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1. Uvod

Na zivou mikrobialni buitku mtiizeme pohlizet jako na
mikroreaktor, ktery spotiebovava substrat, produkuje urci-
té latky i sam reguluje tyto své funkce. Zivé buiiky izolo-
vané ze svého prirozeného prostfedi jsou zranitelné.
V ptirodé mikroorganismy zvysuji svoji odolnost proti
pusobeni neptiznivych chemickych a fyzikalnich podmi-
nek vytvarenim biofilmt, zachycenim na povrchu kament
a dfeva, tvorbou shlukti nebo opouzdienim organickym ¢i
anorganickym materidlem. Mikroorganismy zijici v bio-
filmu mohou mit podstatné odlisné vlastnosti od téch, kte-
ré volné plovou. Husté a ochranujici prostredi filmu jim
dovoluje spolupracovat a vzajemné se ovliviiovat. Jedna
z vyhod tohoto prostiedi je zvySeni odolnosti proti deter-
gentlim a antibiotikiim, ke kterému dochazi diky extracelu-
larnim latkam a vné&jsi vrstvé bunék, ktera chrani vnitiek
komunity.

Pro prumyslové aplikace mikroorganismi a kon-
strukce celobunéénych biosenzori je potfeba dosdhnout
vysoké koncentrace bunék v uréitém misté v kratkém case,
coz muze byt provedeno zachycenim (entrapment)
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a opouzdrenim (enkapsulace) bunck v polymerni siti. Tyto
techniky imobilizace byly rozvinuty piedevsim pro ptirod-
ni a syntetické organické polymery, naptiklad alginat nebo
polyvinylalkohol (PVA), a v poslednich letech i pro anor-
ganické a organicko-anorganické materidly. Ty maji na
rozdil od organickych polymert nékteré unikatni vlastnos-
ti, jako je chemickd odolnost, opticka propustnost a bio-
kompatibilita' .

Imobilizace enzymi, protilatek a Zivych i mrtvych
bunék a jejich ¢asti ma uz své nezastupitelné misto v bio-
analytickych metodach™ a biotechnologiich®™®. Mezi hlav-
ni vyhody imobilizace patii moznost opakovaného pouziti
zpravidla drahého biologického materialu, snadné&j$i mani-
pulace pii jeho davkovani a izolaci produktii nebo zvySeni
odolnosti biomaterialu® '

Anorganické a organicko-anorganické materialy, jako
jsou jily nebo poly(dimethylsiloxan), byly dosud vyuziva-
ny prevazné jen jako stabilni nosice, na jejichz povrch jsou
enzymy a zivé buiiky zachycovéany adsorpci. Na rozdil od
enkapsulace a entrapmentu Ize adsorpci vazat méné bunck
a proces imobilizace obvykle trva déle a je hiie kontrolo-
vatelny’.

Byla publikovana fada pfehlednych ¢lankd vénova-
nych enkapsulaci a entrapmentu biologického materialu
obecné? 1271% biomolekul® " a bungk®?"* do anorga-
nickych nosicl. Tyto prace vSak diskutovaly predevsim
slozeni nosi¢i a dusledky stésnani molekul protei-
nl; mnohem méné pozornosti bylo vé€novéno fyziologic-
kému stavu imobilizovanych bun€k, samotnému imobili-
zanimu procesu a operacni stabilit¢ bio-anorganického
kompositu®.

Tento text podava piehled o enkapsulaci/entrapmentu
zivych mikroorganismti do anorganickych polymert se
zaméfenim na imobilizaéni techniky a fyziologii imobili-
zovanych mikroorganismu.

2. Imobilizace mikroorganismi
do anorganickych nosici

2.1. Metoda sol-gel

Vétsina technik enkapsulace mikroorganismd, a to jak
do organickych, tak i anorganickych nosict, je zalozena na
gelaci solu (koloidni smés nanocastic), do které¢ho jsou
pfidany zivé buiky ve vhodném médiu nebo pufru.
V soucasné dobé jsou vyrazy ,,sol-gel material“ nebo ,,sol-
gel proces™ pouzivany hlavné v souvislosti se syntézou
anorganickych materidlii z roztokd organokovovych slou-
¢enin, ke kterym se pocitaji organicko-anorganické materi-
aly oznaované jako ORMOSIL (cit.”**%), CERAMER
a ORMOCER® (cit.>13242327-29)
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Sol-gel proces byl ptivodné vyvinut pro pfipravu spe-
cidlnich druhli anorganickych skel, které nelze pfipravit
tavenim smési prislusnych oxidd. Pti sol-gel procesu jsou
prekurzory  oxidi, obvykle alkoxidy, rozpustény
v alkoholu nebo jiném organickém rozpoustédle a smicha-
ny. Nasleduje jejich kysele nebo zéasadit¢ katalyzovana
hydrolyza, kondenzace a polykondenzace vzniklych hyd-
roxylovych skupin, kterd vede ke tvorbé gelu. Nejpouziva-
né&jSimi prekurzory jsou tetramethoxysilan (TMOS) a tet-
raethoxysilan (TEOS). Katalyzovanou hydrolyzou prekur-
zor ve vod¢é za pritomnosti spolecného rozpoustédla
(vody a prekurzoru) se tvoii silanolové skupiny, které dale
reaguji za tvorby siloxanid (viz rovnice (/)—(3)). Nakonec
kondenzaci silanolt a siloxand vznik4 kfemicity gel, ktery
dale prochazi procesem starnuti a suSeni. Vysledny materi-
al je tvofen propojenou pevnou siti s pory mensimi nez
I mm a polymernimi fetézci, jejichz primérna délka je
vice nez jeden mikrometr®>. Dalsim tepelnym zpracova-
nim (> 400 °C) lze ptipravit oxidova skla.

