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ABSTRAKT

Predlozena diplomovd prace se =zabyvd vyvojem minibioreaktoru pro mikrobidlni
biotechnologie. Vychozi jednotkou nového =zafizeni byl systém AlgaTox — analyticky
fotobioreaktor firmy BVT Technologies. Pracovni objem nového minibioreaktoru se pohybuje
vV rozmezi 4 az 8 ml. Minibioreaktor byl sestaven z minitermostatu, reak¢ni nadoby, kyslikové
elektrody, teplotni a pH sondy, pfislusenstvi pro ptivod vzduchu do kapaliny a vsuvky
pro transport kapaliny z/do reaktoru. Byla ovéiena funk¢nost sestaveného zatizeni a proméieny
jeno charakteristiky. Dale byl pro vyvijené zafizeni zpracovan operani postup
dekontaminaéniho procesu vyuzitim mlhy peroxidu vodiku. Rovnéz byl sestaven opera¢ni
postup pro kultivace mikroorganismti v minibioreaktoru. V pfipraveném zafizeni byly
provedeny pilotni kultivace bakterie Halomonas halophila. Pti téchto kultivacich byly
otestovany tfi sestavy pro piivod vzduchu do kapaliny. Zadna ze sestav viak nebyla schopna
zajistit bunééné kultute dostate¢ny piisun kysliku — hodnota rozpusténého kysliku vzdy klesla
na 0 %. Pro nasledujici vyvoj byla navrzena nova sestava pro ptivod vzduchu do kapaliny —
aeracni vénec Z membranové trubice.

ABSTRACT

This master thesis deals with the development of a minibioreactor for microbial
biotechnologies. The AlgaTox system — an analytical photobioreactor from BVT Technologies
— was the default unit of the new device. The working volume of the new minibioreactor is
in the range of 4 to 8 ml. The minibioreactor was composed of a minithermostat, a reaction
vessel, an oxygen electrode, a temperature and pH probe, accessories for the supply of air to
the liquid and an insertion for the transport of liquid from / to the reactor. The functionality
of the assembled device and its characteristics were measured. Furthermore, an operating
procedure for the decontamination process using a hydrogen peroxide mist was developed for
the new equipment. An operating procedure for culturing microorganisms
in a minibioreactor was also set up. Pilot cultivations of Halomonas halophila were
demonstrated in the prepared equipment. In these cultivations, three assemblies for air supply
to the liquid were tested. However, none of the assemblies was able to provide a sufficient
supply of oxygen to cell culture — the dissolved oxygen value always dropped to 0%.
For the further development, a new assembly was designed for the supply of air to the liquid -
an aeration ring from a membrane tube.

KLICOVA SLOVA

Minibioreaktor, vyvoj, mikrobialni biotechnologie, polyhydroxyalkanoaty, Halomonas
halophila
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Minibioreactor, development, microbial biotechnology, polyhydroxyalkanoates, Halomonas
halophila
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1 UVOD

Bioreaktory jsou nadoby nebo nadrze, v nichz pomoci biologického elementu (napf.
mikroorganismu ¢i enzymu) dochdzi k pfeméné vstupni suroviny na biochemické produkty.
Jsou vyuzivany jak ve vyzkumu ke studiu biotechnologickych procesi, tak v pramyslu
k vyrobé hodnotnych produkti (pro aplikace v oblastech zemédélstvi, potravinaistvi
¢i farmacie) [1]. Efektivita biotechnologického procesu je zajistovana udrzovanim optimalnich
podminek pro zvoleny biologicky element. Kromé zajisténi dostatecného piisunu Zivin
(av pripad¢ aerobnich dé&ji kysliku) je monitorovana napt. teplota, pH ¢i bunééna hustota.
Préce s biologickymi elementy klade vysoké pozadavky na dekontaminaci pouzitého zatizeni.
Zpusob sterilizace reaktoru (nejéastéji tepleny, popi. chemicky) omezuje volbu pouzivanych
materialt. [2].

Zatimco prumyslové pouzivané bioreaktory bézn¢ dosahuji objeml stovek metrl
krychlovych (v piipadé zpracovani odpadnich vod az desitek tisic metrd krychlovych),
laboratorni bioreaktory jsou konstruovany do velikosti 30 dm?® [2]. S rostouci velikosti
bioreaktorti rostou i naklady na provadénou fermentaci — vyssi spotieba vstupnich surovin.
Pro tcely studia biotechnologickych procest je tedy vhodnéjsi vyuzivat mensi bioreaktory,
V nichZ je navic mozné lépe sledovat a regulovat parametry ovliviujici biotechnologicky
proces. Pracovni objem téchto laboratornich bioreaktori se pohybuje ve stovkach mililitri az
jednotkach litrt [3]. S ménici se velikosti bioreaktorii se méni pouzivané materialy (reakéni
nadoba sklenéna vs kovova), aeracni sestava, zplisob zajiSténi temperace ¢i velikost sond [4,
5]. V piipad¢ bioreaktorii o pracovnich objemech v fadu jednotek az desitek mililitrd neni
mozné upravit velikost sond imérné zméné velikosti bioreaktoru [6]. Sondy tak zabiraji
Vv reakéni nddob€ mnohem vétsi objem, nez je tomu u laboratornich bioreaktor standardnich
velikosti. V ptipadé minibioreaktort tedy piedstavuje vlozeni sond do reakéni nadoby obrovsky
zasah, ktery miiZze zdsadné ovlivnit podminky uvnitf reaktoru. Jejich pfitomnost miize ovlivnit
napf. teplotu v nadobé €i charakter proudéni kapaliny.

V soucasné dobé neni komercn€ dostupny Zadny bioreaktor pracujici v objemech fadovée
jednotek mililitrd, ktery by disponoval sondami pro online monitoring biotechnologického
procesu. VétSina z dostupnych zatizeni, kterd by mohla nahradit funkci minibioreaktoru pracuje
ve vysSSich objemech, a navic Casto disponuji pfisluSenstvim na jedno pouZiti, coz navysuje
cenu jejich provozu.

Analyticky fotobioreaktor firmy BVT Technologies pracuje v pozadovanych objemech a jevi
se jako slibnd vychozi jednotka pro konstrukci mikrobidlniho minibioreaktoru. Cilem této prace
je ovéfit moznost vyuziti tohoto pfistroje pro studium biotechnologickych procesti.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikrobialni biotechnologie

Tradi¢ni mikrobialni biotechnologie doprovazeji lidstvo jiz nékolik tisic let. Fermentované
napoje datujeme az do raného neolitu — cca 7 000 let pt. n. 1. Procesy byly fizeny Cisté
empiricky, az s rozvojem technologii a védy (mikroskop, elektfina, centrifugy, inkubatory,
robotika...) bylo mozné se na mikrobialni produkce, resp. procesy mikrobialni produkce cilen¢
pusobnosti jak ve farmaceutickém pramyslu, tak i v odvétvich jako zeméd¢€lstvi a ochrana
zivotniho prostiedi [7, 8].

Zaméifenim na mikrobialni produkce byla vytvofena ftada metodickych postupt
pro optimalizaci biotechnologickych procest. Obecné lze biotechnologicky proces rozdélit
do tii kategorii: up-stream, fermentaci a down-stream. Up-stream ma za cil vybrat vhodny
mikroorganismus, kultivaéni média a optimalizovat pribéh procesu. Optimalizace procesu
probiha nejdiive batch — Vv banikach (objem fadové desitky mililitrd), poté se pirechazi
na kultivace v bioreaktorech. Zac¢ina se na laboratornich bioreaktorech (objem fadove jednotky
litrl), ddle mohou nasledovat Etvrt/poloprovozni bioreaktory (objem tadové desitky/stovky
litrt) a teprve po optimalizacich na téchto bioreaktorech miize dojit k fermentaci v provoznich
podminkach. Schéma procesu je demonstruje Obrazek 1. Po samotné fermentaci nasleduje
down-stream, béhem né&jz je nutno mikrobialni buniky separovat, izolovat z nich produkt
a purifikovat jej [9-11].

Produkce
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Vyvoj procesu
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Obrdzek 1 Schéma biotechnologického procesu [10]

2.1.1 Mikrobialni bioreaktory

Mikrobialni bioreaktory jsou klicovymi zafizenimi pro kultivaci mikroorganismi za ucelem
vyroby produkt jejich metabolismu nebo vlastni bunééné hmoty. Zaméiime-li se Cisté
na submerzni reaktory, pak mluvime o pomérné slozitych tfifazovych systémech (plyn-
kapalina-bunky). Konstrukce zafizeni pro tyto systémy je pomérn¢ obtizna, jelikoz ji pfedchazi
narotné¢ matematické modelovani. To je =ztizeno napf. komplikovanym reakénim



mechanismem, existenci inhibi¢nich mechanismi, paméti mikroorganismid ¢i silnym
vzajemnym pusobenim slozek na vysledek biochemické reakce [11].

Materialy pouzité pro vyrobu bioreaktoru a jeho pfisluSenstvi musi byt odolné vici korozi,
aby se zabrdnilo kontaminaci procesu kovy. Zarovenn by vSak pouzité materidly mély byt
netoxické, aby mirné rozpusténi materialu neinhibovala rist kultury. V ptipadé, ze bioreaktor
bude sterilizovan vysokotlakou parou, musi byt vedle vySe zminénych brat zietel pii vybéru
materidlll 1 na tuto skute¢nost. Pouzité materidly musi byt rovnéz odolné pii mechanickém
namahani, které mize poskodit napt. michaci systém bioreaktoru ¢i vstupni otvory. Laboratorni
bioreaktory (¢i jiné bioreaktory mensich objemt) je zvykem vyrabét z transparentniho
materialu (skla), které umoznuje vizualni kontrolu procesu [12].

Nezbytnym vybavenim mikrobidlnich bioreaktori jsou kromé michadla také senzory.
Typicky jsou to senzory teploty, pH a rozpusténého kysliku. Tyto senzory pro mikrobialni
kultivace musi byt schopny rozlisit i nepatrné zmény v kultivaénim médiu. Pokud jsou napf.
otacky michadla regulovany v zavislosti na odezvé kyslikové elektrody, jejiz rozliSovaci
schopnost je nizka, mize dojit k limitaci kyslikem a nevratnym zménam v respiraénim systému
[11, 13].

2.1.2 Minibioreaktory

Optimalizace biotechnologického procesu postupuje, jak jiz bylo uvedeno diive, od kultivace
v bankach pres kultivace v laboratornich bioreaktorech az po kultivace v pilotnich reaktorech.
Kultivace v bankach probihaji pii objemech fadové (nejcastéji) desitek mililitrd. Banky byvaji
zpravidla umistény v termostatu a Vv pfipadé submerznich kultivaci je pohyb kapaliny
zajistovan pohybem celé kultiva¢ni nddoby. Pro zajisténi stabilniho pH slouZi pouze pufrovaci
smés soli v kultiva¢nim médiu. Z tohoto systému se pfechazi do laboratornich bioreaktorii
(s pracovnim objemem v tadu jednotek litrt), ktery (v zavislosti na vyrobci) disponuje Skalou
senzorti a moznosti fidit michani kultivacniho média. V laboratorni praxi tedy chybi krok mezi
Kultivacemi v bankach a kultivacemi v fadoveé vétSich (automaticky fizenych) bioreaktorech.
Pro optimalizaci biotechnologickych procestt by vSak zafizeni umoziujici provadét
monitorované nizkoobjemové kultivace bylo idealni volbou. V piipad€ nizkych potizovacich
nakladii téchto ,,minibioreaktori by bylo moZzné provadét tyto nizkoobjemové kultivace
paralelné, coz by opét usnadnilo optimalizaci biotechnologickych procesti.

Z cenove dostupnéjSich systému (potizovaci ndklady do 8 000 euro), které Ize na trhu nalézt,
nedisponuji tato zafizeni dostatecnym vybavenim pro mikrobidlni kultivace — jedna
se 0 termostatované systémy bez moznosti méteni rozpusténého kysliku ¢i pH. Tataz varianta
,minibioreaktoru“ doplnéna o potfebné senzory vyrazné navysuje potizovaci naklady [14].
Komeréné dostupné jsou i systémy umoziujici paralelni kultivace na proméfeni tfady
parametrii. Tyto systémy jsou vSak finan¢né velmi ndro¢né — cena je srovnatelna s béznymi
laboratornimi bioreaktory [15, 16]. Idealni volbou (z hlediska objemil) by se mohly jevit
bioreaktory CerCell. Jejich pracovni objem je 100 ml. Také je mozné monitorovat pH
a rozpustény kyslik. Senzory jsou ovSem na jedno pouziti, tudiZ jsou nutné opakované investice
do materialu [17].



2.2 Analyticky fotobioreaktor AlgaTox

V ramci projektu TA02030179 (Integrovany systém sledovani kontaminace zivotniho prostiedi
dopravou) vyvinula firma BVT Technologies (Ceska republika) ve spolupraci s centrem
dopravniho vyzkumu (CDV) analyticky fotobioreaktor (Obrazek 2 a Obrazek 3). Pomoci této
jednotky byl provadén ekotoxikologicky test sledujici inhibici ristu sladkovodnich fas (—
Algae Toxicity meter). Zakladni jednotkou fotobioreaktoru je minitermostat o rozsahu teplot —
10 az 60 °C [18], do n&jz se vklada rozebiratelna reakéni nadoba TC6 [19]. Dale je soucasti
systému kyslikova elektroda (Clarkova elektroda) [20], michadlo se dvéma nastavci [21] —
pro méfeni s elektrodami a pro méfeni s tist€énym senzorem, zdroj svétla, vsuvka pro udrzovani
standardni atmosféry nad hladinou, zatky k uzavieni reakéni cely. Celkovy objem reakéni
nadoby (reakéni cela s hlavici) je £ 25 ml, ptfi¢emz pracovni objem byl volen v rozmezi
3 az 7 ml [22]. Projekt byl zakoncen patentem a uzitnym vzorem [23, 24].

Rozebiratelna
reakéni
nadobka

- NN
sklenéné nadobky { \

x
\

, /" LN
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v

o

Obrdzek 2 Analyticky fotobioreaktor AlgaTox, pohled na celou sestavu (vlevo), pohled
na rozebiratelnou reakcni celu (vpravo) [22]
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Obrdzek 3 Technické usporadadni pristroje [22]

Zatizeni AlgaTox se jevi jako idedlni vychozi jednotka pro vyvoj minibioreaktoru. Teplotnim
rozsahem minitermostatu by bylo mozné pokryt potieby mezofilnich i termofilnich
mikroorganismu. V ptipadé doplnéni systému o dalsi sondy (teplotni, pH) by mohla vzniknout
univerzalni multifunkéni jednotka pro studium biotechnologického procesu. Pritomnost
nékolika druhti materialti (zejména riznych plasttl) vSak predstavuje vyzvu z hlediska vyvoje
dekontamina¢niho procesu.

2.3 Teoretické zaklady systematického popisu bioreaktori
2.3.1 Kompartmentova analyza

Pro ucely lepsiho pochopeni redlnych systémt jsou konstruovany matematické modely. Slozité
procesy jsou Vramci modelovani zjednoduseny — napf. integraci vice informaci do jedné
proménné. Vysledny model pak obsahuje jen néckolik proménnych. Pomoci spravné
zpracovaného modelu lze pak doptedu odhadnout chovani realného systému po zméné
experimentdlnich podminek. Pro sestaveni takovéhoto modelu muze byt pouzita
kompartmentova analyza [25].

Kompartmentovy systém je sloZzen z kone¢ného poctu subsystémi — kompartmentti. Kazdy
Kompartment je povazovan za homogenni (dokonale promichany, rovnomérné koncentrovany)
a jednotlivé kompartmenty mezi sebou interaguji. Jako stavové proménné vystupuji
koncentrace nebo latkovd mnozZstvi chemickych latek. Procesy, které jsou fizeny
elektrochemickymi hnacimi silami a omezeny termodynamickymi zdkony (chemické reakce,
transmembranovy transport, vazebné procesy) jsou obvykle charakterizovany diferencialnimi
rovnicemi prvniho fadu [26, 27].

Graficky se kompartmenty prezentuji jako ramecky ¢i kvadry. Interakce mezi jednotlivymi
kompartmenty jsou naznacovany Sipkami. Indexovani proménnych v kompartmentové analyze
demonstruje Obrazek 4.
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A

Kompartment 1 Kompartment 2

Obrdzek 4 Kompartmentovd analyza — indexovdni proménnych

2.3.2 Linearni systémy

Kazdy systém linearni systém splituje podminky aditivity a homogenity [28]. Je-li vystup
Y;(n) vyvolan vstupem X;(n), pak dle podminky aditivity musi platit:

Xi() + X (n) = Y;(n) + Yy (). 1
Zavedeme-li konstantu a, pak mize byt homogenita definovana jako:
a-Xi(n) = a-Y(n). )
Spojenim rovnic (1) a (2) ziskavame obecnou rovnici linearity:
Yia-Xi(n) =X a-Y;(n). 3

Vyhodou linedrnich systémt je jejich snazS$i matematicky popis. Jednd se o diferencidlni
rovnice prvniho fadu obvykle odvozené z hlediska koncentraci nebo celkového mnozstvi
molekul v kazdém kompartmentu [26]

2.3.3 Nelinearni systémy

Nelinearni systémy tvofi dopln€k k linearnim systémim v mnoziné vSech systémi. Modely
nelinearnich systémi jsou narocngjsi jak na matematické sestaveni (nevystacime si pouze
s ODR — oby¢ejnymi diferencidlnimi rovnicemi jako u linedrnich systému), tak na otestovani
modelu a interpretaci namétenych vysledkd. Neziidka se stava, ze predem vytvorené piedstavy
o oCekavaném pribehu reakce vedou k nechténému zamaskovani skute¢ného chovani systému.
Dalsi castou chybou je, ze se nelinedrni systémy testuji modely ptedpokladajici linearitu
systému, coz vede k ziskani chybnych vysledku [29].

2.3.4 Kompartmentovy model funkce bioreaktoru

Pro bioreaktor byly vypracovany dva dvoukompartmetové modely. Prvnim kompartmentem je
oblast vreaktoru nad kapalinou, druhym kompartmentem je kapalina v reaktoru
(s rozpusténymi zivinami a rozsuspendovanymi bunkami mikroorganismu). Jeden model
sleduje uzavieny systém, druhy model otevieny systém.

2.3.4.1 Uzavieny systém

V ramci uzavieného systému jsou sledovany vyhradné interakce mezi kompartmentem 1 a 2.

Vnéjsi prostiedi do systému nijak nezasahuje. Graficky je uzavieny systém charakterizovan
na Obrazku 5.
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Obrdzek 5 Kompartmentovy model funkce bioreaktoru — uzavfeny systém

Vyznam parametra popisujici kompartmentovy model na Obrazku 5:

Ny (1) pocet bakterii, které¢ jsou sledovany

C5,(t) koncentrace kysliku v kompartmentu 1

Co, (t) koncentrace oxidu uhli¢itého v kompartmentu 1
C5,(t) koncentrace kysliku v kompartmentu 2

Co, () koncentrace oxidu uhli¢itého v kompartmentu 2
kiz0,: k210, rychlostni konstanty pro piestup kysliku

k12 co,: k21 co, rychlostni konstanty pro piestup oxidu uhli¢itého

Tok kysliku mezi kompartmenty 1 a 2 zobrazenych na Obrazku 5 popisuji rovnice (4) a (5).
Parametr n,, (t) popisuje latkové mnozstvi spotiebovancho kysliku bakteriemi.

dcd.
922 = —kay 0, * C8,(0) + k120,C3,(0) )
dc3. (t)
%22 = karo, - C3,(5) = 12.0,C3,(8) = g, (8) ©

Tok oxidu uhli¢itého mezi kompartmenty 1 a 2 zobrazenych v Obrazku 5 popisuji rovnice
(6) a (7). Parametr n¢o,(t) popisuje latkové mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého

bakteriemi.

dct,. (©)
C:;tz = —Kk21 c0,Céo,(t) + k12 co, " Céo,(t) (6)

dcz,. ()
—22 = 4k, co, * Céo,(t) = k12 co,Clo, (t) + nco, (1) (7

dt

2.3.4.2 Otevieny systém

V modelu otevieného systému je jiz zohlediiovan vliv okolniho prostiedi na reaktor — konkrétné
vyména plynlt mezi reaktorem a okolnim prostfedim. Graficky je otevieny systém
charakterizovan na Obrazku 6.
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Obrdzek 6 Kompartmentovy model funkce bioreaktoru — otevieny systém

Tok kysliku mezi kompartmenty 1 a 2 zobrazenych v Obrazku 6 popisuji rovnice (8) a (9).
Parametr ng (t) popisuje koncentraci kysliku pfichdzejiciho do systému z vnéjsiho prostiedi,
rychlostni konstanta toku kysliku z vnéjSiho prostiedi do kompartmentu 1 je oznacena jako

ko1 0,-
dcd.
Zi = —Kz10, " Cblz (t) + kqz 02652 (t) + koo, " ng (t) —ko1o0, " Céz ® (8)
dcd (t)
%2 = kyy 0," C(%Z (t) — k120, ng (t) — ny, (t) 9)
dt

Tok oxidu uhli¢itého mezi kompartmenty 1 a 2 zobrazenych v Obrazku 6 popisuji rovnice
(10) a (11). Parametr C¢,, (t) popisuje koncentraci oxidu uhlicitého pfichazejiciho do systému
z vn¢jsiho prostfedi, rychlostni konstanta toku oxidu uhli¢it¢ho z vnéjSitho prostiedi
do kompartmentu 1 je oznacena jako ko o,

dcgo, ()
C:;tz - = —ky; Cozcclo2 () + kizco, C(,%Oz (t) + k1o co, Cgoz (t) — ko co, * Céoz (®)
(10)
dco, (t)
Cgf - = +k31co, Céo2 (®) — k12 co, Cgoz () + nco, () (11)

2.4 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery (hydroxyalkanovych kyselin) syntetizované
nékterymi gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi. Bakterie tento material akumuluji
intracelularné ve formé granuli a vyuZzivaji jej jako rezervni zdroj uhliku. Velky zajem o tyto
pfirodni plasty byl podnicen faktem, Ze se jedna o biodegradabilni a biokompatibilni materialy.
Zakladni strukturu polyhydroxyalkanoatl zobrazuje Obrazek 7. Minimalni délka monomerni
jednotky jsou tfi uhliky. Podle po¢tu atomi uhliku v monomerni jednotce rozdélujeme PHA
do tii skupin — s kratkym fetézcem (scl-PHA; 3—5 atomt uhliku), se stfedné dlouhym fetézcem
(mcl-PHA; 6—14 atomu uhliku) a s dlouhym fetézcem (Icl-PHA,; vice nez 14 atomu uhliku)

[30-32].
} 0
\B /HC C
(@) \\\fcnigjff \\iJ}\
n

Obrdzek 7 Obecnd struktura polyhydroxyalkanodati [32]
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2.4.1 Biosyntéza polyhydroxyalkanoatii

Jak jiz bylo uvedeno vyse, PHA je syntetizovana intraceluldrné ve formé granuli, které jsou
obalené vrstvou fosfolipidl a na niz Ize nalézt PHA-polmerazu, PHA-depolymerazu, faziny
Phal a PhaF a tadu dalsich proteinti (Obrazek 8). Syntéza téchto ,,plastovych granuli* probiha
pouze za urcitych podminek — v nadbytku uhliku (Casto cukry ¢i mastné kyseliny) a snizenym
mnozstvi dusiku ¢i jinych dilezitych nutrientd (fosfore¢nany). Zasadni roli pfi syntéze PHA
hraje enzym PHA-syntaza (kodovan genem phaC). Polyesterové syntazy rozdélujeme do Ctyt
tfid — odliSuji se svymi podjednotkami, aminokyselinovym slozenim a odliSnou substratovou
specifitou, ale topologie vS§ech PHA-syntaz ze vSech tfid je velmi podobna. Vedle PHA-syntazy
se syntézy polyhydroxyalkonoatl ucastni i dalsi enzymy. Pro kazdou skupinu PHA (dle délky
fetézce) se vSak syntézy Ucastni jiné enzymy kodovany jinymi geny. Vzhledem k tomu,
ze jeden mikroorganismus je schopen produkovat podle dodaného prekurzoru riizné
polyhydroxalkanotaty, je nutné tuto biosyntetickou drahu znat, aby bylo mozné danou
biotechnologickou produkci cilené optimalizovat [32—35].

jadro PHA

Faziny

Depolymerazy

Obrdzek 8 Struktura granule PHA [36]

2.4.2 VyuZiti alternativnich substratia pro produkci polyhydroxyalkanoatu

V Sirokém spektru polyhydroxalkanoati 1ze nalézt materidly rozliénych vlastnosti — napf.
krystalicky a kiehky polymer poly(3-hydroxybutyrat) nebo elasticky kopolymer poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat). Tyto mikrobialn¢ produkované bioplasty se svymi
vlastnostmi podobaji materialim pochazejicich z petrochemického priamyslu. V disledku
celosvétového trendu ubirat se ,,zelenou cestou vzbuzuji PHA vysoky zdjem. Komerénimu
vyuzivani téchto piirodnich plasti vSak brani jejich vysokd cena. Na vysledné cené
se V konecném disledku podileji nejvice cena uhlikového zdroje a naklady na izolaci PHA
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z mikrobidlnich bun€k. Pro snizovani ndkladii na pouzivany substrat se zacaly pouzivat
odpadové materidly z riznych primyslovych odvétvi. Zatimco cena PHA za vyuziti Cistych
latek (cukrti ¢i olejti) jako uhlikového zdroje je cca tfikrat az patnactkrat vyssi nez syntetické
plasty, v ptipad¢ vyuziti odpadovych materiali byla vysledna cena PHA srovnatelna s cenou
syntetickych plasta [32, 37, 38].

Na rozdil od kultivaci vyuzivajici Cisté latky (napt. cukry) jsou vSak odpadové materidly
komplexnimi smésmi latek. Dalsi slozky pfitomné v médiu mohou ovlivnit jak priibéh samotné
kultivace, tak slozeni produktu [39, 40]. Vyuziti alternativniho uhlikového zdroje tedy klade
Vys$si naroky na up-stream procesu, a tedy i1 vyssi naroky na vyuzivajici zatizeni.

2.4.3 Producent polyhydroxyalkanoatia — Halomonas halophila

Halomonas halophila (diive Deleya halophila) je gramnegativni striktné¢ aerobni PHA
produkujici bakterie (Obrazek 9). Prvni zminka o této bakterii pochazi z roku 1984, kdy byly
provedeny prvni fenotypové testy vzorkid izolovanych pobliz Alicante v jihovychodnim
Spanélsku. Po charakterizaci izolované bakterie byla kultura ulozena do Ceskoslovenské sbirky
mikroorganismi v Brn¢ jako kmen CCM 3662 [41, 42].

/ + ¥ . iR

Obrdzek 9 Snimek z elektronového mikroskbpu Halomonas halophila [41]

Ackoli na rozdil od fady jinych halofilli nevyzaduje tato bakterie drahé komplexni slozky
produkénich médii, dokaze akumulovat ve svych bunkach velké mnozstvi poly(3-
hydroxybutyratu) — az 82 % suché hmotnosti bun¢k. Zajimavy je vliv salinity na produkci
polymeru. Rzné koncentrace chloridu sodného ovliviiuji nejen vytézky biomasy a polymeru,
ale i jeho vlastnosti — molekulovou hmotnost, tepelnou stabilitu ¢i krystalinitu. Pfi studiu vlivu
salinity na produkci P(3HB) (poly(3-hydroxybutyratu)) bakterii Halomonas halophila byly
zaznamenany nejvyssi vytézky biomasy pfi koncentraci NaCl v produkénim médiu 40 g:I7,
zatimco nejvyssi vytézky P(3HB) pii koncentraci NaCl 60 g-1™. Se vzriistajici salinitou roztoku
rostla také molekulova hmotnost polymeru — pii koncentraci NaCl 100 g-I"! byla molekulova
hmotnost o vice jak 70 % vy$§i nez pii koncentraci soli 20 g-It. Naopak tepelna stabilita
vyprodukovaného polymeru se vrustajici salinitou produkéniho média klesala [42].
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Halofilni bakterie jsou idedlni volbou pfi testovani noveé vyvijenych zatfizeni. V pribéhu
vyvoje neni mozné stoprocentné zajistit sterilitu pozivanych komponent. Vysoké koncentrace
soli (desitky gramu na litr) vyvolavaji u mezofilnich mikroorganismi hyperosmoticky stres,
ktery vyvolava smr$tovani bunck (ztrata vody). Kontaminujici mikroorganismy se museji
nanové prostiedi adaptovat, jejich pfitomnost ma tak na kultivaci halofilni kultury
zanedbatelny vliv [43].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a mikroorganismy

3.1.1

Pouzité pristroje

Minitermostat (BVT Technologies, Ceska republika)

Minitermostat s externim fizenim (BVT Technologies, Ceské republika)
Michadlo ST1 (BVT Technologies, Ceska republika)

Ridici jednotka michadla ST1 (BVT Technologies, Ceska republika)
Interni michadlo (BVT Technologies, Ceské republika)

Kyslikova elektroda OE.D.ES (BVT Technologies, Ceska republika)
Teplotni sonda (BVT Technologies, Ceska republika)

pH sonda (BVT Technologies, Ceské republika)

Referentni elektroda konicka RCEc.R (BVT Technologies, Ceské republika)
Potenciostat PalmSens 3, (PalmSens, Nizozemsko)

Potenciostat EmStat 2 Blue (PalmSens, Nizozemsko)

Osmikandlovy pfevodnik pro meétfeni odporovych teplomérii a pro amperometrii
zaloZeny na jednotce PicoLog (EGMedical, Ceska republika)
Stabilizovany zdroj (Tesla, Ceskoslovensko)

Digitalni multimetr DT-830 D+ (BEN Electronic)

Multimetr MPH 471 (Monokrystaly, Ceska republika)

Akvarijni pumpa Air 2000-1 (UnionStar, Ceska republika)
Membranova vyvéva N86KN.18 (KNF, Francie)

Kompresorovy inhalator NE2013 (LAICA, Italie)

Vodni lazen Precisidig (Buch & Holm, Déansko)

Autoklav PS 20A, (Chirana, Ceskoslovensko)

Diferencidlni elektrometr (PalmSens, Nizozemsko)

Centrifuga M415, (Chirana, Ceskoslovensko)

Laminarni box Fatran L-F (Pokrok, Slovenska republika)

Oc¢kovaci box Aura Mini (BioAir, Italie)

Rotamixer T, (Hook & Tucker Instruments, Velka Britanie)

Vahy laboratorni DL-501 (Denver instrument, Spojené staty americké)
Vahy analytické R160 P (Sartorius, Némecko)

Magnetickd michacka IKA color squid (IKA, Némecko)

Ttepacka OS 5 control (IKA, Némecko)

Termostatovana skiin TS 606CZ/2-Var (WTW, Rakousko)

Orbitalni tiepacka s inkubaci ES-20 (Biosan, Loty$sko)
Horkovzdugny sterilizator (Chirana, Ceskoslovensko)

Pouzité chemikalie
Agar Powder, baktériologicky (HiMedia, Indie)

Dihydrogenfosforeénan draselny (PENTA, Ceska republika)
Dodekahydrat fosfre¢nanu sodného (Lach-Ner, Ceska republika)
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e Heptahydrat siranu hofeénatého (PENTA, Ceska republika)

e Ethanol (PENTA, Ceska republika)

e Glukodza bezvoda (PENTA, Ceské republika)

e Glycerol, bezvody (Lach-Ner, Ceska republika)

e Hydroxid sodny (PENTA, Ceska republika)

e Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Chlorid sodny (Merck, Némecko)

e Kalibra¢ni koncentraty pro vyrobu kalibraéniho roztoku (pH: 4,01; 7,00; 10,01),
(Greisinger, Némecko)

e Kyselina dusi¢na (PENTA, Ceska republika)

e Kyselina sirova (PENTA, Ceska republika)

e Kyselina §tavelova (PENTA, Ceska republika)

e Manganistan draselny (PENTA, Ceska republika)

e Nutrient Broth (HiMedia, Indie)

e Pepton, baktériologicky (HiMedia, Indie)

e Peroxid vodiku 35% (Brenntag, Némecko)

e Siran amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

e Sifi¢itan sodny (PENTA, Ceska republika)

e Tween 20 (Merck, Némecko)

e Yeast extract (HiMedia, Indie)

3.1.3 Pouzité mikroorganismy

Funk¢nost vyvijeného zafizeni byla testovana za vyuziti bakterie Halomonas halophila (CCM
3662) z Ceské sbirky mikroorganismtl, Masarykova univerzita, Brno, Ceska republika.

3.2 Sestaveni minibioreaktoru
3.2.1 Minitermostat

Zékladni jednotkou minibioreaktoru je minitermostat zajiSt'ujici stabilni teplotu v reakéni
nadobé. Byly testovany dva minitermostaty. Jeden ze systému AlgaTox (s niz§im teplotnim
rozsahem a s fidici elektronikou), druhy s §ir$§im teplotnim rozsahem (bez fidici elektroniky —
Obrazek 10). Rizeni druhého minitermostatu bylo zaji§téno stabilizovanym zdrojem
a osmikanalovym pfevodnikem pro méteni odporovych teplomért a pro amperometrii. Piesna
hodnota vkladaného napéti byla fizena digitalnim multimetrem.
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Obrdzek 10 Minitermostat bez fidici elektroniky se sirsim teplotnim rozsahem

3.2.2 Michadlo

Stejné jako v ptipadé minitermostati, tak i michadla byla testovana dvé. Prvni bylo ze systému
AlgaTox — michadlo ST1 (Obrazek 11). Michadlo ST1 bylo tizeno PWM (pulse width
modulation) modulem. Dale bylo pouzito interni michadlo BVT Technologies s pfesnym
nastavenim hydrodynamiky michani a moznosti programového fizeni otacek (Obrazek 12).
Nové michadlo obsahuje dva vstupy pro pfivod plynt (Obrazek 13). Pomoci diferencialniho
Sroubu je mozné presné nastavit polohu michadla k sondam (dulezité zejména pro kyslikovou
elektrodu). Michadlo je fizeno ptes PC programem Risot (BVT Technologies).

Obrazek 11 Michadlo ST1 (ze sestavy AlgaTox)
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Obrdzek 12 Interni michadlo BVT Technologies (A — motor, B —hrubé nastaveni polohy
michadla, C — jemné nastaveni polohy michadla, D — ndstavec michadla, E — vstupy pro
privod plyni do michadla, F — pripojeni ke zdroji)

Obrdzek 13 Detailni pohled na vsfupy pro privod plyni — interni michadlo BVT Technologies

3.2.3 Sondy

Do bioreaktoru byly vlozeny ¢tyti sondy: kyslikova elektroda, teplotni sonda, pH elektroda
a referentni elektroda pro pH elektrodu (Obrazek 14). pH elektroda byla na zakazku vyrobena
firmou Monokrystaly, zbylé sondy jsou vyrobky firmy BVT Technologies.
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Obrdzek 14 Detailni pohled na pouZité sondy (A — kyslikovd elektroda, B — teplotni sonda, C
— pH elektroda, D — referentni elektroda)

Charakterizace sond:
i. Kyslikova elektroda OE.D.ES (BVT Technologies, Ceska republika)
Sonda Clarkova typu, komer¢né dostupny produkt
e Pracovni elektroda: platinovy dratek zataveny ve skle
e Referentni elektroda: stiibrny dratek
e Drzak s elektrolytem (1 mol/l KCI)
e Membrana propustna pro O (teflon)
e Potencial pro redukci kysliku —650 mV
ii. Teplotni sonda (BVT Technologies, Ceska republika)
Novy produkt
e Niklové ¢idlo 6180 (R = 5000 Q) firmy Harlingen (Ceskéa republika) bylo
spole¢né s praSkovym Al,O3 zataveno ve sklenéném tcle
e Trida cidla: A (pro rozsah teplot 0 az 200 °C plati vztah AT [°C] =
+ (0,2 + 0,0035 [t])) [44]
iii. pH elektroda (BVT Technologies, Ceska republika)
e Komer¢n¢ dostupny produkt
e Uchovavaci roztok: 3 mol/l KCl1
iv. Referentni elektroda RCEc.R1 (BVT Technologies, Ceska republika)
Komercné dostupny produkt
e Sklenéné télo zakoncené fritou
e Stiibrny dratek
e PInéna elektrolytem 1 mol/l KCI (otvor pro plnéni je kryt gumickou)

3.2.4 Reakéni nadoba

Reak¢ni nadoba (TC6) byla pouzita ze systému Algatox — sklenéna cela s plastovou hlavici.
Vzhledem k poc¢tu sond a dalSiho pfisluSenstvi bylo nutné do hlavice vyvrtat dalsi otvory
a zvetsit stiedovy otvor.
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3.2.5 PrisluSenstvi pro privod vzduchu do kapaliny

Pro pfivod vzduchu do kapaliny byly vyrobeny tii varianty — zatka s kanylou zasahujici
pod hladinu kapaliny, aeracni vénec se Ctyfmi otvory, zatka se sedmnacti uzkymi kanylami
(Obrazek 15).

Obrdzek 15 Prislusenstvi bro pfivod vzduchu do kapaliny

3.2.6 Piislusenstvi pro transport kapaliny z/do reaktoru

Pro tucely sterilniho privodu/odbéru kapaliny do/z reaktoru byla vyrobena zatka se septem
(Obrazek 16), ptes kterou je mozné pomoci sterilni jehly a stiikacky manipulovat s kapalinou.

Obrdzek 16 Zdtka pro transport kapaliny z/do bioreaktoru

3.3 Sestava pro dekontamina¢ni proces reakéni nadoby pomoci mlhy peroxidu
vodiku

Prvni experimenty sterilizace vyvijeného zafizeni byly provedeny horkou parou v autoklavu.
Tento zpusob sterilizace klade vysoké pozadavky na teplotni odolnost a chemickou stabilitu
pouzitych materiald. Splnéni téchto pozadavkii nelze u nékterych dilii zajistit — napf. motor
¢i plexisklova krytka kyslikové elektrody. Pro vyvijené zatizeni bylo tedy nutné vypracovat
dekontaminacni proces, ktery bude vhodny pro vSechny pouzité dily a materidly. Poznamka:
mezi dekontaminacni techniky jsou obecné razeny procesy cisténi, desinfekce a sterilizace [45].
V ramci vyvinutého dekontamina¢niho procesu je nejdiive reakéni nadoba vycisténa (Tween,
kyselina dusi¢nd), nasledné je do reakéni nddoby aplikovan peroxid vodiku ve formé aerosolu
[46-49]. Optimalizaci ultrazvukové nebulizace 1ze dosahnout kapicek o velikosti desitek
nanometru [50]. V piedlozené diplomové praci byla pouzita jednodussi tlakova nebulizace
umoznujici dosdhnout priméru kapicek cca 1 um. Mlha peroxidu vodiku je generovana
kompresorovym inhalatorem o nebuliza¢nim vykonu 0,35 ml-min?. Pro pfevedeni mlhy
peroxidu do proudu vzduchu byla jako mezikus pouzita vodni vyvéva (Obrazek 17) V misté
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napojeni trysky, jiz je vhanén vzduch, vznika podtlak, ktery zplsobuje nasavani aerosolu
peroxidu vodiku. Koncentraci aerosolu (tj. pocet kapek na cm?) lze ¥idit pritokem vzduchu
a prutokem vzduchu do nebuliza¢ni jednotky. Pohled na celou sestavu pro sterilizaci reakéni
cely zobrazuje Obrazek 18.

Vystup - mlha unasena proudem vzduchu

Vstup vzduchu

Vstup mihy peroxidu vodiku

Obrdzek 17 Vodni vyvéva — zdroj vzduchu obohaceného o mlhu peroxidu vodiku

Obrdzek 18 Sestava pro sterilizaci minibioreaktoru mlhou peroxidu vodiku (A — generdtor
mlhy peroxidu vodiku, B — vstup pro vzduch do vyvévy, C — vystup z vyvévy — mlha peroxidu
vodiku undsena v proudu vzduchu)
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3.4 Meéreni pomoci osmikanalového pirevodniku pro méreni odporovych
teploméri a pro amperometrii

Teplotni sonda a kyslikova elektroda byly pti (vétS§in€) metenich zapojeny do osmikanalového
prevodniku (EGMedical pro BVT Technologies, Ceska republika). Nastaveny potencial
pro kyslikovou elektrodu: —650 mV.

Standardni blok minitermostatu byl pfipojen k externimu stabilizovanému zdroji. Teplota
byla fizena zménou napéti. Vzhledem k tomu, ze Peltiertiv ¢lanek pracuje jako ,teplené
Cerpadlo®, vztahovala se vzdy teplota médéného termostatovaného bloku (pro reakéni nadobu)
k laboratorni teploté.

3.4.1 Kalibrace teplotnich ¢idel

Pii méfenich s externé fizenym minitermostatem je pouzivano celkem pét teplotnich cidel
(Ni 6180, tfida A). Vstupni parametry kazdého ¢idla se vSak lisi = kazdé ¢idlo pfi stejné teploté
naméii odliSnou hodnotu = nutnd kalibrace (vychozi hodnota musi byt u kazdého ¢idla stejnd).
Teplotni ¢idla byla kalibrovana na interni etalon — rtutovy teplomer.
Postup

Do reak¢ni nadoby bylo napipetovano 10 ml destilované vody, do niz byla zasunuta teplotni
sonda a rtutovy teplomér. Minitermostat byl odpojen od zdroje napéti a celd sestava byla
temperovana 12 h pii laboratorni teploté. Po 12 h byly zméfeny odezvy pro vSechna teplotni
¢idla.
3.4.2 Funkce ,,Math channel“

Odezvy vSech sond zapojenych v osmikanalovém pievodniku jsou uvadény ve voltech (napéti).
Pomoci prevodnikovych tabulek a vzorct (definovanych vyrobcem) je mozné tuto hodnotu
pfevést na ampéry (v piipad¢ kyslikové elektrody) ¢i na ohmy (v pfipadé¢ teplotnich cidel).
Pro praktické pouZivani ptistroje jsou praktictéjsi veliCiny: mnozstvi rozpusténého kysliku [%]
a teplota [°C]. Pro tyto tcely byla v softwaru vyuzita funkce ,,Math channel. Pro kazdé ¢idlo
byl sestaven vzorec, ktery prepocital namétené napéti na teplotu ¢i DO — dissolved oxygen.

3.5 Meéreni pH, kalibrace elektrody

pH bylo méfeno novym multimetrem firmy Monokrystaly (Obrazek 19). pH sonda byla
zapojena do konektroru SENSE, referentni elektroda do konektoru REF. Sondy byly zasunuty
do reak¢ni nadoby. Kalibrace pH sondy byla provadéna dvoubodové. Prvni bod kalibrace byla
hodnota blizka hodnoté ocekavané (pufr 7,00), druhy pufr byl o vyssi hodnoté pH (10,01) —
postup doporuceny vyrobcem sondy. Po aplikaci 5 ml pufru o pH 7,00 byla po ustaleni odezvy
ulozeno naméfené napéti ve funkci Calibrate. Reak¢ni cela byla dikladné promyta
destilovanou vodou a obdobné byla provedena kalibrace s druhym pufrem.
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Obrdzek 19 Multimetr MPH471 (Monokrystaly)

3.6 Ovéreni chovani pH elektrody podle Nernstovy rovnice

Pro ovéfeni, zda se pH elektroda chova podle Nernstovy rovnice byl métfen potencidl elektrody
Vv pufrech. Do reak¢ni nadoby bylo napipetovano 10 ml pufru (pH 4,01; 10,01). pH elektroda
areferentni elektroda byly zasunuty do hlavice reakéni nadoby. Teplota v nadobé& byla
udrzovana na 25 °C. Me¢éfeni bylo provedeno pomoci potenciostatu PalmSens 3
a diferencidlniho elektrometru.

3.7 Stanoveni ota¢ek michadla

Pro michadlo ST1 byla vyrobena fidici jednotka (Obrazek 20), na niz je mozné nastavit hodnoty
v rozmezi 0—100 %. Kalibrace sestavy michadlo—rizeni michadla byla provedena pomoci
Hallovy sondy (Obrazek 21).

