniego, przez zastosowanie np. polietylenoiminy (PEI) lub
aldehydu glutarowego. Modyfikacja nosnika musi by¢ jednak
indywidualnie dobierana do unieruchamianych organizmaéw,
poniewaz dodatek czynnikdw aktywnych moze powodowac
redukcje zywotnosci komarek lub na przyktad obnizenie ilosci
otrzymywanego etanolu. Wigzanie drozdzy mozna zwiekszyc
takze w wyniku dehydratacji powierzchni komarkowej. De-
hydratacja moze by¢ wynikiem suszenia konwekcyjnego lub
liofilizacji, co jest zwiazane z niszczeniem fragmentow struktury
komarkowej. Nastepuje zwiekszenie przepuszczalnosci bton
komarkowych i 10-30% sktadnikow wewnatrzkomorkowych
przedostaje sie do otaczajacego podtoza, wechodzac iinterakcje
z powierzchnig nosnika.

W zaleznosci od rodzaju uzytego nosnika ilos¢ unieru-
chomionych komorek jest rézna, co wskazuje ze immobi-
lizacja zalezy od struktury chemicznej nosnika. Natomiast
wydajnos¢ adsorpcji drobnoustrojéw zalezy od ich rodzaju,
metabolizmu i wieku oraz cech $rodowiska.

Sposdb unieruchamiania jest bardzo prosty i polega
na tym, ze do roztworu z namnozonym materiatem bio-
logicznym wprowadza sie nosnik i pozostawia na pewien
czas, bez mieszania lub z mieszaniem, w celu osadzenia
sie komorek. W drugim sposobie bioreaktor wypetnia sie
nosnikiem i wttacza od géry lub od dotu, namnozone na
podtozu ptynnym komdorki.

Unieruchamianie wewnatrz nosnika

Drugi rodzajimmobilizacji polega na,zamykaniu”koma-
rek w materiatach wtdknistych lub porowatych. W metodzie
tej wyrdznia sie putapkowanie oraz zamykanie wewnatrz
membran potprzepuszczalnych (rys. 1.B).

Putapkowanie (inkluzja) to unieruchamianie w matrycy
zelu, ktdéra najczesciej jest w ksztatcie kuleczki o srednicy
0,3-3 mm, ale moze by¢ w formie sferycznej czy dyskéw.
Najpowszechniej stosowany nosnik to: alginian, poza tym
stosuje sie kappa-karagenian, chitozan, agar, pektyne, zy-
wice epoksydowe, poliakryloamid.

Alginian jest kopolimerem kwasu 3-D-mannurowego
i a-L-guluronowego, uzyskanym metodg ekstrakcjiz brazowych
alg Phaeophyceae. W obecnoscikationdw dwuwartosciowych
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(jak Ca2+) kwas alginianowy tworzy porowaty zel, idealny do
kolonizacji i uzyskania duzego stezenia biomasy w no$niku.
Matryce polimeru uzyskuje sie przez zelowanie w tagodnych
warunkach, co umozliwia zamkniecie komorek z minimalng
utratg ich aktywnosci. Najpowszechniej stosowana technika to
zawieszanie komaorek w alginianie sodu i wkraplanie tej mie-
szaniny do roztworu chlorku wapnia, w ten sposéb otrzymuje
sie porowate kulki z uwiezionym biokatalizatorem, biomasa
mikroorganizmow lub biatkiem enzymatycznym (rys. 2).

Zamykanie komorek w Zzelach nie eliminuje ich ucieczki
do fermentowanego podtoza, ponadto, w przypadku
drozdzy, zachodzi pekanie kuleczek pod wptywem powsta-
jacego podczas fermentacji CO,. W celu ograniczenia tego
zjawiska prowadzono m.in. badania nad utwardzaniem
kuleczek alginianu wapnia polietylenoiming i aldehydem
glutarowym, karagenianu chlorkiem potasu, a kuleczek
zelatyny utleniong skrobig. Innym rozwigzaniem jest two-
rzenie pfaszcza z alginianu wapnia, ktéry ochrania kuleczki
alginianowe z zamknietymi w srodku komaérkami drozdzy.
Dzieki temu komorki, ktére wydostajg sie z zelu zatrzymuja
sie w wolnej warstwie miedzy kuleczkg a ptaszczem.

W immobilizacji wewnatrz nosnika wykorzystuje
sie réwniez potprzepuszczalne membrany, przez ktére
dyfundujg matoczgsteczkowe produkty i substraty, nato-
miast niemozliwa jest migracja czasteczek biokatalizatora.
Biokatalizatory albo zamyka sie we wnetrzu kapsutki, ktora
imituje naturalne btony biologiczne, wowczas mowimy
o mikrokapsutkowaniu, albo biokatalizator jest oddzielony
od srodowiska przegrodg membranowg w postaci pfaskiej
Jfoli” lub w postaci kapilary. W przypadku mikrokapsut-
kowania stosuje sie membrany nylonowe, silikonowe,
liposomowe, a takze wytwarzane z pochodnych celulozy,
a przegrody membranowe otrzymuje sie na bazie poli-
merdw, takich jak polichlorek winylu czy polipropylen.
Ten sposdb unieruchamiania jest jednak rzadko stosowany
w przypadku zywych komarek, czesciej zamykane sg enzymy.

Unieruchamianie bez pomocy nosnika

Ten rodzaj unieruchamiania, okreslany jako flokulacja,
przez niektérych autordw nie jest zaliczany do immobilizacji.
Wykorzystuje on zdolno$¢ drobnoustrojow, gtéwnie droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae i bakterii Zymomonas mobilis,
do tworzenia skupisk, aglomeratéw lub ktaczkow, zwilaszcza
wowczas, gdy wystepuje duza koncentracja biomasy. Takie
pofgczenie czgstek biomasy jest stabilne i umozliwia bardzo
duze obcigzenie biomasy substratem, a wiec duzg aktyw-
nos$¢ mikroorganizmow. W przypadku komorek drozdzy
flokulacja zachodzi dzieki obecnosci na powierzchni sciany
komorkowej biatek lektynowych, okreslanych jako,biatko-
we wypustki’, ktére wigzg reszty mannozowe na $cianach
sgsiadujacych komorek drozdzy.
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Rys. 2.
Kuleczki Zelu z unieruchomionymi komdrkami [zrodto: www.aveka.com]
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W przypadku komérek
unieruchomionych na
powierzchni nosnika,
tworzq one czesto kilka
warstw (rys. 3). Powoduje
to, Ze dostep substratéw
do warstw potozonych
najblizej powierzchni
nosnika jest ograniczony,
a komérki jednoczesnie
kontaktujq sie mie-

dzy sobq i nosnikiem.
Upodabnia to warunki
bytowania tych komédrek
do warunkdw panujqcych
wewngqtrz zelu. Zmiany
sktadu i pH pozywki w
czasie procesu drastycznie
obnizajq stopienr adsorpcji
komdrek. Zachodzi¢ moze
czesciowe uwalnianie
komorek, ktére zalezy od
szybkosci przeptywu fazy
plynnej, turbulencji nad
powierzchniq nosnika
oraz od autolizy komdrek
nizszych warstw.
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Rys. 3.

Komorki drozdzy
Saccharomyces bayanus
na kawatku szkfa pian-
kowego, powiekszenie
X 600

Zrédto: materiat wiasny
autora

Cechy nosnikéw stosowanych do immobilizacji
W metodach immobilizacji wazny jest wiasciwy dobor

nos$nika i techniki immobilizacji, poniewaz decyduja one
o aktywnosci unieruchomionego biokatalizatora oraz wy-
dajnosci procesu technologicznego. Uwaza sie, ze dobry
nos$nik powinien wykazywac nastepujace cechy:

obojetnos¢ w stosunku do zatrzymywanych mikroor-

ganizmow,

prostota i tagodnos¢ unieruchamiania,

duza zdolnos¢ zatrzymywania komaorek,

wysoka mechaniczna stabilnos¢,

obojetnos¢ chemiczna,

duza zdolnos¢ dyfuzyjna w stosunku do substratu

i produktu,

mozliwos¢ regeneracji i kilkakrotnego uzycia,

tatwa dostepnos¢, niski koszt,

mozliwo$¢ zastosowania w skali przemystowej.

Do unieruchamiania drozdzy na powierzchni nosnika,
powinno sie uzywac materiat makroporowaty, o srednicy
poréw co najmniej czterokrotnie wiekszej niz srednica ko-
morek. Taka porowatos¢ zapewnia normalny cykl zyciowy
drozdzy (paczkowanie).

W przypadku komorek unieruchomionych na powierzchni
nosnika, tworza one czesto kilka warstw (rys. 3). Powoduje to,
ze dostep substratow do warstw potozonych najblizej po-
wierzchni nodnika jest ograniczony, a komérki jednoczednie
kontaktuja sie miedzy soba i nosnikiem. Upodabnia to warunki
bytowania tych komarek do warunkédw panujacych wewnatrz
zelu.Zmiany sktadu i pH pozywekiw czasie procesu drastycznie
obnizaja stopien adsorpcji komaorek. Zachodzi¢ moze czescio-
we uwalnianie komorek, ktére zalezy od szybkosci przeptywu
fazy ptynnej, turbulencji nad powierzchnia nosnika oraz od
autolizy komorek nizszych warstw.

W procesie unieruchamiania metoda putapkowania waz-
na jest poczatkowa koncentracja komorek. Wysoka zawarto$c
komadrek w nosniku powoduje zwiekszone pekanie kuleczek.
W przypadku kuleczek Zelu moga wystepowac problemy
z dyfuzja. Dla optymalnego transportu przez warstwe wazna
jest zatem wielkos¢, tekstura i porowatos¢ kuleczek. Zmniej-
szenie wymiaréw kuleczek powoduje zwiekszenie dyfuzji.
Innym krytycznym punktem jest transport tlenu, poniewaz

jest on rozpuszczalny w matym stezeniu. Optymalna srednica
dla organizmow tlenowych jest mniejsza niz dla beztlenowych.
Zalezy ona od porowatosci, koncentracji komorek i tempa
zuzycia tlenu. Tworzenie koloni przez organizmy wewnatrz
zelu ogranicza dyfuzje, stad w warunkach przemystowych
korzystne s kuleczki z niewielka iloscig komdrek.

Poniewaz putapkowanie ogranicza dostep substratéw
i tlenu, rozmieszczenie komorek w kuleczkach zelu nie jest
jednorodne.W warstwach peryferycznych sa korzystniejsze
warunki ze wzgledu na wiekszy dostep substancji odzyw-
czych. Jednocze$nie w czesci centralnej kuleczek jest wyz-
sze, inhibitujace stezenie etanolu, powodujgce ze komorki
tworza warstwe w czesci zewnetrznej kuleczki, a w czesci
centralnej komorek praktycznie nie obserwuje sie.

Ponadto Zele alginianowe w kwasnym srodowisku, np.
w winie, traca swe wiasciwosci mechaniczne, a przy dtuz-
szym uzyciu mogg ulegac destrukgji, co uniemozliwia ich
powtdrne wykorzystanie i jest nieekonomiczne.

W przypadku zastosowania mikroorganizmdw unieru-
chomionych w kuleczkach Zeli konieczne jest, w warunkach
przemystowych, zastosowanie fermentoréw z mieszaniem,
poniewaz nastepuje zgniatanie kuleczek pod wptywem sit
grawitadji i cisnienia. W procesach fermentacji alkoholowe;j
zachodzi takze inne niekorzystne zjawisko, tj. tworzenie sie
martwych stref, w ktorych zatrzymywane sg produkty nieko-
rzystnie wplywajace na przebieg reakdji, np. CO,. Kuleczki zeli
s3 natomiast chetnie stosowane w badaniach laboratoryjnych
ze wzgledu na fatwos¢ rozdrabniania zwigzang z liczeniem
komorek.

Zalety i wady immobilizacji
Zastosowanie komorek immobilizowanych stwarza
korzysci technologiczne oraz ekonomiczne w poréwnaniu
z tradycyjnymi procesami wykorzystujacymi komorki wolne.
Do korzysci tych mozna zaliczy¢:
wydtuzenie aktywnosci i stabilnosci biokatalizatora,
poniewaz nosnik moze dziata¢ ochronnie w przypadku
zmian pH, temperatury i sktadu podtoza,
zwiekszenie gestosci komorek w przeliczeniu na jed-
nostke objetosci fermentora, co prowadzi do wyzszej
produktywnosci, skrécenia czasu fermentacji oraz
eliminacji fazy namnazania sie komorek,
lepsze wykorzystanie substratu, w zwigzku z czym
proces przebiega z wyzsza wydajnoscia,
mozliwo$¢ prowadzenia proceséw ciggtych,
ograniczenie wystepowanie zakazeri mikrobiologicznych,
obnizenie pracochtonnosci i kosztéw procesu, ponie-
waz biokatalizator wykorzystywany jest przez dtugi
okres czasu.

Jednak w przypadku stosowania komdérek immobilizo-
wanych, obok zalet pojawiaja sie pewne problemy, ktére
nie wystepuja w uktadach z komaorkami wolnymi. Do wad
zaliczy mozna:

zmiany metaboliczne wywotane unieruchomieniem

i dtugotrwatym wykorzystaniem tych samych komorek,

problemy ze skuteczna dyfuzjg substratéw i produktow,

problemy z dtugotrwatg stabilnoécia nosnika,
wymywanie komérek z nosnika.

Stad caty czas prowadzone sg badania nad doborem do

réznych proceséw technologicznych zaréwno metod

immobilizacji, jak i nosnikéw.
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