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nosniku stalym



1. Immobilizacja na powierzchni nosnika

Immobilizacja komorek na powierzchni nosnika jest dos¢ szybka oraz prosta metoda
unieruchamiania, szeroko wykorzystywang w licznych procesach przemystowych. Metoda ta obejmuje
pasywna/ naturalng immobilizacj¢ zachodzaca zwykle w bioreaktorach.

Gléwnymi zjawiskami zachodzacymi w obrgbie metody immobilizacji na nosniku sg
adsorpcja (A), adhezja (B) oraz wigzanie kowalencyjne komoérek (C). (Rys. 1)
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Rys.1. Unieruchamianie komoérek na powierzchni nosnika : (A) adsorpcja, (B) adhezja, (C) wigzanie
kowalencyjne (Kourkoutas i wsp, 2004)

Unieruchamianie na powierzchni nosnika zachodzi wowczas, gdy komorki bakteryjne
wykazuja zdolno$¢ do osadzania si¢ badz przylegania do powierzchni. Podstawa tej metody jest
wzajemne oddziatywanie pomiedzy no$nikiem, a komorka poprzez tworzenie wigzan wodorowych,
hydrofobowych, jonowych czy oddzialywan sily van der Waalsa. Wydajno$¢ adsorpcji zalezy od
rodzaju zastosowanych mikroorganizmow, ich metabolizmu, wieku oraz cech §rodowiska.

Rys.2. Struktura pumeksu oraz rozwdj biofilmu w mikroskopie elektronowym (A) przed kolonizacja,
(B) adhezja bakterii po 6 miesigcach (Di Lorenzo i wsp., 2005)

Immobilizacja na powierzchni no$nika za pomoca wigzania kowalencyjnego nalezy do metod
chemicznych majacych na celu trwale zwigzanie komorki z nosnikiem. Najczgsciej uzywanymi
zwigzkami wigzacymi sg: aldehyd glutarowy, diizocyjaniany czy tetraazobenzydyna Ogromng zaleta
tej metody jest powstanie stabilnego uktadu komorka-nosnik jednakze wiekszo§¢ wiazacych
czynnikéw oddzialuje toksycznie na komoérki w zwigzku z czym proces dgzacy do otrzymania
konkretnego produktu jest mato efektywny.

Enzymy sa bardzo czesto immobilizowane na nosnikach statych, co jest zwigzane
z wlasciwo$ciami fizyczno-chemicznymi oraz oddziatywaniami w obrgbie uktadu enzym-nos$nik.
W przypadku immobilizacji drobnoustrojow istotng funkcje podczas unieruchamiania komorki petni
dodatkowo:

e Obecnos$¢ fimbrii



e Obecnos$¢ adhezyn
e Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu oraz samoistnej agregacji
Funkcje no$nikéw w procesie immobilizacji na powierzchni pelnig substancje zar6wno
pochodzenia organicznego jak i nieorganicznego. Przy wyborze matrycy do immobilizacji pod uwage
bierze si¢:

niska toksyczno$¢ w stosunku do immobilizowanych komorek,

e latwo$¢ unieruchamiania,

e wysoka zdolnos$¢ wigzania komorek,

e obojetnos$¢ chemiczna,

e wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna,

e mozliwo$¢ wielokrotnego uzycia,

e duza zdolno$¢ dyfuzyjna w stosunku do produktu i substratu,

e niski koszt,

e mozliwo$¢ zastosowania uktadu na skale przemystowa.
W  przypadku mikroorganizméw jedna z najwazniejszych interakcji pomiedzy nos$nikiem,
a immobilizowang komorka jest zdolno$¢ komorek bakteryjnych do prawidtowego wzrostu na takiej
matrycy. Wigkszo$¢ matryc stosowanych do unieruchamiania na powierzchni cechuje obecno$¢
porow, ktorych wielko$¢ zalezy od rodzaju immobilizowanych komorek. Jako matryce najczgsciej
stosuje si¢ nosniki takie jak: szklo porowate, pianke poliuretanowa, skaly pochodzenia wulkanicznego,
ceramike

Spieki szklane sg materialem porowatym, odpornym mechanicznie, obojetnym chemicznie.
Rozmiary porow zaleza od obrobki cieplnej szkta i koncowego przemywania roztworami NaOH lub
KOH. Do immobilizacji najczg$ciej uzywa si¢ porowatych kulek szklanych. Na uwage zashuguje takze
biale szklto piankowe. Szklo piankowe jest materiatem otrzymywanym z proszku szklanego
Z dodatkiem czynnikoéw spieniajacych.
Poliuretany(PU) przez wzglad na mechaniczng wytrzymato$¢ sg dos¢ powszechnie stosowanymi
nosnikami do immobilizacji. NajczeSciej wykorzystywanym nosnikiem jest pianka poliuretanowa
(PUF). PUF jest materialem oboj¢tnym chemicznie charakteryzujacym si¢ dobrymi wtasciwosciami
mechanicznymi (wysoka wytrzymatos¢ i elastyczno$¢) oraz wysoka porowatoscia (okoto 97%), a co
za tym idzie duzg powierzchnig adsorpcji.
Najbardziej znanym szkliwem wulkanicznym jest pumeks oraz perlit. Pumeks i perlit to porowate
mineraly krzemianowe (okoto 70% SiO, 03), ktore cechujg si¢ wysoka trwato$cia, niskim zasoleniem,
obojetnoscig chemiczng, a takze wysoka adsorpcja.
Nosniki ceramiczne to porowate zwiazki, ktére charakteryzuja si¢ bardzo rozwinigta powierzchnia
wewnetrzng (kanaliki). Wielko$¢ i1 ksztatt matrycy zalezy od immobilizowanych komorek.
Procz szkta porowatego, ceramiki, skat pochodzenia wulkanicznego i1 pianki poliuretanowej

