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Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky projektu bude spoloénost’ Axxence Slovakia s.r.o. vyuZivat v pripade vybudovania
fermentaénych jednotiek v novovytvorenej prevadzke v Bratislave zameranej na vyrobu
prirodnych arém. Priamym vyuzitim v takom pripade bude vyroba kyseliny fenyloctovej z 2-
fenyletanolu, ktora sa bude obchodovat v €istom stave alebo vo forme esteru - izoamyl
fenylacetatu. Nepriamym vyuzitim bude priprava a vyuZitie biokatalyzatorov na baze
imobilizovanych buniek a enzymov metédami zachytenia v polyelektrolytovych kapsuliach

a Casticiach vyvinutych na pracovisku ziadatela v ramci rieSenia projektu. Imobilizacia buniek
G. oxydans v polyelektrolytovych matriciach tiez preukazatelne viedla ku operacnej

a skladovacej stabilizacii buniek pri produkcii kyseliny fenyloctovej €o méze byt uplatnené aj
pri imobilizacii novych biokatalyzatorov. Bola potvrdena pouzitelnost imobilizatov v
polyelektrolytovych nosi€och v prototypoch integrovanych laboratérnych systémov

s bioreaktormi vyuzitefnymi na produkciu prirodnych arém. Taktiez vyvoj pokrocilych technik
charakterizacie imobilizatov v spolupraci Ziadatela s pracoviskami UPo, MLC, FCHPT za
spoluprace so skupinou Dr. V. Nedé&lu (UPT, AV CR, Brno) méze najst’ uplatnenie pri
ziskavani novych poznatkov o Strukture a vlastnostiach imobilizatov vzvijanych v buducnosti.
Princip konstrukcie novych ampérometrickych biosenzorov vyvinuty na pracovisku Ziadatela
je uplatnitelny ako technika on-line monitorovania biotechnologickych procesov. Vysledkom
projektu bol tiez rozvoj technik optickej diagnostiky na sledovanie viability a metabolického
stavu baktérii, o je mozné vyuzit v dalSich biotechnologickych aplikaciach. Vyskumna
skupina z FCHPT rozpracovala imobilizaciu buniek G. oxydans na produkciu kyseliny
fenyloctovej vyuzitim imobilizacie do polyvinylakoholového gélu vo forme SoSoviek LentiKats,
ktoré st netoxické a rezistetné vodi mikrobialnej degradacii. Vysledky viedli k prehibeniu
vzajomnej spoluprace s firmou LentiKats a rozsirili poznatky na urovni aplikacie tejto
imobiliza&nej techniky pri priprave latok s toxickym a inhibi¢nym u€inkom substatu i produktu
na produk&ny kmeri. Imobilizacia preukazala okamzitu pouZzitelnost imobilizatov a CiastoCny
ochranny charakter imobilizacie na produkény kmen pred negativhymi u€inkami reaktantov.
Imobilizacia do LentiKats preukazala vhodnost tejto techniky aj pre biotechnologicku
produkciu arém.Vysledky projektu budu &lenovia riesitelského kolektivu UPo SAV vyuzivat v
dalSom vyskume tykajucom sa dizajnovania a charakterizacie vlastnosti imobilizacnych
materialov na baze polymérnych mikrokapsul a SoSoviek vhodnych na enkapsulaciu i) buniek
v bunkovych terapiach, resp. ii) enzymov v biokatalytickych reakciach v ramci biotechnolégie.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov riesenia projektu a naplinenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Zakladny ciel - vyvoj metod imobilizacie a bioreaktora na biokatalyticku oxidaciu 2-
fenyletanolu na kyselinu fenyloctovi bol spineny. Na pracovisku Ziadatela CHU SAV bola
vyvinuta imobilizacia baktérii Gluconobacter oxydans do polyelektrolytovych komplexov
spifiajacich naroky na mechanicku a katalyticku stabilitu a vysoku selektivitu biokatalyzatora.
Bol tiez vyvinuty biosenzor na monitorovanie produkcie kys. fenyloctovej. Modifikacia
imobilizacie umoznuje pouZzit dostupnejsie a lacnejSie materialy a metédy v porovnani

s pévodnym protokolom vhodnejSim pre Specialne aplikacie. Vyvinuty biokatalyzator bol
pouzity na pracovisku Axxence Slovakia s.r.o. v Specialnom reaktore typu prebublavanej
kolény, v ktorom sa dosiahli v opakovanych Sarziach s postupnym pridavkom 2-fenyletanolu
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vysoké koncentracie produktu. Bol tiez vyvinuty spOdsob izolacie a purifikacie produktu vhodny
pre jeho priemyselnu vyrobu zalozeny na extrakcii a rekrystalizacii. Vyskumna skupina
FCHPT naplnila ulohu vypracovat imobilizaciu produkéného kmera do polyvinylalkoholového
gélu vo forme LentiKats. Optimalizaciou mnozstva imobilizovanej biomasy a vplyvu aeracie je
mozna okamzita a opakovana pouzitelnost €astic na maximalnu produkciu kyseliny
fenyloctovej, ¢im sa zvySuje ekonomicky benefit imobilizacie. Pomocou konfokalnej laserove;j
skenovacej mikroskopie na MLC sme charakterizovali viabilitu buniek G. oxydans v zavislosti
na reakénom prostredi. Pomocou sledovania endogénnej fluorescencie sme Studovali ich
metabolicky oxidativny stav. Kolektiv UPo stanovil priepustnost a distriblciu pérov PEC
mikrokapsul a PVA 3oSoviek inverznou gélovou permeacnou chromatografiou a navrhol
metodiky Studia PMCG mikrokapsul a inych typov hydrogélovych mikrokapsul a mikrosfer.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The basic objective - the development of immobilization and bioreactor for biocatalytic
oxidation of 2-phenylethanol to phenylacetic acid was achieved. Immobilization of
Gluconobacter oxydans cells in polyelectrolyte complexes with required mechanical, catalytic
stability and high selectivity of the biocatalyst was developed at the applicant’s workplace. A
biosensor for monitoring of phenylacetic acid production was developed. The modification of
the immobilization allows the use of more available and cheaper materials and methods
compared to the original protocol that was more suitable for special applications. The
biocatalyst was used at Axxence Slovakia s.r.o. in a specially designed reactor - bubbled
column, in which high concentrations of product was obtained by repeated batches with
sequential addition of 2-phenylethanol. Isolation and purification of product for the industrial
production based on extraction and recrystallization was developed too. Partners from
FCHPT fulfiled the task to develop immobilization of production strain into polyvinylalcohol gel
- LentiKats form. Immobilization was optimized in respect to the quantity of immobilized viable
biomass and aerattion which enabled immediate and repeated use for maximum phenylacetic
acid productivity with increased economic benefits. Dependence of G. oxydans cell viability
on reaction media was characterized at ILC using a confocal laser scanning microscopy. By
measuring the endogenous fluorescence, the cell oxidative metabolic state was studied.
Team of Pl determined permeability and pore distribution of PEC microcapsules and PVA
lenses by inverse gel permeation chromatography and suggested the techniques for study of
properties of PMCG microcapsules and other hydrogel microcapsules and microspheres.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Ing. Marek Bucko, PhD. Ing. Miroslav Ko6s, DrSc.

V Bratislave 27. 11. 2014 V Bratislava 27. 11. 2014

" podpis zodpovedného riesitela podpis &tatutameho zastupcu prijemeu
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