(RO)3SiOR + H,0 — (RO);SiOH + ROH (1)
2(RO);SiOH — (RO);Si-0-Si(OR); + H,O 2)
(RO);SiOH+ROSi(OR); — (RO);Si-O-Si(RO); +ROH  (3)

Mezi obvykle pouzivané katalyzatory patii HC1, NH3,
KOH, NaOH, aminy, kyselina octova a KF. Rychlost
arozsah hydrolyzy jsou nejvice ovlivnény koncentraci
katalyzatoru a jeho silou (ve smyslu teorie kyselin a za-
sad). Slabsi kyseliny obvykle vyzaduji delsi ¢as k dosazeni
stejného rozsahu reakce nez kyseliny silné. Pfi pouziti
kyselych katalyzatord za niz8i teploty vznikaji spiSe delSi
améné rozvétvené fetézce za vzniku souvislého gelu.
Oproti tomu pfi zasadité katalyze jsou tvoreny shluky
z kratsich rozvétvenych molekul®. Nasledné suseni hydro-
gell snizuje porozitu, zvysuje stlaéeni a omezuje difuzi.

Sol-gel proces, tak jak byl vyvinut pro pfipravu speci-
alnich skel, zahrnuje velké zmény pH a vysoké koncentra-
ce alkoholu. Oba tyto faktory maji obvykle negativni vliv
na zivé builky. Sol-gel pfechod musi byt provadén za fyzi-
ologickych podminek — za pouziti vodného nanosolu, po

Tabulka I
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kterém nasleduje jen mirné zpevnéni a suseni. Uplnou
dehydrataci anorganického gelu nemohou mikroorganismy
prezit. Zivotaschopnost enkapsulovanych bunék je ovliv-
néna do znacné miry smr§ténim nosice, strukturou poru
a tuhosti polymeru. Tyto faktory mohou byt kontrolovany
rezimem suSeni, obsahem zbytkové vody, pfidavkem plni-
del®', pfimichanim cukri nebo jinych rozpustnych latek
vymytelnych za tvorby porti’ nebo piidanim polymeri
zadrzujicich vodu jako je PEG, alginat nebo chitosan™%3.

2.2. Imobiliza¢ni postupy

V monografii’ se uvadi, ze do roku 2009 bylo enkap-
sulovano do anorganického, prevazné kiemicitého, nebo
organicko-anorganického nosi¢e vice nez 30 kmend mi-
kroorganismt, a to jak pfirozenych, tak i geneticky upra-
venych. Po prvnich Gspésnych enkapsulacich zivych kvasi-
nek do kiemicitého gelu, které byly popsany v roce 1981
P. Rouxhetem® a v roce 1989 G. Carturanem™®, byly sol-
gel postupy pouzity v mnoha laboratofich na celém svéte.
Enkapsulace Escherichia coli a rozsivek, které samy tvori
kfemicité skotapky, do anorganické a organicko-
anorganické matrice byla od devadesatych let minulého
stoleti  systematicky studovana skupinou profesora
J. Livage. Bioremediace a biotechnologické aplikace mi-
kroorganismti v anorganickém nosi¢i jsou predmétem
dlouholetého vyzkumu skupiny profesora H. Bottchera.

Dosud vyvinuté techniky imobilizace mohou byt roz-
déleny do deseti zékladnich skupin. V tabulce I jsou sefa-
zeny od metod napodobujicich ptipravu skel, které jsou
vyuzivany zejména pro enkapsulace enzymil, az po auto-
enl}(a}lg)sulace bunék s vnesenymi geny pro expresi silicatei-
nu’’.

Prvni krok postupu I je kysele katalyzovana tvorba
castecné kondenzovanych oligomeri (dale oznaCovana
jako predpolymerace) komeréné dostupnych alkoxysilant
(TEOS, TMOS), ktera probiha bez pfitomnosti organic-
kych rozpoustédel. Ve druhém kroku je upraveno pH pfi-
danim pufru nebo zasady na fyziologictéjsi hodnoty

Metody enkapsulace zivych mikroorganismi do anorganickych polymernich nosici

Typ Metoda enkapsulace

Lit.

I do predpolymerovnych alkoxysilant 33-35, 37, 38, 64, 65

II do kemicitého nosice bezalkoholovym postupem 10, 11, 15, 39-45, 66, 67
11 suché anorganické biokompozity a enkapsulace gelaci zmrazenim (BIOCER) 7, 46-48, 68-70

v do anorganickych nosict modifikovanych organickymi latkami 16, 33, 49-54

A% do nosict ptipravenych z organicky modifikovanych alkoxysilant 20, 43, 55-57

VI nanaSenim oxidu kfemicitého z plynné faze (BIOSIL) 22,58

VII anorganickd membréana na obalech pfedimobilizovanych bun¢k 7,22,59

VII  do nosi¢i na bazi oxidii Zeleza®” , titanu®, zirkonia®' a hliniku® 49, 60-62

IX butikami fizené seskupeni anorganickych nanocéstic (CDA) 9,23,71

X autoenkapsulace transformovanych mikroorganismt 36, 63
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(pH = 7). Po smichani se suspenzi mikroorganismt docha-
zi ke gelaci solu b&hem né€kolika minut. Dvoustupfiovy
proces eliminuje skodlivy vliv kyseliny, ale zistava nega-
tivni vliv alkoholu, ktery se uvoliiuje pfi polykondenzac-
nich reakcich a starnuti gelu®~*7,

S cilem zlepsit biokompatibilitu procesu byly vyvinu-
ty postupy (II), pfi kterych je alkohol odstranén ze so-
lu odpafenim za vakua'>*** nebo probublavanim inert-
nim plynem'*!''**°_ Pro bezalkoholovou enkapsulaci byly
také vyuzity komercni roztoky vodniho skla a koloidni
kyseliny kiemigité (LUDOX)"***** Vy3i biokompatibi-
lita bezalkoholovych postupti byla prokazana®’, nicméné
vysledné gely jsou ve srovnani s postupy I méné mecha-
nicky soudrzné a méné transparentni’.

Pti ptipravé suchych biokompoziti gelaci zmrazenim
(II) nejsou bunky poskozovany kyselym prostfedim ani
alkoholem. Suspenze bungk, aditiv a keramického prasku je
nalita do formy a prudce zchlazena na teplotu pod —40 °C,
pii které koloidni disperze prechazi ireverzibilné na gel.
Vznikly monolit je pak lyofilizovan’. Podil pieZiviich
mikroorganismi je pfi tomto postupu’ nizky (< 1 %). Dil-
¢iho zlepseni bylo dosazeno pfidavkem zivin, kryoprotek-
tantti a optimalni rychlosti chlazeni. Stupen pieziti Rhodo-
coccus ruber byl zvysen z 0,9 % na 6,1 % ptidavkem tre-
halosy™, pii¢emz buiky prezivaly predeviim na povrchu.
Tyto keramické biokompozity (III), které jsou nékdy ozna-
Covéany nazvem BIOCER, jsou pevné robustni monolity,
ze kterych mulze byt vytvofena napli velkych reaktoru,
kterd je dlouhodobé¢ stabiln€jsi nez sypané kolony. Po re-
hydrataci se preziv§i mikroorganismy mohou pomnozit,
inokulovat reaktor v celém jeho objemu a zahéjit biotech-
nologicky proces*’*.

Jako postup IV souhrnné oznacujeme postupy I, II, IIT
a VIII vylepsené o ptidavek organickych latek a to jak
nizkomolekularnich, tak pfirodnich nebo syntetickych
polymerti. Nizkomolekularni latky jako je glycerol, gluko-
sa a dalsi cukry, které jsou Casto zdrojem uhliku pro en-
kapsulované mikroorganismy, zlepsuji zejména dlouhodo-
bou zivotaschopnost biokompozitli, zatimco mira preziti
imobilizace zistava nezménéna®®. Oproti tomu organické
polymery zlepSuji preziti imobiliza¢niho procesu. Pfi en-
kapsulaci do smési kiemicitého solu s alginatem bylo po-
zorovano lepsi preziti rostlinnych bunék a naopak o néco
zkracena dlouhodoba Zivotaschopnost kvasinek, ktera
pravdépodobné souvisi s niz$i porozitou kompositniho
nosi¢e™°. Systematicka studie vlivu piidavkd syntetic-
kych 1 ptirodnich polymert ke kemicitému nosici pii en-
kapsulaci Bacillus sp. UG-5B v napliovych reaktorech
ukazala, ze pro pieziti bun€k a jejich vysokou aktivitu je
nejlepsi ptidavek PVA a PEG ke TMOS (cit.”'™>). Smi-
chanim kvasinek s TMOS v emulzi rostlinného oleje
(smgsi slunecnicového, sojového a fepkového) a vody byly
pfipraveny céstice biogelu o velikosti 110-175 pm. Takto
imobilizované kvasinky vykazovaly ve srovnani s volnymi
vy§si aktivitu i stabilitu®.

Jinou cestou ke zvySeni biokompatibility sol-gel pro-
cesu, nez je piidavani organickych latek, je pouZiti organicky
modifikovanych prekurzori (postup V). Organokiemicité
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prekurzory, u nichz byla jedna nebo dvé alkoxidové skupiny
nahrazeny organickymi skupinami (alkyl, 3-aminopropyl),
byly pouzity pfevazné k imobilizaci proteind. V disledku
této modifikace nosi¢e bylo dosazeno vyssi stability en-
kapsulovaného proteinu® a az stondsobné zvyseni enzy-
mové aktivity proti volnému enzymuss. Pro imobilizaci
kvasinek byl pouzit glycidoxypropyltrimethoxysilan
(GLYMO) v kombinaci s TEOS (cit.*®). Zlep3eni produkce
vodiku u sinic Synechocystis sp. PCC 6803 bylo dosazeno
enkapsulaci do solu slozeného z MTES, TEOS a PEG
(cit.>®). Mezi dalsi prekurzory, které by mohly zlepsit Zivo-
taschopnost organokiemicitych biokompoziti je mozné
zatadit  tetrakis(2-hydroxyethyl)orthosilikdit (THEOS),
ktery je dobfe rozpustny ve vodé a je kompatibilni
s polysacharidy i proteiny”".

Nazvem BIOSIL je oznacovan postup depozice oxidu
kfemigitého z plynné faze (postup VI)*. Zivé buiiky za-
chycené na vlaknech pfirodniho polymeru jsou vystaveny
do proudu alkoxysilanti. Na vlhkém povrchu bun¢k docha-
zi k hydrolyze a kondenzaci, zatimco vznikajici alkohol je
odvadén proudem plynu. U rostlinnych bunék Coronilla
vaginalis (€icorka pochvata) enkapsulovanych timto postu-
pem vznikajicimi nanocésticemi oxidu kfemicit¢ho, byla
zvySena aktivita metabolismu (redukce tetrazoliové soli na
formazan) ve srovndni s volnymi buikami. Stejné tak
itakto enkapsulované bunky Catharantus roseus
(katarantus rtzovy) produkovaly vice alkaloidi a Ajuga
reptans (zb&hovec plazivy) vice invertasy".

Citlivé buriky byly chranény proti nepfiznivym vli-
vim enkapsulace do anorganického nosi¢e (pred-
imobilizace) tak, Ze nejprve byly imobilizovany do ptirod-
niho polymeru (postup VII), jako je alginat. Na povrchu
alginatovych kulicek sbunkami byla potom vytvofena
kfemicitd membrana, ktera je dostatecné propustnd pro
ziviny a pozadované metabolity (napf. inzulin)*>”.
U kvasinek Saccharomyces cerevisiae a mlécnych bakterii
Oenococcus oeni predimobilizovanych do alginatu doslo
ke zmén€ parametrd saturacni kinetiky fermentace
v zavislosti na nasledném zplsobu pfipravy kifemicité
membrany. Obaleni ponofenim do vodné suspenze kiemi-
¢itych nanocastic pfipravenych kyselou hydrolyzou TEOS
vedlo ke zvySeni Vj, pfi zachovani K, tj. k prodlouzeni
oblasti kinetiky prvniho fadu. Oproti tomu u membrany
pripravené v proudu MTES doslo k zachovani Vj,, ale
snizeni K, tj. oblast kinetiky nultého fadu byla prodlouze-
na. Snizeni K,, na polovi¢ni hodnotu se pfipisuje vlastnos-
tem MTES membrany, které jsou podobné silikonovému
kaucuku. Tato membrana také ucinngji branila tiniku kva-
sinek do média (< 1 % ve srovnani s 24 % pro kulicky
obalované z vodné suspenze)®.

Predimobilizaci do alginatu bylo zlepseno i preziti
kvasinek pfi enkapsulaci do keramického nosi¢e metodou
gelace zmrazenim’.

Kromé oxidu kiemicitého byly Zivé butiky imobilizo-
vany do geli oxidi Zeleza®, hliniku®, titanu a zirkonia®'
(VIII). Adsorpce magnetickych nanocastic na bakterie
rozkladajici dibenzothiofen zlepsila operacni stabilitu ko-
lonového reaktoru a magnetitem obalené bakterie byly
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vyjimany z reaktoru pomoci magnetu®’. Mikroroganismy
enkapsulované do gelu hydratovaného titani¢itého a zirko-
nicitého oxidu, byly pfipraveny smichanim stabilizované-
ho solu titani¢itych a  zirkoniCitych prekurzoru
s hydrofilnimi ligandy. Amorfni gely oxidu titanicitého se
rozpoustély pouze v citratovém pufru pii pH 6, jinak byly
vysoce chemicky stabilni a odolavaly i silnym kyseli-
nam®'.

Aktivni role bun€k byla vyuzita pfi enkapsulaci do
kfemicitych nanocastic pomoci fosfolipidd (IX). Metoda
oznatovana CDA (Cell Directed Assembly), spociva
v seskupovani prekursorti kyseliny kiemicité fizeném lipi-
dy, do které¢ho ptitomné bunky zasahuji tak, ze se obklopu-
ji kapalinou za tvorby mnohavrstevnaté lipidové membra-
ny, ktera je souvisle propojuje s kiemicitou nanostruktu-
rou. Tento bio-nano ptechod ochranuje buiky ptfed nad-
mérnym vysuSenim, ale nebrani pfistupu malych molekul
k jejich povrchu. Mnohavrstevnaty lipidovy ptechod vy-
tvofeny mezi buiikami a obklopujici kfemicitou nanostruk-
turou zmiriiuje mechanické tlaky, a slouzi vlastné jako
dal3i extracelularni membrana’.

Rozsivky a nekteré motské houby vyuzivaji strategie
tvorby anorganickych skotfépek s hierarchickou strukturou
za pomoci silaffind, tj. proteint s afinitou k oxidu kiemici-
tému. Z ostnli motiské houby Tethya aurantia se podatilo
izolovat enzym podobny katepsinu, silicatein, ktery kataly-
zuje polymeraci TEOS (cit.”) a zaroven slouzi jako tem-
plat pti tvorbé kfemicitych, ale i jinych anorganickych
materiald in vitro®®. Novou cestu v enkapsulaci zivych
bun¢k do silikatovych polymerQ otevielo genetické inze-
nyrstvi, kdyZ se podaftilo pfipravit geneticky modifiko-
vanou bakterii Escherichia coli s genem pro produkci
a-silicateinu. Ta syntetizovala polysilikdty na svém po-
vrchu a pfi tom vykazovala stejnou rastovou rychlost jako
bakterie bez tohoto genu’®.

3. Fyziologie imobilizovanych mikroorganismii

Imobilizaci mikroorganismt obecné dochézi ke zmé-
mikroorganismi imobilizovanych do anorganického nosi-
¢e shrnuje obr. 1. Na rozdil od imobilizace do organickych
polymeril jsou mikroorganismy v anorganickych nosic¢ich
vystaveny siln€j§im stresim uz v pribéhu imobilizace.
Anorganické nosi¢e jsou tuhé a mikroporézni®. Diisledkem
je zpomalena difuze, ktera mize vést k nedostatku Zivin®,
hromadéni zplodin metabolismu a také k naruSeni mezibu-
n&né komunikace®’?. Pevnost a neroztaznost anorganic-
kych nosi¢l zplisobuje omezeni pohybu i rozmnozovani
imobilizovanych mikroorganismi’’*,
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Pro sledovéani zivotaschopnosti a fyziologického stavu
mikroorganismil imobilizovanych do anorganickych nosi-
¢l lze vyuzit vétSinu metod pouZzivanych pro volné bunky,
jako je kultiva¢ni stanoveni, méfeni spotieby Zivin a kysli-
ku, tvorbu produktt, aktivitu enzymi a mikroskopie. Je ale
tieba pocitat s ovlivnénim vysledkl v disledku pomalé
difuze a adsorpce latek v mikroporéznim nosici. Vyssi
chemicka stabilita anorganickych nosici pak omezuje
metody, které vyzaduji jejich rozpusténi’. Naopak trans-
parentnost nosice je vyhodna pii pouziti optickych metod.

3.1. Stresy v prub&hu imobilizace

V procesech I, II, V a VIII (viz tab. I) je prvnim kro-
kem smichani suspenze bunék s pfedpolymerovanymi
alkoxysilany nebo s koloidnim roztokem anorganickych
nanocastic. Prvnimi stresory pasobicimi na mikroorganis-
my jsou tak pfedevsim alkoholy uvolnéné pii kondenzacni
reakci®**"® a pouzity polymeraéni katalyzator'. Pomoci
specifickych bioreportérovych bakterii®, které reagovaly
syntézou fluorescentniho proteinu na konkrétni stresy,
byly pfi imobilizaci bezalkoholovym postupem (II)
v malém méfitku detegovany i teplotni a genotoxicky
stres”>’*. Nicmén& neni zcela jasné, zda neslo spise o ne-
specifickou odezvu na jiné stresy vzhledem k silnému
metabolickému provazani stresovych reakci. V pribéhu
gelace postupem [ pokracuji kondenzacni reakce a tim
nartistad negativni vliv alkoholl. Zkraceni doby pulsobeni
alkoholu se dosahuje zkracenim ¢asu mezi smichanim solu
s bunéénou suspenzi a gelaci. Proto byly Zivé buriky imo-
bilizovany zejména do solu pfipraveného z TMOS, ktery
ve srovnani s jinymi alkoxysilany nejsnaze podléha hydro-
lyze a nésledné polykondenzaci za pokojové teploty. Ke
snizeni vlivu alkoholu a katalyzatorti pfispiva tvarovani
biogelu do tenkych vrstev, ze kterych se alkohol snadno
odpatuje a také ho lze rychle odstranit ponofenim do pufru
kratce po gelaci®®. T po vytvoreni gelu dochézi ke zmé&nam
ve struktufe nosice, chemické vazby zanikaji a zaroven se
tvori nové, méni se velikost port®. Na buiiky za&ina piso-
bit mechanicky stres, zejména pokud pokracuje suSeni
gelu. To je vyznamné v postupu III, ktery pak preziva
zpravidla < 10 % imobilizovanych mikroorganismii*®’*",
Zivé biokompozity jsou proto uchovavany ve formé vih-
kého gelu, zpravidla ponotfené do pufru nebo Zivného mé-
dia®. Suché xerogely byly pfipraveny enkapsulaci bakteri-
4lnich spor®®, které se po zvlhéeni opdt zadaly mnozit®”””.

Zvyseni poctu bunék prezivSich proces enkapsulace
bylo dosazeno ptidavkem organickych polymerd (postup
IV), napt. PEG a nékterych nizkomolekularnich latek jako
je trehalosa a glycerol. Ne zcela jasné mechanismy jejich
ochranné¢ho uc€inku zahrnuji stabilizaci cytoplazmatické
membrany a ochranu pied vysusenim®.

? Bioreportéry jsou geneticky modifikované mikroorganismy nesouci genetické fuze pfirozenych regulovanych metabolic-
kych drah a vlozenych reportérovych genil. Bioreportéry produkuji méfitelny signal (nejcastéji elektrochemicky, luminis-
cenéni nebo fluorescenéni) jako odpovéd’ na analyt resp. skupinu pribuznych analyta®.
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Obr. 1. Zmény ve fyziologii enkapsulovanych mikroorganismi zpisobené stresy pri imobilizaci a dlouhodobém uchovavini mi-

kroorganismi v anorganickém nosici

V pribéhu procesu vytvareni anorganické membrany
pisobi na mikroorganismy nejméné negativnich vlivi po
jejich predimobilizaci do organického polymeru (postup
VII)’ a nebo pii procesech, na kterych se imobilizované
mikroorganismy samy podili (postupy IX a X)'.

3.2. Dlouhodobé stresy a piezivani imobilizovanych
mikroorganismi

Po skonceni imobilizace probihaji ve vlhkém biogelu
i nadale strukturni zmény, a to dlouhodob¢ s vlivem jak na
stabilitu nosiCe, tak na zivotaschopnost imobilizovanych
mikroorganismil. Jednotlivé bunky jsou v Cerstvém kiemi-
¢itém nosici oddélené, jak ukazuje obr. 2.

Zakladni rozdil mezi organickymi a anorganickymi
nosici je v tom, ze molekuly organickych polymeri jsou
pruzna klubka, kdezto kiemicité gely (a podobné i titanici-
té, zirkoniCité, zelezit¢é a hlinit¢) jsou sloZeny
z nestlacitelnych ~ hydratovanych  nanocastic  oxidu.
V organickych gelech, jako je alginat nebo PVA, se mikro-
organismy normalné mnoZi a tvoii kolonie®. Mikroskopic-
ké snimky ukdzaly, ze v kfemicitych nosi¢ich dochazi
k inhibici bunééného dé€leni, a to zejména v hlubSich vrst-
vach gelu, kde je mikroorganismus obklopen nosi¢em ze
vSech stran. Naopak v povrchovych vrstvach, poruchéch,
prasklinach a v dutinach se mikroorganismy mnozily>’*.
Inhibice déleni zavisi na tlaku, ktery je schopna délici se
bunka vyvinout, a na tom, zda je nosi¢ dostate¢né pevny,
aby tomuto tlaku odolal”’. Nékteré prace nicméné p¥ipous-
té€ji i bunécné déleni uvnitt gelu, pravdépodobné ale ne
v plném rozsahu za tvorby kolonii®™*. To lze vysvétlit
tim, ze v kifemicitém gelu ponofeném do pufru pti pH 7
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dochdzi pomalu k hydrataci Si-O-Si vazeb, zvétSovani
vzdélenosti mezi nanocasticemi a tim k poklesu soudrz-
nosti gelu, coz dava mikroorganismim urcity prostor pro
mnoZeni a unik do média’. ProtoZe zatim nejsou vypraco-
vany metody pro charakterizaci zmén struktury vodnych
anorganickych gell, je obtizné srovnavat dlouhodobé
preziti a mnoZeni bunék v zivych anorganickych biomate-
ridlech pfipravenych na rtiznych pracovistich.