do immobilizacji na powierzchni no$nika stosuje si¢ rowniez widry drewniane, zywice jonowymienne,
wiokna z bawelny.
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Odczynniki:
- mieszanina poliolowa A
mieszanina poliizocyjanianow B
- 0,9% oraz 0,3%, jatowy chlorek sodu
- poditoze MRS
Przygotowanie 200 ml pozywki:
- do kolby o pojemnosci 300 ml nala¢ 200 ml wody destylowanej
- pozywke nawazy¢ zgodnie z protokotem firmy (przepis na opakowaniu, przeliczy¢ ilo$é
podioza tak by uzyska¢ 200 ml pozywki), nastepnie wprowadzi¢ wprowadzi¢ do 200 ml wody
destylowanej
- pozywke sterylizowa¢ w autoklawie
- po sterylizacji rozlaé¢ podtoze i poczekaé¢ do jego zestalenia

PIANKI:

Czyste pianki poliuretanowe preparuje si¢ na bazie dwoch sktadnikéw otrzymanych od firmy
PCC Prodex. Skladnikiem A jest mieszanina poliolowa w postaci oleistej biatej cieczy
0 gestosci 1,02 g/em® i lepkosci 2800 mPas, sktadnikiem B jest mieszanina aromatycznych
poliizocyjanianow glownie 4,4’-metylenodifenylo diizocyjanian o barwie miodowo-
brunatnej, gestosci 1,21 g/(:m3 1 lepkosci 150 mPas.

Instrukcja firmy PCC Prodex podaje, ze czas startu do momentu wzrostu mieszaniny wynosi
15£3 s (do momentu wzrostu mieszaniny), czas zelowania 60+5 s (trwa do momentu
wyciagnigcia zzelowanych wiokien z pianki), czas suchego lica 80+8s (do momentu, gdy
powierzchnia pianki nie Kklei si¢ przy dotknigciu), czas sezonowania 24 h.

Wykonanie pianek:

1. Pianki PUR wykona¢ w formie falkonu o mniejszej pojemnosci docelowej wynoszacej
15 ml. Odwazy¢ 1,98 g sktadnika A, po czym doda¢ 1,2 g sktadnika B i przez ok. 15 s
intensywnie miesza¢ bagietkg powstalg mieszaning.

2. Otrzymane walce o $rednicy zastgpczej wynoszacej 14 mm i wysoko$ci $rednio 95 mm
pociag¢ na krazki (dyski) o wysokosci 5 mm. Preparacje pianck wykona¢ w trzech
powtorzeniach. Krazki przeznaczone sag do immobilizacji materiatu biologicznego.

Immobilizacja drobnoustrojéw na powierzchni no$nika

Do przygotowanej zawiesiny L. rhamnosus wprowadzi¢ 1 walec pianki. Po 30 minutach
W sposob aseptyczny wyja¢ walec, przeptuka¢ sterylnym roztworem 0,3% NaCl. Nastgpnie
przenies¢ pianke do probowki typu falcon z 0,9% NaCl, ugniata¢ ja przez 1 minutg sterylng
bagietkg szklang. W kolejnym etapie proboéwke z pianka wytrzasa¢ na wirdwcee typu vortex
przez 4 minuty, po czym wykonaé rozcienczenia dziesi¢tne i wysia¢ je na szalki Petriego
z pozywka MRS agar (w trzech powtorzeniach). Wykona¢ rowniez posiewy z zawiesiny
bakteryjnej, w ktorej znajdowata si¢ pianka. Szalki inkubowaé przez 48h w temp. 37°C,
anastepnie zliczy¢ pojedyncze kolonie. Wyniki zestawi¢c w tabeli. Porownaé ilos¢
mikroorganizmow znajdujacych si¢ na piance oraz w zawiesinie.

Aby immobilizacja byta skuteczna na nosniku powinno by¢ co najmniej o 1 logarytmiczny rzqd wiecej
niz w zawiesinie, w ktorej dokonywano adhezji. Dlatego pianki powinny by¢ niej inkubowane 24 h.
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Opracowanie wynikéw
Po zliczeniu pojedynczych kolonii z trzech powtorzen policzy¢ $rednig arytmetyczng oraz odchylenie
standardowe. Poréwna¢ liczebno$¢ komorek bakteryjnych w zawiesiny z liczebnoscia
mikroorganizméw znajdujacych si¢ na piance (po adhezji). Napisa¢ czy doszto do immobilizacji
(adhezji drobnoustrojow)

Liczebno$é L. rhamnosus

[tk/ml]
PIANKA Zawiesina bakteryjna w 0,9% NaCl
Powtorzenia
srednia
Odchylenie
standardowe

Whioski:



