Laboratorni aparatura pro jednorazové a kontinualni
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V kvétnu 1960 vspofadal n. p. Laboratorni po-
tfeby v Kulturnim domé& strojirenstvi na Smichové
vystavu prototypi nejriiznéjsich laboratornich pfi-
stroji, na které jsme ptredstavili na3i laboratorni
kultivatni aparaturu, vyrobenou ve Vyvojovych
dilndch CSAV. Stejnd aparatura se v tomto roce
vystavovala také na vystavdach ,,Ceskoslovensko
1960 v Moskvé a Kijevé. V ¢lanku chceme podat
strutnou a predb&Znou zprdvu o této aparatufe.

V laboratofich technické mikrobiologie Biolo-
gického iistavu CSAV se jiZ mnoho let v&nuje po-
zornost spravnému chapani a zkoumdni d&jii pro-
bihajicich kontinudlng v dynamickém ustaleném
procesu za riizného fysiologického stavu organis-
md, ktery je konec koncti pro ovladdni a Fizeni
procesu rozhodujici (Mdlek 1955, 1958, 1960). P¥i
studiu mnoha mikrobiologickych, biochemickych
@ genetickych otdzek nevystadime jiZ zpravidla
s kontinudlnim systémem jednostupiiovym. Zejmé-
na systém s pfitokem Zivné pfidy také do druhého
stupnég, spejuje vyhody chemostatu i turbidistatu
a umoZiiuje studovat jevy, které p¥i pouZiti kon-
vencnich kultivagnich zpiisob@i nelze v plné i
zvladnout.

Mame-li svoji prdci s nejrizn#j§imi mikroorga-
nismy rozvinout v plné %iri, kladli jsme diiraz na
metodické vybaveni dokonalou aparaturou, Kktera
by byla co nejvice univerz4lni, snadno ovladatelna
a spolehliva i pfi dlouhodobych pokusech; apara-
turou, v niZ by se za laboratornich podminek dala
zvladnout co nejbohat3i paleta nejriizngjsich kvas-
aych procesi, zejména aerobnich, ktera by sou-
tasné umoZnila ziskat co nejvice parametrii po-
uZitelnych k pfimému prevodu do vitiiho meétFitka,
v mnoha pfipadech i provozniho.

Abychom splnili podminky matematického zdi-
vodnén! homokontinudlnich procesil pirevaZné che-
mostatového typu, bylo tfeba zajistit stdly a do-
konale promichévany objem udrZovany konstant-
nim pritokem a odtokem média za konstantni
teploty. K témto zékladnim prvkiim pristupuji jeste
dalsi, podle podminek studovaného procesu, jako
napf. dokonalé provzduifiovdni, pH, koncentraze
riznych latek v médiu, koncentrace bunik apod.
Na zakladé svych dlouholetych zkuZenosti i zku-
Senosti z literatury (Elsworth, Meakin, Pirt a Capell
1956, Elsworth, Capell, Telling 1958, Heden 1958),
jsme vyvinuli zaffzeni pouZitelné jak pro procesy
jednordzové, tak i pro procesy kontinualni prito-
kové. PFi konstrukei se p¥ihliZelo na moZnost priace
jen s organismy nepathogennimi a technicky wvy-
uZiteinymi. Pro kultivace pathogennich organismii
by se musely z bezpetnostnich divodd nékteré sou-
castky vhodn& upravit.

Celé zarizeni se sklada ze dvou hlavnich a sa-
mostatnych €éasti, a to:

1. Z &asti kultiva&ni (obr. 1, A).

2. Z ovladaciho panelu s registra&nimi a regulac-

nimi pristroji (obr. 1, B}.

Kultiva¢ni ¢ast je tvofena stojanem, na ndm#
jsou upevnény 3 Kkultivaéni jednotky (obr. 1, 2)
s moZnosti vertikalniho i horizontalniho posunu.
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Jednotky jsou samostatné a mohou pracovat bud
paralelng, nebo pri vicestupiiovych kontinudlnich
procesech zapojemny do série, a to se stejnym nebo
rozdilnym pracovnim objemem média. Jednotka se
sklada z pohonu michadla i s regulaci pfivodu
vzduchu, kultivacni nédoby, davkovaciho &erpadla
pro Zivnou piidu a pomocného zafizeni. Pohon je
samostatné posunovatelnd &dst, ktera obsahuje
elektromotor, frikéni pfevod pro plynulou regulaci
otd€ek od 100 do 1200 ot/min a tachometrické dy-
namo s ukazatelem. Stabilita otdfek je =zajisténa
pfedimenzovanym tfifdzovym elektromotorem, kte-
ry pracuje prakticky v synchronnich otdékach
v Sirokém rozmezi kolisdni napéti sité. V panelu
pohonu je rovnéZ umistén vypinad motoru, pPepi-
naC rozsahu ukazatele otdcek, regulaéni ventil pro
pritok vzduchu a diferencialni manometr jako prii-
tokomeér vzduchu. Stlafeny vzduch se privadi pres
reduk¢ni ventil upevnény na stojanu p¥istroje. Vy-
stupn{ tlak je moZno nastavit s presnosti 0,05 at
v rozmezl 0 aZ 1,5 at. MnoZstvi vzduchu se tidi
0d 0 do 2 litri za minutu jehlovym ventilem a
odfitd se na priitokoméru. Vzduch pfivadény do
kultivatoru pod michadle se steriluje filtrem, tvo-
renym kovovou trubici vyplnénou filtraéni hmotou.

P¥i konstrukci kultivaéni nadoby se pouZilo ne-
rezavéjici oceli, neutrdlniho skla, tepelng odolnych
umélych hmot a pryZe Tim se pokusilo dosdhnout
odolnosti vii¢i Korosi. Kultivadni nadoba je skle-

Obr. 1. A. Kultivaéni &dst
1 — stojan; 2 — pohonnd f&adst michadla s reguldtorem otacek
a regulatorem pritoku vzducha; 3 — kultivaéni nadoba; 4 —
dévkovaci @erpadlo; 5 — zasobni a sbérné nadoby.

B. Registraéni a regulaéni panel
8 — zapisovale; 7 — zdkalomér, reguldtory teploty a automaticky
davkovac protipénidla; 8 — regulacéni pH-metr; 8 — analyzator
02 a CO2;°10 — stabilizdtor napéti; 11 — napéjeci zdroje.
(Foto Fiala — BU CSAV.)
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nény valec, ktery je upevnén CiyFmi svorniky mezi
dvéma viky z nerez oceli. Tésnéni mezi kovem
a sklem je provedeno kautukovymi krouZky. Na-
doba je upravena tak, Ze objem kultivatniho média
lze ménit od 500 do 2000 ml. Hornim vikem pro-
chazi osa michadla, kterd je vedena kuliCkovymi
loZisky, kautukovymi a teflonovymi ucpavkami a
je spojena s pohonem pruZnou spojkou. Uvnit¥
tanku je osa opatifena klestinou, do niZ je moZno
upevnit celosklenéné nebo celokovové michadlo.
Odstredivé michadlo turbinového typu se saci tru-
bici (Rifica, Griinwald 1954) velmi dokonale pro-
michdava a provzdudiiuje kulturu. M&Feno metodou
oxydace sifi¢itanu (Cooper, Fernstron a Miller
1944}, miZe se dosahovat hodnot pfenosu kysliku
aZ do 350 m Mol 0z/1/h. Michadlo sou€asné mecha-
nicky rusi tvoFici se pénu, takZe sniZuje na mini-
mum spotfebu chemickych protipénidel. V hornim
viku jsou tfi tubusy stabilné pouZivané pro odvod
vzduchu, pro elektrodu automatického odpéfiovace
a pro pfidavani protipénidla. Dale je ve viku 3est
tubusfi s vnitfnim NZ konusem, uzavienych pryZo-
vymi konickymi zdtkami pomoci pfevleénych ma-
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Obr. 2. Kultivaéni jednotka

1 — motor s plynulym frikénim pfevodem pro regulaci otacek
a s tachodynamem; 2 — jehlovy ventil a pritokomér pro Tizeni
prittoku vzduchu; 3 — filir na vzduch; 4 — horni viko.s loZis-
kovym blokem, elektrodami a tubusy pro pEivody a odvedy ka-
palin a plynt; 5 — sklenény valec; 6 — michadlo; 7 — spodni
viko s topnym a chladicim hadem, s termistorovym reguldtorem
teploty, sondami a tubusy pro odbér vzorki, privody a spoje,
8 — derpadlo; 9 — magnetické tlacky; 10 — zasobni lahve;
11 — odpadni sbérna lahev; 12 — sonda zdkaloméru; 13 — regu
latni a registraéni pfistroje.

tek. Tyto tubusy slouZi k zavedeni rtiznych elek-
trod, sond, privoddi a odvodi podle potfeby expe-
rimentu. Na spodnim viku jsou umistény dvé
trubky ve tvaru jednoho zavitu pro topeni Zhave-
nou spirdlou a pro chlazeni vodou, spolecné se
sondou automatického termistorového reguldatoru
teploty a se sondou pro kontrolni rtutovy teplomeér.
Dnem dale prochédzeji tubusy stabilné pouZivane
pro odbér vzorki, pro piepadové trubice na Fizeni
vy3ky hladiny pri priitoku a pro pfivod vzduchu
centralnd umistdny jako tryska pod michadlo. Ctyfi
konické tubusy, stejné jako u horniho vika, do-
pliiuji vybaveni dna. Pfi manipulaci nebo pfi ste-
rilaci v autoklavu se da cela kuitivaéni nadoba
snadno odpojit od pohonu a odejmout ze zvlast-
nich drZaki, jimiZ je upevnZna na stojanu. Tam,
kde je k disposici vyvijet pary, lze sterilovat pro-
parenim pFimo v sestavé piistroje. Davkovaci Zer-
padlo, pracujici bez ventildi, je modifikaci jiZ dfive
zndmého principu, ktery vyuZivd otofneho pistu
(Begeman a Hunstad 1958). Jeho pouZiti pro mi-
krobiologické kontinualni procesy je nadgjné, ne-
Lot zde odpadaji chyby a nevyhedy ventilli, hlavné
pFi ddvkovédni suspensi. Pohybujici se Casti jsou
kryté proti okolni atmosféfe. Pist pracuje v teflo-
novém pouzdie a je navic utésnén teflonovou a
kautukovou ucpavkou, coZ zabezpecuje aseptickou
praci. Vykon ¢erpadla se reguluje od nuly do ma-
xima mikrometrickym Sroubem, ovlddajicim zdvih
pistu. Maximum a rozmezi vykonu je urfeno pri-
mérem pistu, jeho zdvihem a otdCkami motoru, coZ
umoZiivje zmény v 3irokém rozmezi. Hlava Cerpa-
dla, kterd je snadno odnimatelnd od pohonné
tasti, se steriluje spoletné s gumovymi pfivodnimi
hadicemi. Cerpadlo je na samostatném nosnikuy,
ktery lze upevnit v libovolné vySi na stojanu.

K prisluSenstvi patfi drZaky, elektromagnetické
tlagéky, pomocné posuvné stolky a zascbni nadobky
pro kysely a alkalicky roztok k regulaci pH a pro
protipénidlo. Lahve se zdsobnim Zivnym roztokem
a sbérné lahve pro odpad pfi pritoku stoji na
podlaZce u paty stojanu nebo v libovolné vysi na
pomocnych stolcich.

Ovladaci panel je samostatny, je spojen s kulti-
vatni ¢asti prodluZovacimi kabely a muZe byt tedy
umistén i mimo prostor, v némZ se nachdazi Kkulti-
vaténi ¢ast. Na dvou Sestikfivkovych bodovych za-
pisovadich, které jsou umistény v horni poloving
panelu, se registruji méfené veliCiny. Vel spodni
¢asti jsou umistény regulaéni jednotky, jeZ mohou
pracovat zcela samostatné i mimo skiiii. Prvni
jednotka obsahuje ffi reguldtory teploty, pracujici
s presnosti + 0,1° C a tfi regulatory s mistkovym
zapojenim s nastavitelnou citlivosti pro Fizeni da-
vek protipénidla, pFiddvaného do tanku pomoci
solenoidovych ventili. Ddle jsou zde umistény tfi
zdakalomé&ry pracujici kaZdy se dvéma fotodiodami
v miustkovém zapojeni pro priitokové kontinudlni
méfeni turbidity, oviem mimo vlaknité organismy.
RusSivy vliv zabarveni Zivného roztoku pfi méfFeni
se eliminuje zabarvenym roztokem ve srovnavaci
trubici. Zdkalomér ma dva rozsahy citlivosti a musi
se kalibrovat pro kaZdy pouZity organismus.

Ve druhé jednotce je umistén regulatni a regis-
tratni pH-metr s automatickym prepinaem t¥i
meFicich mist vidy po 20 vtefinach. Citlivost mé-
feni pH-metru je 0,05 pH. Regulace pracuje s pies-
nosti + 0,1 pH a je tFipolohova. Sifi nulového
pdsma lize nastavit na ob& strany nezavisle. Regu-
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latnim orgdnem jsou solenoidové ventily na zpi-
sob tlatky, které uvoliiuji potFebné mnoZstvi kyse-
lého nebo alkalického roztoku, piivddéného kapi-
larami do t&sné blizkosti sklenéné elektrody.
Pfistroj pracuje na principu mistkového elektron-
kového voltmetru se vstupnim odporem aZ 500 me-
gaohmii, takZe 1ze pouZivat pancéfovych elektrod.
Stabilita nuly je lep3i neZ + 0,2 pH za 24 hodin.
Srovnavaci kalomelova elekiroda se nesteriluje,
nebot méri pfes asbestovy pFestupnik zataveny ve
skle, ktery se steriluje spoleén& s tankem v auto-
kldvu. Kalomelovd elektroda se zasunuje do vy-
sterilovaného pFestupniku naplnéného roztokem
KCl. Sklenéné elektroda se steriluje chemicky a po
sterilaci se vklad4' za aseptickych podminek do
kultiva¢ni nadoby.

V ftfeti jednotce je analysdtor plynd pro O; a
CO2 ve vzduchu vychézejicim z kultivatoru. Pra-
cuje na principu tepelné vodivosti. Tento pFistiroj
byl zhotoven podle Nowvdka (1956).

Dal3i jednotky obsahuji napdjeci a stabilizované
zdroje pro uvedené p¥istroje. Pro Zhaveni topnych
spirdl a pro solenoidové ventily je pouZito z bez-
petnostnich diivodi napéti 24 V.

V budoucnu bude aparatura doplnéna dal3imi
soutdstkami, takZe moZnost jejtho univerzdlniho
pouZiti se jestd zvyii

Souhrn

Popsali jsme univerzdlni laboratorni kultivadni
aparaturu pro jednordzové a hlavn& pro kontinu-
dlni priitokové jednostupiiové i vicestupiiové kul-
tivace. Kultivaéni objem média se miiZe ménit od
500 ml do 2000 ml. Daji se provadét jak aerobni,
tak anaerobni kultivace. P¥istroj je vybaven doko-
nalym michacim a provzdusiiovacim systémem, dale
reguldtorem teploty a pH, analyzdtorem plynti O,

a CO: odchézejicich z fermentace s proudem vzdu-
cha, zdkalomeérem a davkovafem protipénidla. V&t-
S$ina operaci probihd automaticky. V3Zechny para-
metry, kieré se mohou snimat elektrickou cestou,
se dajl registrovat na zapisovadich. Priitok média
pFi kontinuédlnich procesech je fizen davkovadem,
ktery vyuZivd principu ototného pistu. Velikost
davky je plynule nastavitelnd mikroSroubem. Kulti-
vadni €dst piistroje je sloZena ze t¥i samostatnych
jednotek, které se daji posunovat vertikdlngé i hori-
zontélngd a které se daji propojit hadicemi do série
pfi vicestupiiovych kontinudlnich procesech. Kulti-
vaéni nadoby se po odejmuti se stojanu steriluji
v autoklavu. Pristroj podle ndvrhu pracovniki
techniké mikrobiologie biologického tistavu GSAV
vvrohily vyvojové dilny CSAV.
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JIABOPATOPHAS TTPOTOYHAS
ATTITAPATYPA HEIIPEPBIBHOT'O
JEWVCTBUA JIS1 PA3BEIOEHHA
KVIIbTYP MHUKPOOPTAHHM3MOB

B crathbe onucmBaeress yHHBepcadb-
yas JabopaToOpHas amnmapaTrypa Ipo-
TOYHOTO THMa JIJs NePHONHYECKOT0 H
HENMPePHIBHOTO  ONHOCTYNEHYATOTO  H
MHOIOCTYTI€HYATOTO DAa3BIEHHS  KyJlb-
TYP MHKpoopraHHaMoB. (QOGmeM nHTa-
TeJbHOH CpPembl MOXEeT H3MeHSIThCS
B mpenenax or 500 ma mo 2000 M.
Anmapatypa  ofecneuHBaeT  BO3MOXK-
HOCTE KaK adpOoGHHIX, TAK H aHa3pob-
HHIX TponeccoB. Anmapartypa o6opyao-
BaHa HaZeXHOH, eddekTHBHOH Memiaj-
KON, aspHpYIOIIMM YCTpodcTBOM, pe-
rynraropom pH, ananusartopom rasos
T. e. Oy u CO,, H3MepHTesleM CTeNeHH
NOMYTHEHMS M JO03aTOPOM TI€HOYAAJH-
TeJbHHIX ~ PeakKTHBOB.  BOJBIIHHCTBO
HYJKHBIX  ONEepamHil  OCyHIecTBJsSETCH
- apTOMaTtuueckd. Bee mapamerpn mnpo-
XOAAIETO B anmaparype npouecca
H3MepHMBIE TIPE TIOMOLIM = 3JeKTpHYe-
CKHX TIpHOOPOB DErHCTPHPYIOTCH CaMO-
3aNHCBHIBAIMMH ' ycTpolcTBamMu, JIBH-
XKeHHe CPeJiBl PeTyiHpyer No3aTop pa-
GoTalollMH Ha TPHHIHNE BpAIIaI0-
uuxcs TopmHe#. TIpocTpamcTBo Tpes-
Ha3HAYeHOe I/l COOCTBEHHOro pasBefe-
HHS KYJbTYP COCTOHT H3 TPeX COCYIOB,
KOTOpBIE MOTYT NepeMellaThess B TOpH-
30HTAJBLHOM H BEPTHKAJBHOM Hanmpas-
Jennsx. IIpu MHOTOCTYNEHYATHIX He-
NDEPBIBHEIX MPOIECCAX COCYOBI MOIKHO
COeJMHHTh B CEPHIO TIPH  TIOMOLIH
IILTAHTOR,

LABORAPPARATUR FUR STATIONARE
UND KONTINUIERLICHE
MIKROORGANISMENZUCHTUNG
IM DURCHFLUSS

Es wird eine universale Laborkulti-
vationsapparatur fur stationdre und
Durchfluss-Kultivationen beschrieben.
Das Kultivationsvolumen des Mediums
kann innerhalb der Grenzen von
500 ml bis 2000 ml gedndert werden.
Aerobe sowie’ auch anaerobe Kulti-
vationen konnen durchgefiihrt wer-
den. Die Apparatur ist mit einem
perfekten Riihr- und Beliiftungssys-
tem versehen; zu der weiteren Aus-
stattung gehoren {folgende Geréte:
Temperatur- und pH-Regulator, Gas-
analysator fir Oz und COg, Triibbungs-

messer und Entschiumungsmittel-
Dosierapparat. Der grosstel Teil der
Operationen  verlduft automatisch.

Alle technische Daten, die elektrisch
gemessen werden konnen, werden
auf Schreibapparaten registriert. Ein
Dosierapparat, der auf Grund des
Drehkalben-Prinzips koastruiert ist,
reguliert den Durchfluss des Mediums.
Der eigentliche Kultivationsteil der
Apparatur besteht aus 3 selbstindigen
Einheiten, die in horizontaler und
vertikaler Richtung verschoben wer-
den konnen und die man, bei mehr-
stufigen kontinuierlichen Prozessen,
durch Schliuche in eine Serie ver-
binden kann.

LABORATORY EQUIPMENT FOR
THROUGH PASSING CONTINUOQUS
CULTIVATION OF MICROBES

The article contains a detailed de-
scription of a laboratory equipment
for batch as well as continuous
single-step as also multi-step cultiva-
tion of microbes. The volume of the
nutritive medium can be changed
from 500 ml to 2000 m]. The equip-
ment can be used for aerobic as
well as anaerobic cultivation. The
equipment incorporates an efficient
agitator and aerating system, tem-
perature and pH controls, gas analy-
zators for determination of 0 and
CO, content, turbidity indicator and
metering device introducing foam
damping chemicals. Necessary opera-
tions are performed mainly automati-
cally. AlIl the parameters of the
process, which can be detected and
measured electrically, are automati-
cally ergistered. The amount of
medium passing through the appara-
tus, as well as its rate are controlled
by a special device operating on the
principle of rotating pistons. The
cultivating part of the apparatus
consists of 3 compartments which
can be arranged vertically as well
as horizontally in any desired combi-
nation. At multi-step continuous cul-
tivation the compartments can be
connected in series with hoses,