Obrdzek 20 Ridici jednotka michadla ST1

Postup

Do téla michadla byl zasazen nastavec pro kalibrace. K nastavci michadla byl pfichycen
magnet. Hallova sonda byla pfipojena ke zdroji napéti 5 V (poznamka: metoda méteni je
soucasti internich metod BVT Technologies). Pomoci potenciostatu EmStat 2 Blue byla méfena
zména proudu v &ase — chronoamperometrie. Rizeni ota¢ek michadla bylo proméfeno
v rozmezi 20—60 % (pfi nizSich hodnotach se michadlo netoc¢i, pii vysSich by se mohlo
poskodit).
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Obrdzek 21 Sestava pro stanoveni otdcek michadla (A — télo michadla ST1, B — ndstavec
michadla pro kalibrace, C — magnet, D — Hallova sonda)

Metoda vyhodnoceni kalibrace michadla

Spolu s michadlem se v prubéhu méteni otacel i magnet pfichyceny na nastavci michadla.
Ptiblizeni polu magnetu k Hallové sond€ se projevi naméfenim amplitudy. Mezi kazdymi

dvéma amplitudami (v jednom sméru) se tedy michadlo otocilo o jednu otacku (Obrazek 22).
Pocet otacek za minutu je tedy pocet amplitud minus jedna.
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Obrazek 22 Metoda vyhodnoceni kalibrace michadla

27



3.8 Stanoveni ¢asovych konstant
Pti skokové zmén¢ teploty, koncentrace kysliku, hodnoty pH Ize naméfenou odezvu popsat
rovnici:

y=A+B-e‘t, (12)
Necht’ je hodnota % definovana jako Casova konstanta, kterd predstavuje ¢as, v némz dosahla

odezva 63,21 % své hodnoty(100 - 1 —2).

3.8.1 Metoda vyhodnoceni odezvy

Odezvy sond byly vyhodnoceny v programu Bioanalyzer (BVT Technologies). Naméfena data
(Obrazek 23 — Cervena kiivka) byla prolozena exponencialou (zluta kiivka). Z programu byla
odectena hodnota pro vypocet Casové konstanty [26].

a5 Ibg [nA] = -0,019359 + -1,446250 * exp( -0,009033 * ( t - 307,736000 ))

n.
=1
o
o

LED

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
tis]

Obrdzek 23 Vyhodnoceni namérenych dat v programu Bioanalyzer

3.8.2 Stanoveni ¢asové konstanty ustaleni teploty

Casova konstanta ustéleni teploty byla stanovovana pro oba minitermostaty.
I.  Stanoveni casové konstanty teplotni sondy pri méreni bez reakcni nadoby
Do bloku minitermostatu (uréeného pro vlozeni reakéni cely) bylo napipetovano 10 ml
destilované vody. Na blok byl nasazen néstavec pro ukotveni teplotni sondy a rtutového
teploméru (Obrazek 24). Teplota byla ménéna skokem 8 °C (pro minitermostat
se zabudovanym fizenim) ¢i se skokem 1 V (pro minitermostat s externim fizenim).

Obrdazek 24 Ndastavec pro ukotveni teplotni sondy a rtutového teploméru
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Il. Stanoveni casové konstanty teplotni sondy pri meéreni s reakcni nadobou
Do bloku minitermostatu byla zasazena reak¢ni nadoba, do niz byly vsunuty teplotni
sonda a rtut'ovy teplomér. Dalsi postup je shodny s bodem i.

3.8.3 Stanoveni ¢asové konstanty kyslikové elektrody

Casova konstanta kyslikové elektrody je zavisla na otackach michadla a pracovnim objemu
reaktoru. Byly zvoleny tfi pracovni objemy reaktoru (4, 6 a 10 ml) — minimalni, optimalni
a maximalni.

Postup

Do hlavice reakéni cely bylo zavedeno interni michadlo, rtutovy teplomér a kyslikova elektroda
(dalsi otvory byly zaslepeny zatkami). Kyslikova elektroda byla nastavena tak, aby vzdalenost
membrany elektrody od disku michadla byla cca 1 mm. Teplota kapaliny byla udrzovéna na
30 °C. Vzduch/dusik byl vhanén do cely pomoci vstupu pro plyny u michadla. Méfeni bylo
provedeno pomoci potencistatu PalmSens 3, metoda: chronoamperometrie, pfi potencidlu —
650 mV.

Do cely byla napipetovana destilovand voda a do reaktoru byl vhanén vzduch o pritoku
2,8 I/min. Po ustaleni odezvy kyslikové elektrody (100 % saturace vody kyslikem) byl
do reaktoru vhanén dusik o pratoku 2,4 I/min. Po vypuzeni kysliku dusikem byl do reaktoru
znovu vhanén vzduch o pritoku 2,4 1/min.

3.8.4 Stanoveni ¢asové konstanty pH elektrody

Ustéleni odezvy pH elektrody je zavislé na otd¢kach michadla. Proto byla pfi riznych otackach
michadla studovana reakce pH elektrody na skokovou zménu pH.

Postup

Do hlavice reak¢ni cely bylo zavedeno interni michadlo, pH elektroda a referentni elektroda.
Michadlo bylo spusténo na zvolené mnozstvi ota¢ek a na multimetru (Monokrystaly) byl
spustén Data logging. Do cely bylo napipetovano 5 ml pufru o pH 7,00. Méteni bylo spusténo
do ustéleni odezvy.

3.9 Ovéreni vlivu michani na odezvu kyslikové elektrody

V programu Rizot fidicim nové michadlo byl vytvofen program meénici po kazdych deseti
minutdch otaCky michadla (25; 50; 75; 100; 125; 250; 500; 1000; 1500; 2000; 2500 ot-min™).
Do reakéni nadoby bylo napipetovano 7 ml destilované vody a nad hladinu byl pfes michadlo
pfivadén vzduch.
Vyhodnoceni

Z naméfenych dat byla v programu Bioanalyzer vyhodnocena ustalena hodnota proudu
(proloZenim naméfenych dat pfimkou) a velikost Sumu pro dané otacky michadla.

3.10 Ovéreni ucinnosti steriliza¢niho procesu

Pro tucely ovéfeni Gcinnosti sterilizacniho procesu bioreaktoru bylo do reaktoru aplikovano
5 ml sterilntho komplexniho média Nutrient Broth (pepton : kvasniény extrakt : NaCl =
2 : 2 : 1) o koncentraci 25 g:It. Médium bylo provzdusiovano a inkubovano pti 30 °C 48 h.
Poté byl pomoci sterilni stiikacky a jehly proveden odbér média. Na agarovou plotnu (25 g-I™
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Nutrient Broth + 17 g:I* agaru) bylo kli¢kou rozetieno 0,1 ml média. Agarova plotna byla
inkubovana pii 30 °C 48 h. Jako reference k inkubaci v minibioreaktoru slouzilo stejné
ptipravené médium v Erlenmeyerové bance inkubované pii 30 °C 48 h pti 170 rpm.

3.11 Metody pro stanoveni peroxidu vodiku
3.11.1 Manganometricka titrace

Princip metody:

Peroxid vodiku je titrovdn odmérnym roztokem manganistanu draselného, ktery v kyselém
prostiedi vystupuje jako silné oxidac¢ni ¢inidlo. Reakce probiha stechiometricky podle rovnice:
5H,0, +2Mn0,” +6H* - 50, + 2Mn?*"+8H,0

Z dtivodu pozvolného rozkladu manganistanu na kyslik a oxid manganicity je nutné stanovit
ptfesnou koncentraci roztoku KMnOg titraci na odmérny standard — dihydrat kyseliny stavelové
[51]. Reakce probiha stechiometricky podle rovnice:

2Mn0,” +5C,0,° +16 H* = 2 Mn?** +10C0, + 8 H,0

Postup:

I. Standardizace odmérného roztoku manganistanu draselné¢ho
Do titrac¢ni baniky bylo napipetovano 20 ml 0,03 mol/l roztoku kyseliny $tavelové a 10 ml
4 mol/l roztoku kyseliny sirové. Z byrety byl pfidan 1 ml roztoku manganistanu draselného
(o koncentraci + 0,02 mol/l). Smés byla zahfata na 60 °C (do odbarveni roztoku), poté
se pokracovalo v titraci. V bodu ekvivalence je titrovana smés trvale zbarvena do slabé
rizova [51].

ii. Stanoveni koncentrace peroxidu vodiku
Do titra¢ni baniky bylo napipetovano 10 ml vzorku peroxidu vodiku, 30 ml destilované vody
a 10 ml 4 mol/l kyseliny sirové. Smés byla titrovana za studena odmérnym roztokem
manganistanu draselného do trvalého riZzového zbarveni titrované smési [51].

3.11.2 Amperometrie

Princip

Manganometricka titrace popsana v kapitole 3.11.1 detekuje fadové desetiny mmol peroxidu

vodiku. Pro detekci niz§ich mnoZstvi peroxidu vodiku (v reakéni cele minibioreaktoru

po sterilizaci mlhou peroxidu) byla zvolena amperometric. Pfi reakci manganistanu

s peroxidem se uvolnuje kyslik, ktery maze byt detekovan kyslikovou elektrodou.

Postup

I. Ovéfeni G¢innosti metody
Do hlavice minibioreaktoru byla zasazena michadlo a kyslikova elektroda. Dalsi otvory byla
ucpany zatkami (pozn. jedna zatka byla pro ucely pipetovani do reakéni cely oddélavana).
Michadlo se otagelo rychlosti 500 ot-min™, vstupy vzduchovani pfes michadlo byly
zaslepeny. Do reakéni cely bylo napipetovano 5 ml destilované vody. Po ustaleni odezvy
bylo do cely postupné napipetovano 50 ul 4 molI? kyseliny sirové, 50 pl 0,02 mol-I*
manganistanu draselného a 25 pl vzorku peroxidu vodiku. M¢éfeni bylo provedeno
pii laboratorni teploté (26 °C).
Il. Stanoveni pfitomnosti zbytkového peroxidu vodiku v reakéni cele po sterilizaci
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Do reakéni cely bylo napipetovano 10 ml destilované vody. Po ustaleni odezvy bylo do cely
postupné napipetovano 50 pl 4 mol/l kyseliny sirové a 50 ul 0,02 mol/l manganistanu
draselné¢ho. Dalsi podminky a usporadani experimentu byly shodné s postupem viz vyse.
Ptitomnost peroxidu je prokdzana, jestlize se zvysi odezva kyslikové elektrody. Poznamka:
po piidavku manganistanu draselné¢ho do cely se odezva kyslikové elektrody mirn¢ zvysi
I bez ptitomnosti peroxidu. Proto je nutné si toto zvySeni odezvy od ustaleného stavu piedem
naméfit.
3.12 Studium chovani uzavireného a otevireného systému

Uzavieny a otevieny systém byly studovany z hlediska ustaleni koncentrace kysliku v kapaliné.
Do reakéni nadoby bylo napipetovano 6 ml destilované vody (ponechané 24 h pfi laboratorni
teploté pfistupné vzduchu. Do reakéni nadoby byla zasunuta kyslikova elektroda, otacky
michadla byly nastaveny na hodnotu 500 min™. Do reakéni nadoby byly (vzdy aZ po ustaleni
odezvy) postupné napipetovany tfi pridavky 60 pl 2M sifi¢itanu sodného, ktery reaguje
s kyslikem na siran sodny. Méfeni bylo provadéno nejdiive v uzavieném systému — do reaktoru
byl zamezen piistup vzduchu. Méfeni v otevieném systému bylo provedeno:
I. Ptivodem vzduchu ptfes michadlo (priutok vzduchu vstupujiciho do michadla:
150 ml-min*
ii. Ptivodem vzduchu pies michadlo (viz bod i.) a pfivodem vzduchu do kapaliny
zatkou se sedmnécti tizkymi kanylami (o priitoku 22,9 ml-min-t)