U bun¢k neposkozenych alkoholem nebylo pozorova-
no pronikani kfemicitych nanocastic pfes buné¢énou mem-
branu, ale byla popsana adheze nanocastic o velikosti
<100 nm. V piitomnosti kfemicitych nanoc¢astic o velikosti
12,5 a 27 nm (LUDOX) dochéazelo ke zpomaleni rastu
tasy Pseudokirchneriella subcapitata. Toxicita nanocastic
byla umérna zmensujici se velikosti &astic™.

Imobilizace mikroorganismii do anorganického nosi-
Ce zlepsila jejich odolnost proti organickym rozpouste-
dlam'™"", toxickym latkam®' a zvysené teplot&®'. Bez Zivin
imobilizované mikroorganismy piezivaly déle (nebo spise
umiraly pomaleji) nez volné. Jasné vysvétleni tohoto jevu
nebylo dosud podéano, hypotézy diskutuji ochranny vliv
nosiée a inhibici mezibun&éné komunikace™’?. Dokumen-
tované doby, po které mikroorganismy prokazatelné piezi-
ly imobilizované v anorganickém nosi¢i, se pocitaji na
tydny aZz mésice. Horni hranice je navic obvykle urcena
délkou pokusu a ne kompletnim vyhynutim kultury. Aktu-
alni ,rekord“ (zari 2010) pro nesporulujici bakterie je
550 dni*’, pro bakterialni spory pak pies 2,5 roku®?. Klico-
vé faktory skutecné dlouhodobého preziti jsou dostatek
zivin a dostatek vody. Bez koimobilizovanych Zivin nebo
bez pravidelné dodavky zivného média zvenci preZily
imobilizované mikroorganismy maximalné nekolik tydni
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Obr. 2. Mikrorganismy imobilizované do tetramethoxysilanu
postupem I; a) Sacharomyces carlsbergensis b) Pseudomonas
fluorescens HK44

Vv

a jejich Zivotaschopna populace pribézné klesala. Naopak
s dostupnymi zivinami byly dosazené doby preziti
v fadech mésict i let a bylo dosazeno i zvyseni vychozi
imobilizované populace®~"*’.

VétSina bakterii komunikuje s ostatnimi pomoci se-
krece a detekce komunikac¢nich latek, jejichz koncentrace
pak roste s hustotou populace. V zavislosti na koncentraci
komunikacnich molekul (a to i vlastnich) pak mikroorga-
nismus reguluje nékteré metabolické drahy, véetné precho-
du do stacionarni ristové faze. Tato mezibunééna komuni-
kace je v anorganickych matricich narusena. Je to zpiiso-
beno pomalou difuzi komunikac¢nich molekul. To muze
vést k tomu, Ze prestoze se butika nachazi v husté enkapsu-
lované populaci, je v jeji tésné blizkosti nizka koncentrace
komunikaénich molekul a buika se proto chova jako by
byla osamocena’. V fidké populaci mize pomala difuze
zpusobit lokalni zvySeni koncentrace komunika¢nich mo-
lekul a osamocena bunka pak vykazuje hromadné chova-
ni""*. U jediné izolované imobilizované buiiky Staphylo-
coccus aureus se tak podafilo jen vlastnimi komunikacéni-
mi molekulami autoindukovat prechod do virulentni faze,
spojeny normalng s vyssi koncentraci bakterii’".
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4. VyuZiti a budoucnost Zivych
bio-anorganickych kompoziti

Vysledky dosazené pii vyzkumu imobilizace do anor-
ganickych nosi¢l ukazuji, ze tento postup fixace zivych
bunék je technicky schidny a rozsifuje moznosti nabizené
tradiénimi postupy imobilizace do organickych polymeri.
Podobné jako v ptipad¢ vyzkumu v oblasti chemie sol-gel
procesu, ktery probihd jiz desitky let a pfesto pouze néko-
lik vysledkti bylo komeréné vyuzito, nema dosud S§irsi nez
laboratorni vyuziti. Nicméné enzymy imobilizované sol-
gel postupem jsou jiz v nabidce firem prodéavajicich imobi-
lizované enzymy”’ a tak Ize predpokladat, Ze své uplatnéni
najdou i zivé biokompozity.

Transparentnost a chemicka stabilita anorganickych
nosic¢l je vyhodna pro konstrukci celobunéénych optic-
kych senzort, které jako biologickou rozpoznévaci Cast
vyuzivaji enkapsulované fluorescenéni a luminiscenéni
mikroorganismy. Tenké vrstvy kiemicitého gelu
s enkapsulovanymi bioluminescenénimi bioreportéry tak
byly pouzity k selektivni detekci zneciSténi polyaromatic-
kymi uhlovodiky®” a BTEX (cit.*).

Tuhost a mikroporozita anorganickych nosicit napo-
maha fyziologickym zménam nutnym pro biochemickou
produkci sekundarnich metaboliti. Byly popsany produkce
plynného vodiku imobilizovanymi sinicemi’, produkce
prodigosinu®, antibiotik®, bilkovin a enzymi*” ¥, orga-
nickych kyselin®, fermenta¢nich produkti® nebo ana-
lyticky vyuzitelna produkce barevnych metabolitd pfi bio-
degradaci polychlorovanych bifenyla®.

Laboratorni pokusy ukazaly, ze pomoci mikroorga-
nismil v anorganickém nosici lze odstraiovat kontaminan-
ty z zivotniho prostiedi, a to jak organické latky biodegra-
daci (fenol*® **, glykol*, kyanidy®', azobarviva®', slouce-
niny dusiku®), tak i t&zké kovy sorpci™.

Vzhledem ktomu, ze vnemalo pfipadech pfezily
mikroorganismy v imobilizovaném stavu fadu mésicti az
let #3794 i enkapsulace do anorganickych nosiét alter-
nativou k hlubokomrazicim metodam dlouhodobého ucho-
vavani mikrobialnich kultur. Za hlavni pfinosy lze povazo-
vat jednoduché provedeni (skladovani materidlu
v chladni¢ce, pouze ponotfeného do vhodného pufru) a také
nepropustnost nosi¢e pro dalsi mikroorganismy, ¢imz by
se uchovavana kultura chranila pfed kontaminaci.
K dlouhodobému uchovavani mikrobialnich kultur by
mohly slouzit i materialy pfipravené gelaci zmrazenim
(postup III), kde jsou enkapsulované mikroorganismy vy-
susené a doba pieziti se tak prodluzuje*®4”.

Kiemicity nosi¢, na rozdil od vétSiny organickych
polymert, je vysoce biokompatibilni a pfitom propustny.
Usp&né postupy imobilizace mikroorganismii se proto
staly vychodiskem pro imobilizaci savéich bun€k a vyvoj
umélych organd. Transplantované bunky oddélené od
ostatni tkan¢ kfemicitou membranou by nemély vyvolavat
autoimunitni reakce. Na vyzkum v této oblasti, zejména
pro léceni cukrovky prvniho typu, jsou vynakladany vyso-
ké finan&ni castky®'®2'.
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Silicateinem zprostiedkovana enkapsulace bakterii
muize zlepsit, roz§ifit a optimalizovat rozsah aplikaci bak-
terii pro produkci rekombinantnich proteini®'. Lze predpo-
kladat, ze mikrorganismy chranéné vlastni vrstvou silikat
budou 1épe odolavat neptiznivym vlivim okoli, kterym
mohou byt buiiky vystaveny napfiklad v pribéhu imobili-
zace.

Dalsi unikatni vlastnosti bunék imobilizovanych do
anorganickych nosic¢l, mezi které patii odlisné socialni
chovani buné¢k, budou nepochybné vyuzity v novych tech-
nologiich, které musi pro zajisténi udrzitelného rozvoje
nahradit ty stavajici, neSetrné k Zivotnimu prostiedi.

Prace byla podporena Interni grantovou agenturou
univerzity J. E. Purkyné a MSMT Ceské republiky (projekt
MES892).

Seznam zkratek a symbolu

BTEX benzen, toluen, ethylbenzen a xylen
GLYMO glycidoxypropyltrimethoxysilan

K, Michaelisova konstanta saturacni kinetiky
MTES methyltriethoxysilan

MTMS  methyltrimethoxysilan

PEG polyethylenglykol

PVA polyvinylalkohol

TEOS tetraethoxysilan

THEOS tetrakis(2-hydroxyethyl)orthosilan

TMOS  tetramethoxysilan

Viim limitni rychlost reakce v satura¢ni kinetice
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The hybrid biocatalysts comprising of living microbi-
al cells encapsulated in inorganic or organic- inorganic
matrices can be utilized in synthesis of pharmaceuticals,
remediation technologies and biosensor construction. Sili-
ca, due to its biocompatibility, is a promising host for the
purpose. The topic is reviewed starting from first experi-
ments in 1981 to the current state of the art of encapsula-
tion of living microorganisms in inorganic matrices, focus-
ing on the physiology of encapsulated microorganisms. In
the Czech Republic, the research in this field, on the bor-
derline of materials science, inorganic chemistry and mi-
crobiology, has been performed since 1994.
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