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1 UvoD

Vstupom chemického inzinierstva do
klasickych fermentaénych vyrob pred
polstoro¢im dochadza k formovaniu bio-
inZinierstva, samostatnej to vednej dis-
cipliny. O dve desatroc¢ia neskér sa su-
castou bioinzZinierskej Skoly stava
i inzinierstvo enzymové. Vyznamnu
ulohu v jeho rozvoji pociatkom sedem-
desiatych rokov zohrali systémy s imo-
bilizovanymi enzymami a bunkami. Roz-
voju tohto vedného odvetvia pomohlo
i zistenie, Ze mnohé vnutrobunkové en-
zymy nepodsobia v roztoku, ale ako he-
terogénne katalyzatory viazané na
membrany a organely. Vlastnosti tychto
systémov sa tak zacali sledovat na syn-
teticky pripravenych, vo vode neroz-
pustnych modeloch [1].

Coraz vaési vyznam v progresivnych
biochemickych technolégiach nadobu-
daju systémy s imobilizovanymi bun-
kami. Ich pouzitim sa fermentaény pro-
ces v mnohych pripadoch stava
efektivnejSim. Imobilizaciou buniek sa
tvoria Castice tisicnasobne vacsie ako
volné bunky (0,3—-3 mm). Su teda lahsie
separovatelné z roztokov, ulahéuje sa
manipulacia s nimi, ich premyvanie,
skladovanie i transport. Bunky v imobili-
zovanom stave su navySe chranené
proti nahlym zmenam pH, teploty, i proti
mikrobialnej kontaminacii. K dalsim
prednostiam imobilizacie patri stabili-
zovanie bunkovej aktivity, moznost ich
regeneracie a opatovného pouzitia.
Bioreaktory s imobilizovanymi bunkami
obsahuju vy$Siu koncentraciu buniek
ako klasické fermentory, takze mozno
oCakavat i vySSiu objemovu reakénu
rychlost.

Nevyhodou pouzitia imobilizovanych
biokatalyzatorov je znaéna nadobudacia
cena nosica biokatalyzatora. Ak ma na-
vySe produkt velki moélovi hmotnost,
aktivita katalyzatora je nizka, pretoze
produkt sa akumuluje v nosici. Ak je zase
znacne velkd molova hmotnost sub-
stratu, tak je problematicka jeho difuzia
do nosica [2].

Imobilizaciu buniek mézeme defino-
vat ako fyzikalne alebo chemické upu-
tanie v urcitej definovanej ¢asti nosica,
priCom si tieto zachovaju zZiaducu ka-
talyticku aktivitu. Ako imobilizované
systémy modzeme rovnako klasifikovat
bunky v agregovanom stave. Znamena
to vytvorenie vlocCiek &i peletiek zosieto-
vanim buniek. Vacésina sucasnych imo-
bilizovanych systémov sa zaklada na
imobilizacii v géloch [3].

Rozvoju imobilizovanych systémov
vo vinarstve brania nedorieSené bioin-
Zinierske, technologické, ekonomické

a hygienické aspekty. Medzi nimi hra
délezita ulohu vyber nosi¢a imobilizova-
nych buniek. Nosi¢ akceptovatelny vi-
narskou praxou musi byt hygienicky ne-
zavadny a chemicky inaktivny (nesmie
ovplyviovat senzoricki skladbu vina).
Nesmie mat inhibiény vplyv na vinne
kvasinky a nemal by enormne zvy$ovat
vyrobné naklady (cena nosi¢a, naklady
na imobilizaciu). K spineniu tychto pod-
mienok sa najviac priblizuju prirodné po-
lysacharidové gély [4]. Z nich najpouzi-
vanejsi je alginatovy gél. Niektori autori
vSak poukazuju na jeho pomerne nizku
stabilitu v agresivnom prostredi vinaa na
jeho negativny vplyv na senzoricku
skladbu meédia [5,6]. Tieto signaly ne-
mozno vSak generalizovat, pretoze dnes
je na trhu mnozstvo kvalitnych modifiko-
vanych alginatov, ktoré sa lidia svojimi
vlastnostami v zavislosti od stupna puri-
fikacie a zdroja izolacie. Alginat je vSak
pre vino cudzorodou latkou schopnou
reagovat s niektorymi jeho zlozkami, ¢im
dochadza k Ciastocnej alebo uplnej dest-
rukcii gélu.

Dalsim z ponuky nosic¢ov je pektatovy
gél. Pektat je polysacharid pripraveny
enzymovou alebo kyslou deesterifika-
ciou pektinu. Pektat, podobne ako algi-
nat, vytvara s polyvalentnymi kationmi
gél, €o umoznuje uzavretie vinnych kva-
siniek do jeho porov. Z hladiska chemic-
kého zloZenia hroznového mustu a vina
je pektat ich prirodzenejSou sucéastou
ako alginat [7].

2 SPOSOBY IMOBILIZACIE BUNIEK
Principy, na zdaklade ktorych do-

chadza k imobilizacii buniek, mozno roz-
delit na fyzikalne, chemické a fyzikalno-
chemické. Bunky mozu byt viazané k no-
si¢u alebo navzajom. Viazanie enzymov
v bunkach moézu sprostredkovat fy-
zikalne van der Waalsove sily (medzi
nepolarnymi molekulami), fyzikalnoche-
mické polarne interakcie, alebo koordi-
nacné a kovalentné vazby. Vzhladom na
pouzité imobilizacné techniky moze ist
o imobilizaciu jednotlivych buniek ¢i ich
zhlukov, zachytenie buniek v géloch,
resp. siefove] Strukture vznikajuceho
polyméru, enkapsulaciu bunkovej sus-
penzie, zachytenie buniek iéGnovymi vaz-
bami na povrchu ionomenicov, imobili-
zaciu buniek na réznych syntetickych
i prirodnych organickych a anorganic-
kych materialoch a vzajomné viazanie
buniek bez pouzitia vo vode nerozpust-
ného nosi¢a [8]. Zakladnu predstavu
o metddach imobilizécie buniek prinasa
obr. 1.

Dnes su opisané tri spésoby imobili-
zacie buniek: imobilizacia buniek bez
pouzitia nosi¢ov nerozpustnych vo vode,
metoda fyzikalneho zachytenia buniek
v roznych polymérnych materialoch
a imobilizacia buniek na ¢asticiach no-
siGov nerozpustnych vo vode.

Metdda imobilizacie buniek bez pou-
Zitia nosiCov nerozpustnych vo vode
nema v praktikach enolégie vyuzitie.
Pouziva sa predovdetkym na imobiliza-
ciu baktérii a mikroskopickych hub pre
Gcely biotransformacie. Je to jednodu-
cha imobiliza¢na technika vyuzitelna pre
jednotlivé bunky, pri ktorych sa rychlost
sedimentacie podstatne neliSi od nativ-
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Obr. 1. Metédy imobilizacie
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nych buniek. Pouzitie tychto technik je li-
mitované citlivostou enzymov na poly-
funkéné sietovacie ¢inidla. Takto imobili-
zované bunky su vo vacsine pripadov
neschopné dalSieho rastu a rozmnozo-
vania [9].

Metdda fyzikalneho zachytenia bu-
niek v rdznych polymérnych materialoch
je pouzitelna i pri imobilizacii vinnych
kvasiniek. Zachytenie buniek v poly-
mérnych materialoch mozno s ohladom
na rdéznorodé vlastnosti polymérneho
materialu (predovSetkym rozpustnost)
a mechanizmus imobilizacie zabezpedit
nasledovne:

a) precipitaciou buniek s polymérom
nerozpustnym vo vode, ale rozpustnym
v organickych rozpustadlach (estery
a alkylované derivaty celulézy a dalsich
polysacharidov),

b) zachytenim buniek v géli s jeho na-
slednym vytvrdenim za vzniku mriezky,
sprostredkovanej niektorymi kationmi
(alginat vapenaty, x-karagénan),

c) zachytenim buniek v géloch roz-
pustnych v horucej vode (agar, Zelatina),

d) zachytenim buniek v polyméri sie-
fovaneého charakteru (pri kopolymeriza-
cii alebo fotosietovani),

e) zachytenim buniek ich disperga-
ciou do prirodnych materialov (kolagén),

f) kombinaciou fyzikalneho principu
zachytenia buniek v géli s chemickou
stabilizaciou buniek v mriezke gélu ko-
valentnym sietovanim [10].

Vyuzivanie uvedenych imobiliza¢-
nych technik je limitované difGznymi
javmi (vonkajsia a vnutorna difuzia), ra-
stom buniek, ako aj ich ¢iastoénou au-
tolyzou. Rast buniek zapricifiuje mecha-
nické poskodzovanie pevnosti partikul
systému. Autolyza nativnych buniek ma
zase za nasledok vymyvanie enzymov
a tym i pokles rychlosti reakcie.

Tretou metédou je imobilizacia bu-
niek na €asticiach nosiCov nerozpust-
nych vo vode. NosiCmi pre imobilizaciu
touto cestou su rozne prirodné i synte-
tické anorganické i organické materialy
roznej velkosti Castic i porovitosti. Tieto
techniky zahriaju fyzikalnu sorpciu bu-
niek na nosici, fyzikalnochemické (i6-
nové, polarne) vazby buniek na nosici
s vlastnosfou ionexu, alebo chemickou,
koordinacnou, resp. kovalentnou vaz-
bou buniek na nosi¢, a to bud bez-
prostredne, alebo prostrednictvom od-
dalovacich spojok (spacerov) po
predchadzajucej chemickej aktivacii
alebo modifikacii nosica, resp. kombi-
néaciou tychto technik. Tieto metddy boli
pdvodne uréené len na imobilizaciu en-
zymov, avsak rozsirenim sortimentu po-
lymérov anorganického i organického
povodu nasli uplatnenie aj pri imobiliza-
cii buniek [11].

3 DIFUZNE JAVY
V IMOBILIZOVANOM SYSTEME
V  heterogénnom biokatalytickom

systéme prebiehaju biochemické reak-
cie na vonkajSom alebo vnutornom po-
vrchu katalyzatora, ¢o samozrejme za-
visi od spdsobu imobilizacie buniek.
Reagujuci substrat musi prekonavat od-
por proti prestupu latky v kvapalnej faze
(vonkajsia difuzia) a odpor proti prestupu
latky v porovitej Strukture biokatalyza-
tora —bunky (vnutorna difuzia). Vnatorny
katalyticky povrch je tvoreny povrchom
stien pérov, na ktorom su ,zachytene*
enzymy, kym vonkajsi povrch je tvoreny
plochou povrchu geometrického tvaru
zrna [12].

Vonkaj$iu difdziu mozno opisat
takto: pri transporte substratu k povr-
chu biokatalyzatora dochadza k pre-
stupu latky medzi prudom reakéného
meédia a povrchom zrna. Ubytok sub-
stratu spésobeny reakciou na fazovom
rozhrani ma za nasledok rozdiel kon-
centracii v objeme kvapalnej fazy a na
fazovom rozhrani (C; — C,), ktory je
hnacou silou transportu substratu sme-
rom k fazovému rozhraniu. Hnacia sila
tohto transportu zavisi od odporu proti
prestupu latky.

rk=’g-n-am(cs—csp)

kde je
k., — parcialny koeficient prestupu latky
v kvapalnej faze [m.s™],
a., — Specificky povrch nosica biokataly-

zatora [m™],

C, — koncentracia substratu v prude
kvapaliny,

C.,— koncentracia substratu na povrchu
nosica.

Konkrétne hodnoty k., sa ziskavaju zo
zistenych korelacnych vztahov alebo ex-
perimentalne. Korelaéné vztahy si funk-
ciami medzi bezrozmernymi kritériami
Sh, Sc, Re a Re,;:

Sh = c.Re?.ScP

kde a, b, ¢ su konstanty.

Experimentalne bolo zistené, ze hod-
nota k,, sa meni s difuzivitou D?3. To vie-
dlo k vytvoreniu tzv. jp faktora [13]:

km p2/3

oD = f(Re)

Jo
kde

k. —je parcialny koeficient prestupu
latky v kvapalnej faze [m.s™],

w - rychlost pridenia kvapaliny [m.s™],

u  —dynamicka viskozita [Pa.s],

p - hustota [kg.m3],

D -difuzny koeficient v homogénnej
faze [m2.s],

Re — Reynoldsovo &islo.

V praxi sa vyskytuju najcastejSie tri
moznosti vypocétu k., a to v nehybnej
vrstve nosica, vo fluidizovanej vrstve
a v mieSanej nadobe [14].

Niekolko poznamok o vnutornej difu-
zZii. Substrat difunduje cez péry nosica
z povrchu do vnutra biokatalyzatorov. Po

uskutoéneni biochemickej reakcie nao-
pak musia molekuly produktu prenikat
z vnutorného povrchu nosica k vonkaj-
Siemu povrchu. Tieto javy-sa nazyvaju
vnutornou difuziou. Hnacou silou vnu-
tornej difuzie su koncentraéné rozdiely
vo vnutri biokatalyzatora [15].

Na opis difuzie v polyméroch sa naj-
CastejSie pouziva kvazihomogénny mo-
del ¢astice [16]. Hustota difuzneho toku
zlozky () sa vyjadruje nasledovne:

jl=_Dl VCI

kde
D;—-je efektivny difuzny koeficient
zlozky v polyméri [m2.s'],
C, — koncentracia zlozky v polyméri vy-
jadrena podielom hmotnosti zlozky
a objemu celej heterogénnej fazy.
V reaktorovom inzZinierstve sa pou-
Ziva model, ktory vychadza z predstavy,
Ze Castica je tuhy material s kanalikmi,
v ktorych sa transport latky uskutoénuje
molekulovou difiziou [17].

4 CHARAKTERIZACIA
IMOBILIZOVANYCH VINNYCH
KVASINIEK

Preparaty imobilizovanych buniek po-
sudzujeme na zaklade biochemickych,
fyzikalnochemickych, technologickych,
ale aj ekonomickych kritérii. Zakladné bi-
ochemickeé kritérium, komplexna aktivita
imobilizovaného systému, je dané re-
akénou rychlostou, ucinnostou konver-
zie substratu na produkt, afinitou imobi-
lizovanych buniek k substratu, stupriom
inhibicie enzymovych aktivit substratmi
alebo reakénymi produktmi (Michaeli-
sova konstanta, typ inhibicie atd.) [18,
19,20]. Délezitymi fyzikalnochemickymi
kritériami su optimalna ,pracovna“ hod-
nota pH, stabilita enzymovej aktivity
v zavislosti od pH a teploty a napokon aj
vplyv difizie na reakénu rychlost. Tech-
nologické a ekonomické kritéria za-
hriaju zlozitost operacii pri priprave
imobilizovaného biokatalyzatora, vyta-
Zok imobilizacie, stabilitu pocas sklado-
vania, moznost pouzitia v réznych ty-
poch reaktorov, naklady na suroviny
a zariadenia [21].

Na rychlost reakcie katalyzovanej
imobilizovanymi  bunkami negativne
vplyvaju povrchové bunkové Struktury
(bunkova stena, plazmatickd mem-
brana). Preto sa v niektorych pripadoch,
vynimajuc enologické pracovné postupy,
odporuca tieto Struktary Ciasto¢ne od-
straniovat lyzou bunkovych stien, pri-
padne permeabilizaciou. Hladina intra-
celularnych enzymov je ovplyviiovana
faktormi, ktoré maju vplyv na vnutro-
bunkovu hladinu celkovych proteinov.
Preto imobilizacia buniek je na rozdiel
od imobilizacie enzymov ,zafazena“ aj
viazanim balastnych bunkovych kompo-
nentov. Je potom zrejmé, ze Specificka
aktivita imobilizovaného bunkového pre-
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paratu, vztahovana na hmotnostnu jed-
notku imobilizovaného katalyzatora,
byva podstatne nizsia. Istou nevyhodou
preparatu imobilizovanych buniek je
i pretrvavanie reprodukénej schopnosti
buniek po ich imobilizacii [1].

Pre kazdy typ buniek, bunky vinnych
kvasiniek nevynimajlc, je potrebné volit
taku imobilizaénu techniku, ktora nepo-
Skodzuje ich biotransformacénu aktivitu
[22]. Nie vzdy sa vSak toto odporucanie
vedome ¢&i nevedome reSpektuje v me-
tédach laboratérnych i prevadzkovych
technik. Vdaka bioinZinierskym poznat-
kom je kinetika difuznych javov imobili-
zovanych kvasiniek viac-menej prestu-
dovana, neznamena to vsak, ze je
objasnena. Désledné Studium vonkajsej
i vnutornej difuzie stazuje napriklad ne-
rovnomerna distribucia buniek v peletke
systému. Pri povrchu peletky je ovela
vy$Sia koncentracia buniek ako v jej
strede. Zoslabuje to difaziu zivin k bun-
kam v strede peletky a naopak, zvySuje
to inhibiény vplyv etanolu, ktory sa pre-
chodne hromadi vo vnutri peletky. Imo-
bilizacia mikroorganizmov méze navyse
vplyvat i na ,vnutorni“ mechaniku fun-
govania bunky (zmena permeability, rep-
likacia DNA atd.) [23].

Uvahy enologickej moderny ,koke-
tuju“ i s moznostou uplatnenia bioreak-
torov s nehybnou vrstvou imobilizovanych
buniek. Ich aplikacia v anaerébnych alko-
holovych fermentaciach prinasa rad vy-
hod — toxicita etanolu sa minimalizuje
a oxid uhli¢ity sa z prostredia razantne
uvolfiuje [24]. Dnesné vinarske aplikacie
davaju skor prednost uplatneniu takych
imobilizovanych systémov, v ktorych po-
¢iato€éna koncentracia buniek nie je vy-
soka. Vzhladom na nizku koncentraciu
kyslika vo vnutri jednotlivych ¢astic imo-

Imobilizované vinne kvasinky, zvacsenie 3000x. (Foto Dr. J.
Kozankova)

bilizovaného systému nedochadza
k enormnému pomnozeniu biomasy, na-
priek tomu bunky sa ponechavaju rast
priamo in situ v géloch.

Systémy imobilizovanych vinnych
kvasiniek zabezpecia efektivnejSiu kon-
verziu substratu a tym aj vy$Sie vytazky
etanolu. Pri pouziti imobilizovanych kva-
siniek S. cerevisiae (alginatové peletky
priemeru 2 mm, 2.10° buniek.ml' gélu)
sa dosiahla Specificka produkcia etanolu
0,6 g.g " buniek.h", zatial ¢o volné bunky
charakterizoval udaj 0,4 g.g" buniek.h™
[23]. Rychlost fermentacie navyse zvy-
Suje mensi priemer peletiek. DalSou po-
zoruhodnou vlastnostou systému imobi-
lizovanych kvasiniek je ,ochrana“ bunky
pred toxickymi vlastnostami etanolu.

Imobilizaciou vinnych kvasiniek do-
chadza i k zmenam koncentracii vedlaj-
Sich produktov alkoholovej fermentacie
[25]. Uputané bunky v porovnani s vol-
nymi produkuju vysSie koncentracie gly-
cerolu i vy$Sich alkoholov, avSak menej
acetaldehydu. Vy$Sia produkcia propa-
nolu a izoamylalkoholu je spésobena
pravdepodobne tym, Zze imobilizovana
bunka je schopna vo vaésom rozsahu
asimilovat aminokyseliny hroznového
mustu a vina. Znizenu akumulaciu acet-
aldehydu si mozno vysvetlit tym, ze
v imobilizovanom systéme dochadza
k zvySenej tvorbe redukovaného koen-
zymu. Hahn-Hargerdahl [26] zd6vod-
nuje tieto anomalie zvySenou aktivitou
vody nachadzajucej sa vo vnutri gélovej
matrice.