3.13 Kultivace bakterie Halomonas halophila
3.13.1 Kultivace bakterialniho inokula

Do 100 ml Erlenmeyerové banky bylo pfipraveno 50 ml zivného média CNM (Complex
Nutrient Medium) o sloZeni viz Tabulka 1. Sterilni médium bylo naoc¢kovano 0,75 ml kultury
z kryozkumavky (Pfiprava viz kapitola 3.13.3). Inokula byla kultivovana 24 h pii 30 °C
a otackach 190 rpm. Uchovavani mikroorganismu Cupriavidus necator H16

Tabulka 1 SloZeni Zivného média

Slozka Koncentrace [g-"]
Pepton 15
Yeast extract 3
Glukdza 1
NaCl 66

3.13.2 Kultivace bakterii v produkénim médiu

Do lahve se Sroubovacim uzavérem bylo pfipraveno 20 ml produkéniho média o slozeni viz
Tabulka 2 (glukéza a roztok mikroelementdt MES byly do produkéniho média pfidany
az po sterilizaci). Roztok mikroelementi byl pfipraven rozpusténim slozek (Tabulka 3)
v 0,1 mol/l HCI. Pomoci sterilni stfikacky a jehly bylo do reakéni cely minibioreaktoru
pievedeno pres zatku se septem 5,8 ml produkéniho média. Po ustéleni odezev vSech sond bylo
stejnym zpusobem produkéni médium naockovano 0,2 ml (pifiblizné 3 obj. procenty
produk¢niho média) bakterialniho inokula. Kultivace byly provedeny v minitermostatu
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se zabudovanym fizenim. Teplota kultivace 30 °C byla zajisténa nastavenim minitermostatu
na 31,5 °C a vodni lazné s ldhvemi pro vlh¢eni vzduchu na 32,9 °C (hodnoty byly stanoveny
experimentalng).

Tabulka 2 SloZeni produkéniho média

Slozka Koncentrace [g-17]
(NH4)2S04 3

KH,PO4 1
Na2HPO4 - 12 H,0 11,1
MgSO4 - 7 H20 0,2

NacCl 60
glukdza 20

MES 1 ml/l

Tabulka 3 SloZeni roztoku mikroelementu

Slozka Koncentrace [g:"]
FEC|3 9,7

CaCl, 7,8
CuSO, 0,156
CoCl, 0,119

NiCl 0,118

CrCly 0,062

3.13.3 Uchovani mikroorganismu Halomonas halophila

Bakterie byly uchovany v mrazu. Vysterilizované kryozkumavky obsahujici 0,5 ml 30%
roztoku (v/v) glycerolu byly naplnény 1 ml 24 hodin rostlého inokula, ihned po pfipravé byly
zkumavky zmraZeny na —80 °C. Dlouhodobé¢ pak byly skladovany pfi teploté —20 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Minitermostat

V pribéhu biotechnologického procesu je nutné mikroorganismim zajistit stabilni teplotu,
protoze fluktuace teploty v reaktoru mohou zpisobit destabilizaci fermentace [52]. Teplotu
V sestavovaném minibioreaktoru zajiSt'uje minitermostat, do né&jz je vkladana reakéni nadoba.
Minitermostat ze systému AlgaTox je schopen pracovat do teploty 60 °C. V ramci prvniho
konceptu vyvijeného zatizeni bylo jako desinfekéni proces navrzeno odpafovani 70% ethanolu
z reak¢ni nadoby. To by vSak vyzadovalo zvysit teplotni rozsah minitermostatu na 80 °C
(teplota varu 70% ethanolu). Proto byl zhotoven druhy minitermostat (s Peltierovym ¢lankem
umoziujici ohiev az do 80 °C). Vyrobce elektroniky vSak nebyl schopen pro novy
minitermostat v zadaném ¢ase vyrobit spolehlivou fidici elektroniku. Novy minitermostat tedy
bylo nutné fidit externé pomoci stabilizovaného zdroje napéti.

Vsechny monitorované teploty (teplota bloku, dolniho a horniho Peltierova ¢lanku, teplota
v reaktoru a laboratorni teplota) byly méfeny pomoci odporovych teploméri. Odporové
teploméry bylo nutné zkalibrovat. Kalibrace byla provedena na interni etalon — rtutovy
teplomér. Z udaji katalogového listu vyrobee ¢idla teploty [44] byla sestrojena zavislost teploty
na naméfeném odporu. (Obrazek 25). Sestrojena rovnice byla zadana do softwaru
EGMedical (funkce Math channel), proto aby se pii méfeni na obrazovce PC vykreslovala
naméfend teplota [°C] a ne odpor [(1]. Tato funkce byla navic pro kazdé teplotni c¢idlo
korelovana konstantou ziskanou pfi kalibraci teplotnich ¢idel na etalon.
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Obrazek 25 Zavislost teploty na naméreném odporu

V ramci testovani minitermostll bylo nutné stanovit ¢asovou konstantu ustaleni teploty.
Ustalovani teploty bylo méfeno novou teplotni sondou. Pro kazdy minitermostat byla stanovena
Casova konstanta ustidleni odezvy pii ohievu a chlazeni. Také byl sledovan rozdil mezi
Casovymi konstantami namétenymi bez reakéni nadoby (destilovana voda byla napipetovana
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ptimo do bloku minitermostatu) a s reakéni nddobou. Casové konstanty ustaleni teploty
zobrazuje Tabulka 4, ¢asové konstanty pro chlazeni byly vys$i nez pro ohfev. Je patrné,
ze pritomnost reak¢éni nadoby vyznamné navysuje hodnotu ¢asové konstanty.

Tabulka 4 Casové konstanty ustdleni teploty

Casova konstanta [min]

méreni bez reakcni méreni s reakéni
nadoby nadobou
ohrev chlazeni ohfev chlazeni

Minitermostat se zabudovanym
fizenim
Minitermostat s externim fizenim 7,1£0,9 8,8+0,3 10,7+0,8 13,0+0,8

6,4+0,6 9,1+0,4 100+x0,6 10,9+04

Vzhledem Kk tomu, Ze Peltiértiv ¢lanek pracuje jako ,.tepelné cerpadlo”. M¢la by zména
teploty v reaktoru kopirovat trend zmény teploty v laboratofi. Jak ukazuje Obrazek 26,
minitermostat se zabudovanym fizenim vySe zminéné nespliiuje — chyba v elektronice
ptistroje. Naproti tomu teplota v minitermostatu s externim fizenim (Obrazek 27) kopiruje
trend zmény teploty v laboratofi. Nicméné s ohledem na chybéjici elektroniku nedokdze zménu
teploty v laboratofi dostate¢né regulovat.
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Obrdzek 26 Minitermostat s vliastnim fizenim — uzavreny systém

34



31,5 26
U\, _
5 30,5 25 G
S o
g 2
= [
3 29,5 ; 24
> P
2 w\.-"l %
2 - g
8 [ g
28,5 aw 23 -
27,5 . . 2
0 25000 50000 75000

t[s]
Obrdzek 27 Minitermostat s externim Fizenim — srovndni teploty v reaktoru s laboratorni
teplotou — otevieny systém (vzduchovdni nad hladinu, pritok vzduchu 35 ml-min™)

U minitermostatu se zabudovanym fizenim bylo sledovano, jak nastavit teplotu bloku, aby
bylo docileno pozadované teploty v reaktoru. Jak ukazuje Obrazek 28, teplota v reaktoru je

vzdy niZsi jak nastavena teplota bloku. Teplota minitermostatu je pro méfeni nastavena dle
sestrojené rovnice.
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Obrazek 28 Zavislost teploty namérené teplotni sondou v reaktoru na teploté nastavené
na minitermostatu

Pfi testovani minitermostatii bylo zjisténo, Ze v otevieném systému (pii vhanéni vzduchu
do reakéni nadoby) dochazi ke snizeni objemu provzdusnované kapaliny. Ke snizovani objemu
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média dochazelo i pfi vzdusnéni nad kapalinu pii nizkych pritocich vzduchu. Z tohoto divodu
byl pfivadény vzduch do reaktoru nejdiive probublan pies lahev s destilovanou vodou
umisténou ve vodni lazni. Diky tomuto systému bylo zamezeno objemovym ztratdm a také jim
byla zajisténa stabilnéjsi teplota v reaktoru (Obrazek 29).
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Obrdzek 29 Minitermostat se zabudovanym Ffizenim — srovndni teploty v reaktoru
s laboratorni teplotou pri pfivadéni vihkého ohrdtého vzduchu — otevieny systém

4.2 Michadlo

Michani kapaliny v reaktoru bylo testovano na dvou michadlech. Prvnim bylo michadlo ST1
ze systému AlgaTox. Vzhledem k zamyslenému konceptu desinfekce reakéni nadoby parami
70% ethanolu bylo nutné jiz toto michadlo konstrukéné zménit. Byl zvolen novy motor
michadla, ktery vzhledem ke své konstrukci pfedchazi pronikani par ethanolu do motoru.
I ptes tuto konstrukéni zménu zvoleny zpisob desinfekce reaktoru vyznamné zkracoval
zivotnost michadla (na fadové jednotky méteni). Navic v prubéhu biotechnologického procesu
dochazi v bioreaktorech k tvorbé nezanedbatelného mnozstvi pény — mize dojit az K tzv.
prepénéni bioreaktoru. Konstrukce michadla by meéla cilené piedchdzet vniknuti pény
do motoru. Z téchto diivodii bylo pouzito interni michadlo BVT Technologies, které je vhodné
pro méfeni vyzadujici vysokou citlivost a definovanou hydrodynamiku. Toto michadlo navic
disponuje dvéma vstupy pro piivod plynti — vhanénim vzduchu do reaktoru pies tyto vstupy
(namisto vzduchovaci zatky) je zajisténa ochrana motoru michadla ptfed parami ¢i pénou, ktera
by jej mohla nevratné poskodit.

Michadlo ST1 bylo fizeno PWM modulem. Pomoci Hallovy sondy byla proméfena zavislost
otacek michadla na nastaveni ovladace (Obrazek 30). Interni pfesné michadlo bylo fizeno
ptes PC programem Rizot-P, ktery v souc¢asné dob& umoziuje:

I. nastavit konstantni hodnotu otacek po celou dobu méteni
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ii. prednastavit zménu otacek v Case (napf. kazdou hodinu zvysit hodnotu otacek
0 10 % aktuélni hodnoty).
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Obrdzek 30 Kalibrace michadla — zavislost otacek michadla na nastaveni ovladace

4.3 Kyslikova elektroda

Hodnoty casovych konstant pro kyslikovou elektrodu byly stanoveny pii otd¢kach michadla
250, 500 a 1000 [min™], pfi pracovnich objemech 4, 6 a 10 ml. Casova konstanta byla
stanovovana jednak pfi vypuzovani kysliku dusikem, jednak pfi syceni roztoku kyslikem
ze vzduchu. Vysledky analyzy Casovych konstant kyslikové elektrody shrnuje Obrazek 31.
Z namé&tenych dat 1ze vycist, ze se zvySujicim se pracovnim objemem se vyznamné zvySuje
casova konstanta kyslikové elektrody. Naopak se vrlstajicimi otackami michadla se ¢asova
konstanta snizuje. Hodnotu ¢asové konstanty rovnéz ovliviiuje priitok plynu. Casové konstanty
pti vypuzovani kysliku dusikem jsou vyssi nez pii syceni roztoku kyslikem, protoze prutok
vzduchu byl asi 0 16 % vyssi nez prutok dusiku.
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Obrdzek 31 Zavislost Casové konstanty kyslikové elektrody na pracovnim objemu reaktoru

pfi riiznych otdackach michadla

Vyznamny vliv na hodnotu ¢asové konstanty kyslikové elektrody méa vzdalenost membrany
elektrody od disku michadla.
Vedle ¢asovych konstant byl sledovan i vliv michani na odezvu kyslikové elektrody.

S rostouci intenzitou michani se zvysuje odezva kyslikové elektrody (Obrazek 32).
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Obrazek 32 Zavislost naméreného proudu na volbé otdacek michadla
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4.4 pH elektroda

Po kalibraci pH elektrody podle navodu popsaného v kapitole 3.5 bylo nutné ovétit, zda se pH
elektroda chova podle Nersnstovy rovnice (Rovnice 14). Dle teorie by méla byt zména pH
0 jednu jednotku doprovdzena zménou potencialu o 59 mV. Pti zméné pH o Sest jednotek byla
naméfena zména o 333,5 + 1,5 mV. Coz pro zménu pH o jednu jednotku piedstavuje 55,6 mV.
Realna hodnota se tedy od teoretické 1isi o 5,8 %.
E=""-Ina =22222.23 Jogay+ = 0,059 pH (13)

Déle byla studovana casova konstanta odezvy pH elektrody v zavislosti na otackéach
michadla. Jak demonstruje Obrazek 33, Casova konstanta pH elektrody se vyznamné snizuje
S rostoucimi otdckami michadla. V nemichaném systému mé na hodnotu ¢asové konstanty
vyznamny vliv i zplsob pipetovani pufru do cely. Roli vtom hraje sklon pipety, rychlost
vypousténi pipety C¢i vzdalenost Spicky pipety od sondy. To je také divod, pro¢ nabyva
Vv nemichaném systému smérodatna odchylka nejvyssich hodnot. Pti vysokych otackach
michadla (1 000 ot/min) jiZ ma zpisob pipetovani pufru do cely zanedbatelny vliv.
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Obrdzek 33 Zdvislost casové konstanty pH elektrody na otackdach michadla

4.5 Dekontaminaéni proces minibioreaktoru

Jak bylo uvedeno vySe, vplvodnim konceptu vyvijeného minibioreaktoru mél byt
dekontaminacéni proces zajistén odparovanim 70% ethanolu z reak¢éni nddoby. Zejména kvili
zivotnosti michadla neni mozné tento proces provadét. Proto bylo nutné vypracovat novou
technologii dekontamina¢niho procesu vyvijeného zatizeni. Vzhledem k mnozstvi pfitomnych
plastti bylo nutné vyloucit veskeré technologie pracujici za vyssich teplot. Z tohoto diivodu byl
zvolen znovu zpusob chemicky, a to pomoci mlhy 33% peroxidu vodiku (pozndnka:
koncentrace peroxidu vodiku ze zasobni lahve 35% H>0, byla stanovena manganometrickou
titraci na hodnotu 32,99%). Ta je v prvni fazi vhanéna do reaktoru pfes vstup pro plyny
michadla, v druhé fazi je tato mlha vypuzovana z reaktoru velkym mnozstvim sterilniho
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vzduchu. Do dekontamina¢niho procesu byla zafazena i faze 0 — Cisténi reakéni nadoby
a elektrod. Uspé&snost dekontaminaéniho procesu byla ovéfena inkubovanim komplexniho
sterilntho média Nutrient Broth v reakéni nddob¢ (48 h) a naslednymi roztéry na agarové
plotny. Podrobny popis vyvinutého dekontamina¢niho procesu je uveden nize:

Féaze 0 — ¢isténi reakcni nadoby

Po zasazeni veskerého pftislusenstvi do hlavice reakéni nadoby je reakéni cela
¢isténa nejdiive 0,5% roztokem Tween 20 a poté 1,5% roztokem kyseliny. V obou
piipadech je do reakéni nadoby aplikovano 6 ml roztoku. Reakéni nadoba je
promyvana pét minut pfi nastaveni michadla 2 000 ot-min?. Roztoky jsou z cely
odsavany pomoci kanyly, ktera je ptfes promyvacku napojena na membranovou
vyveévu. Po kazdém cisticim roztoku je reakéni nadoba trikrat promyta destilovanou
vodou.

Féaze 1 — vhanéni mlhy peroxidu vodiku

Po wvycisténi reaktoru jsou na michadlo a zéatku zajiStujici pfivod vzduchu
do kapaliny pfipojeny vysterilizované hadicky (Obrazek 34). Hadicka A privadi
pres michadlo do reaktoru vzduch, hadi¢ka B ptivadi ptes michadlo mlhu peroxidu
vodiku, hadicka C je napojena na kanylu, kterd pfivadi vzduch do kapaliny
v reaktoru, hadicka D je napojena na kanylu, ktera slouzi pro odvod plynil z reakéni
nadoby. Konce hadi¢ek jsou pfed napojenim na michadlo a kanyly ponofeny
do 33% peroxidu vodiku. Hadicky A a C jsou napojeny na zasobni lahve
s bublackou naplnéné destilovanou vodou, do kterych je ptes sterilni filtr vhanén
vzduchu (Obrazek 35) je pfedem sterilizovan v autoklavu. Pted zapocetim vhanéni
mlhy peroxidu vodiku do reaktoru je nutné zasSkrtit tlackou hadicky A, C a D.
Michadlo je nastaveno na otaéky 500 ot-min’. Teplota minitermostatu je nastavena
na 50 °C. Ptes hadi¢ku B je do reaktoru 10 minut vhanéna mlha peroxidu vodiku
proudem nosného plynu (sterilniho vzduchu) o pritoku 320 ml-min.

W\

Obrazek 34 Napojeni hadicek ha sestaveny minibioreaktor
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Obrdzek 35 Systém pro vihceni pfivadéného vzduchu (vlevo: zdsobni Iahev s bublackou
a destilovanou vodou — uzavrena pro ucely sterilizace horkou parou, vpravo: vysterilizovand
sestava pripravend k napojeni na minibioreaktor

iii. Faze 2 — vypuzeni peroxidu vodiku z reaktoru
Hadicka B je zaskrcena tlackou. Z hadicky A, C a D je tlacka odstran¢na. Hadickami
A a C je vhanén do reaktoru vlhky vzduch (lahve s destilovanou vodou jsou
umistény ve vodni 1azni o teploté 32,9 °C) o priitoku 150 ml-min’t. Konec hadi¢ky
D je zasunut do zkumavky s malym mnozstvim destilované vody. Dalsi podminky
jsou shodné s fazi 1. Po ukonceni faze 2 (40 minut je hadicka D zaSkrcena tlackou.

45.1 Stanoveni zbytkového peroxidu v reaké¢ni cele

Jak bylo uvedeno vyse, sterilizacni proces probihd ve dvou fazich — vhanéni mlhy peroxidu
vodiku do reaktoru a jeho nésledné odstranéni vyfoukdnim sterilnim vzduchem. Nedostatecna
délka druhé faze steriliza¢niho procesu by vyznamné ovlivnila nasledny fermentac¢ni proces —
peroxid vodiku by zplsoboval usmrceni bunck kultivovaného mikroorganismu. Navic
pfitomnost peroxidu vodiku v reakéni nadobé by znehodnotila testy ovéfovani Uc¢innosti
dekontaminaéniho procesu. Bylo tedy nutné ovéfit, zda je v reakéni cele po sterilizaénim
procesu pritomen zbytkovy peroxid.

Jednou z testovanych variant bylo probublavani destilované vody vzduchem vystupujicim
z reaktoru, popf. prohanéni tohoto vzduchu ptes kuli¢ky silikagelu (na kanylu v zatce byla
napojen hadicka, ktera ptivadela vzduch do stiikacky naplnéné 20 ml silikagelu — Obrazek 36
Aparatura pro absorpci vlhkého vzduchu vychazejiciho z reakéni cely). Tyto vzorky
(probublan destilovana voda a kulic¢ky silikagelu — rozsuspendované v destilované vod¢) byly
podrobeny manganometrické titraci. Koncentrace peroxidu vodiku ve vzorcich vSak byly ptili§
nizké na to, aby bylo mozné je titratn€ stanovit.
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Obrdzek 36 Aparatura pro absorpci vihkého vzduchu vychdzejiciho z reakcni cely

Pfitomnost peroxidu vodiku tedy byla stanovena amperometricky — detekei uvolnéného
kysliku po reakci peroxidu vodiku s manganistanem draselnym v kyselém prostiedi (viz
kapitola 3.11.2). Jak demonstruje Obrazek 37, bylo ovéfeno, Ze pomoci piedloZzené metody je
mozné detekovat peroxid vodiku az do jednotek pmol. Pozndmka: pokud byl do cely aplikovin
vzorek o koncentraci 0 pmol peroxidu vodiku (destilovand voda), nebyla zaznamendna zdadna
zmeéna na odezve kyslikové elektrody byla 0 nA. Tuto skutecnost je rovnéz mozné interpretovat
tak, ze zména pracovniho objemu reaktoru 0 0,49 % se nepromitne na odezvé kyslikové
elektrody. Pritomnost peroxidu vodiku po dekontaminaci zafizeni byla ovéfovana pouze
kvalitativné (z ditvodu dlouhého ustalovani rovnovah).
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Obrazek 37 Zavislost naméreného proudu kyslikové elektrody na latkovém mnozZstvi
peroxidu vodiku v rekcni cele (pfi teploté 26 °C)
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4.5.2 ldentifikace nedokonalého vypuzeni peroxidu vodiku z reaktoru

Nedokonalé vypuzeni peroxidu vodiku je mozné identifikovat i podle odezev kyslikové
elektrody. Po ukon¢eni dekontamina¢niho procesu je do reakéni nddoby aplikovéano produkéni
médium. Ustalena hodnota odezvy kyslikové elektrody v produkénim médiu musi byt nizsi,
nez ustdlend hodnota odezvy kyslikové elektrody v destilované vodé (naméteno
pted provedenim dekontaminacniho procesu). Dale se pfitomnost peroxidu vodiku miize
projevit zvySenym mnozstvim bublin v reakéni naddobé, které se pfichytavaji na kyslikovou
elektrodu (Obrazek 38). Bubliny shromazdéné na membran¢ kyslikové elektrody lze odstranit
mirnym povytazenim sondy. V neposledni fadé€ lze pfitomnost peroxidu vodiku zaznamenat
pfi inokulaci produkéniho média, kdy se po reakci peroxidu s buitkami mikroorganismu
uvolnuje kyslik (Obrazek 38).