Upuatanie vinnych kvasiniek vedie
i k zmenam chemického zlozenia kvasi-
niek samotnych. Imobilizované bunky
obsahuju 48 h po imobilizacii zvySené
koncentracie glykogénu, glukanu, ma-
nanu i trehalézy [27,28]. Koncentracie
tychto rezervnych latok
vSak po niekolkych
dnoch ,prace” imobilizo-
vaného systému signifi-
kantne klesaju. Na potvr-
denie prvych zisteni, ze
imobilizaciou S. cerevi-
siae sa zvySuje i kon-
centracia DNA, bude
potrebné urobit dalSie
experimentalne pozoro-
vania.
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Malik, F.: Imobilizované vinne kvasinky.
Kvasny Prum. 47, 2001, €. 9, s. 242-246.

Praca poukazuje na moznosti pouzitia imo-
bilizovanych systémov vo vinarstve. Charak-
terizuju sa v nej sposoby imobilizacie buniek
a osvetluju sa zakonitosti difuznych javov
v imobilizovanom systéme. Imobilizované
vinne kvasinky sa posudzuju komplexne z po-
hladu biochemickych, fyzikalnochemickych,
technologickych, ale aj ekonomickych krité-
rii. Enologicka moderna uvazuje dnesis moz-
nostami uplatnenia bioreaktorov s nehybnou
vrstvou imobilizovanych kvasiniek.

Malik, F.: Inmobilized Wine Yeast. Kvasny
Prum. 47, 2001, No. 9, p. 242-246.

The paper adverts to the possibilities of the
use of immobilized systems in viniculture. It
describes methods of cell immobilization and
elucidates patterns of the diffusion effects in
the immobilized system. The immobilized wine

yeast are viewed in a complex way from the
aspect of biochemical, physicochemical, tech-
nological and even economical criterions. To-
day, the oenological modern style counts with
the chances of application of biological reac-
tors with fixed bed of immobilized yeast.

Malik, F.: Inmobilisierte Weinhefen. Kvas-
ny Prum., 47, 2001, Nr.9, S. 242-246.

Die Arbeit erortert die Moglichkeiten der
Applikation immobilisierter Systeme in der
Weinindustrie. In dem Artikel werden die Ver-
fahren der Immobilisierung der Zellen cha-
rakterisiert und die Gesetzmossigkeiten der
Diffusionsercheinungen in immunisierten Sy-
stem erklart. Die immobilisierten Weinhefen
werden in komplexer Weise nicht nur aus
dem biochemischen, physikalisch-chemi-
schen und technologischen, sondern auch
nach den dkonomischen Kriterien beurteilt.
Die oenologische Moderne bringt gegenwar-

tig auch die Maglichkeit der Anwendung von
Bioreaktoren mit einer unbeweglichen
Schicht immobilisierter Hefen in Erwagung.

Manuk, ®.: UmMmobunuanpoBaHHble BUH-
Hbie apoxoxu. Kvasny Prum. 47, 2001, Ne 9,
CTp. 242-246.

B paboTe ykasaHbl BO3MOXHOCTU WC-
NONb30BAHUA WMMMOOWTM3UPOBAHHBLIX CUC-
Tem B BUHOAEeNuW. [laeTcs xapakTepuctuka
cnoco60B UMMOBUNN3aLMM KNETOK 1 06bAC-
HAIOTCA 3aKOHOMEPHOCTU AUddY3HbIX AB-
NeHWik B MMMODWNM3NPOBAHHOW CUCTEMe.
MMMOOMNN3NPOBaHHBbIE BUHHBIE APOXOKW
06CyXaloTCA He TOMbKO C TOYKKU 3peHus
6UOXMMUHECKON, (PUBNKO-XMMUHECKOW, TEX-
HOﬂOrMHGCKOﬁ, HO U 3KOHOMWYECKUX Kpu-
Tepuwes. CoBpeMeHHOE BUHOAENWe 3aHu-
MaeTCA BO3MOXHOCTbIO MCMONb30BaHWA
6MOpeaKTOpPOB C HEMNOABUXHLIM CIOEM UM-
MOGUNU3UPOBAHHBIX APOXKEN.