@ Kumulace bublin u kyslikové elektrody
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Ustalovani odezvy kyslikové
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Obrdzek 38 Odezva kyslikové elektrody po nedokonalém vypuzeni peroxidu vodiku z
reaktoru

4.6 Studium chovani uzavireného a otevieného systému

V pribehu biotechnologického procesu je do reaktoru privadén vzduch, jedna se o tzv. otevieny
systém. Je-li vzduch vhanén nad hladinu, lze jeden kompartment nastavit jako chemostat.
Uzavieny systém umoznuje diky latkové bilanci stanovit prvni integraly pro kompartmentovou
analyzu. Porovnani uzaviené¢ho a oteviené¢ho systému bylo studovano na ustdleni odezvy
kyslikové elektrody po ptidavku 2 mol -I? sifi¢itanu sodného do reaktoru, ktery reaguje
s ptitomnym kyslikem. Jak demonstruje Obréazek 39, ustaleni odezvy po ptidavcich sifi¢itanu
se pii provzdusiovani reaktoru prodluzuje. Cim intenzivndji je kapalina v reaktoru
provzdusiovana, tim se odezva ustaluje pomaleji. Pokud je systém uzavieny (modré kiivka)
¢i pokud je vzduch ptivadén pouze nad kapalinu, je vétsina kysliku v roztoku spotiebovana jiz
po prvnim piidavku sifi¢itanu. Je-li vSak piivadén vzduch i do kapaliny reaktoru (zelena
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ktivka), staci se i po ptidavku sifi¢itanu kapalina ¢aste¢né prosytit kyslikem. Signal kyslikové
elektrody se v tomto ptipad¢ blizi nule az po tietim piidavku sifi¢itanu.
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Obrdzek 39 Porovndni uzavieného a otevieného systému

U odezev namétenych pii porovnavani uzavieného a otevieného systému byly vyhodnoceny
Casové konstanty po prvnim piidavku sifi¢itanu do reaktoru Tabulka 5. Bylo zjisténo, ze

.....

Tabulka 5 Casové konstanty ustdleni odezvy kyslikové elektrody v uzavieném a otevieném
systému

Casova konstanta [s]

uzavieny otevreny systém (vzduchovani otevreny systém (vzduchovani
systém nad hladinu) nad i pod hladinu)
15,4 +8,2 37,9+ 26 46,4 + 13,4

4.7 Operacni postup pro kultivace mikroorganismi ve vyvijeném zaiizeni

Pro vyvijené zatizeni byl sestaven nésledujici operacni postup:
I. Ukotveni veskerého piislusenstvi do hlavice reakéni nadoby (Obrazek 40),
Vv pfipad€ potfeby jsou normované zabrusy dotésnény parafilmem
ii. Provedeni dvoubodové kalibrace pH elektrody (nutné dikladné odsati kalibrac¢nich
roztoktli a proplachnuti cely destilovanou vodou)
iii. Temperace destilované vody v reakéni nadob¢ (objem destilované vody, teplota,
prutok vzduchu a otacky michadla jsou shodné s parametry u planované kultivace)

Iv. Proméfeni 100 % DO v destilované vodé
V. Peclivé odsati kapaliny z reaktoru a provedeni dekontaminac¢niho procesu (kapitola
4.5)
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Vi. Aplikace mineralniho produkéniho média do reaktoru, jeho vytemperovani
na pozadovanou hodnotu, nastaveni vzdusnéni a otacek michadla, prométeni
hodnoty 100 % DO.

vii.  Inokulace produkéniho média (poznamka: transport kapaliny do reaktoru je
provaden pomoci zatky se septem)

Obrdzek 40 Osazeni reakéni nddoby pfislusenstvim (A — pH sonda, B — referentni elektroda,
C — zdtka pro transport kapaliny z/do reaktoru, D — teplotni sonda, E — kyslikovd elektroda, F
— zdtka pro privod vzduchu do kapaliny, G — michadlo)

4.8 Biotechnologicka produkce PHB bakterii Halomonas halophila

Jak bylo uvedeno v kapitole 2.4.3, salinita produk¢niho média bakterie Halomonas halophila
vyznamné ovliviluje vystup fermentacniho procesu. Vliv salinity produkéniho média
na vytéznost procesu a vlastnosti izolovaného polymeru byl ve zminé€né publikaci studovan
v Erlenmeyerovych bankéach. Cilem fermentacni casti prace bylo ovéfit vliv salinity
produkéniho média na produkci PHB v pfipraveném minibioreaktoru.

Hlavni vyzvou se ukéazalo zajiSténi dostate¢ného ptisunu kysliku mikrobialnim buiikdm. Dle
puvodné zamysleného konceptu sestavovaného minibioreaktoru mél byt ptisun kysliku zajistén
provzdusiovanim prostoru nad kapalinou vysokym prutokem vzduchu. Tato varianta by
pfinesla n¢kolik benefith:

I. nizsi Sum — zejména v piipade¢ kyslikové elektrody

ii. men$i nachylnost k objemovym ztratam (pii probublavani kapaliny v reaktoru
mizou bublinky plynu snadnéji odnaset vlhkost)

iii. prevence tvorby pény.

Konstrukce minibioreaktoru neumoznuje vhanét nad kapalinu takovy proud vzduchu, ktery
by byl schopen dopravit do kapaliny dostatecné mnozstvi kysliku (kultura zcela vydycha kyslik
v médiu do sedmi hodin od inokulace). Pfistup vzduchu ptimo do kapaliny v reaktoru byl
realizovan:

I. zatkou s kanylou zasahujici pod hladinu kapaliny aZ k disku michadla

ii. aeracnim véncem (se ¢tyfmi otvory pro unik vzduchovych bublin)

iii. zatkou se sedmnacti drobnymi kanylami zasazenymi do vé&jifovitého tvaru

a zasahujicimi az k disku michadla

Pti standardnich kultivacich v laboratornich bioreaktorech je dostatecna koncentrace

rozpusténého kysliku zajiStovana softwarem, ktery reguluje otaCky michadla pro udrZeni
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konstantni DO. Vyvijeny systém s piesnym métfenim kysliku sleduje procesy v kultufe.
Z principu méfeni by se otacky michadla a priatok vzduchu nemély béhem kultivace ménit.

Prvnim zpisobem provzduSnovani kapaliny je zatka se zabudovanou kanylou. Vzhledem
K praméru kanyly (2 mm) bylo nutné pfi kultivacich volit nizsi pritoky vzduchu. Vysoky prutok
definovala pro tento typ vzduSnéni oblast maximalnich priatokt vzduchu v rozmezi 20
az 60 ml-min™t. Ackoli byly pii pilotnich kultivacich voleny vysoké otacky michadla (az
2 500 ot-min™t). Rychlost syceni média kyslikem nebyla dostatujici — hodnota DO klesla
na 0 %. Pozitivnim vysledkem pilotnich kultivaci bylo udrzeni stabilni teploty v reak¢éni nadobé
v rozmezi £+ 0,5 °C (Obrazek 41). Teplotni pulzy vSak znovu ukazuji na chyby v elektronice
minitermostatu.
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Obrdzek 41 Teplotni zdznam z pilotni kultivace

Pro zvyseni hodnoty DO je nutné probublavat kapalinu v reaktoru vétsim mnozstvi malych
bublin vzduchu. Proto byla dalsi kultivace provedena s aeraénim véncem (se Ctyimi otvory
pro unik bublin). Pilotni métfeni definovala pro tento typ vzduSnéni oblast maximalnich pritokl
vzduchu v rozmezi 60 az 100 ml-mint. Pfes michadlo byl do reaktoru vhanén vzduch o priitoku
150 ml-min. Zaznam z kultivace za vyuziti tohoto systému vzdusnéni zobrazuje Obrazek 42.
V pribéhu fermentace byla tiikrat upravena hodnota pH 20% roztokem NaOH. Data z pH
elektrody nebyla na zacatku kultivace logovana. Ota¢ky michadla byly na zacatku kultivace
nastaveny na hodnotu 1 000 ot:min™. Ze zdznamu méfeni je mozné pozorovat tii oblasti, kdy
doslo ke zvySeni hodnoty DO. V bod¢ A byla tato zména zptisobena zvySenim otac¢ek michadla
na hodnotu 1 250 ot-min™. V bodé& B byl zvysen priitok vzduchu do kapaliny na hodnotu 94,6
ml-min. Po deviti hodinach kultivace klesla hodnota DO na 0 %. Po dvanacti hodinach (bod
C) doslo k tvorbé velkého mnozstvi pény a snizovani objemu kapaliny v reaktoru.

Ackoli zhotoveny aerac¢ni vénec disponoval ¢tyfmi otvory pro Unik vzduchovych bublin,
Vv oblasti zvolenych pritokt vzduchu unikaly bubliny pouze prvnimi dvéma otvory (jeden otvor
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byl v trovni disku michadla, druhy otvor lezel jiz nad diskem michadla). Provzdusnovani
kapaliny zhotovenym aera¢nim véncem se ukazalo méné u€inné nez privadéni velkych bublin
kanylou na disk michadla.
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Obrdzek 42 Zdznam z kultivace 1 — provzdusriovdni kapaliny pomoci aeracniho vénce

Tteti systém pro vhanéni kysliku do kapaliny byla zatka se sedmnacti uzkymi kanylami.
Kanyly byly umistény do tvaru véjife, tak aby ptivadély bubliny vzduchu na disk michadla
od jeho stiedu az po okraj. Pilotni méfeni s destilovanou vodou definovala pro tento typ
vzdu$néni oblast maximalnich pritokti vzduchu v rozmezi 20 az 40 ml-min™. P¥i vyssich
prutocich se bubliny vzduchu tahnou po okraji reakéni nadoby a vyplavuji kapalinu z reaktoru.
Pies michadlo byl do reaktoru vhanén vzduch o pritoku 150 ml‘min™. Pied zahajenim
fermentace bylo nastaveno otaéeni michadla na hodnotu 500 ot-min. Kapalina v reaktoru byla
provzdusiiovana vzduchem o pritoku 22,9 ml-mint. V priibéhu kultivace byly otacky kazdou
hodinu zvy$ovany o 10 % vychozi hodnoty az na hodnotu 1 000 ot:-min™ (zvySovani otacek
bylo fizeno softwarem). Zaznam z kultivace zobrazuje Obrazek 43. V bodé A bylo upraveno
pH média pomoci 20% NaOH a 0,5 mol-I"t HCI (po nadmérném zvyseni pH vzrostla spotfeba
kysliku). V bodé B byl zvysen priitok vzduchu do kapaliny na hodnotu 36,8 ml-mint. Po deseti
hodinéch kultivace byla hodnota DO prakticky nulova. Ac¢koli byl pfi této kultivaci pouZit niZsi
prutok vzduchu a nizsi hodnoty otacek michadla nez pfi kultivaci s prvnim systémem pro
vhanéni vzduchu do kapaliny, kapalina v reaktoru se sytila kyslikem uc¢inné&ji. Z vétsiho
mnozstvi malych bublin vzduchu mohlo sndze dochazet k rozpousténi kysliku v kapaliné (vétsi
mnozstvi malych bublin mé v souctu vétsi povrch nez mensi mnozstvi velkych bublin).
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Obrdazek 43 Zdznam z kultivace 3 — provzdusriovdni kapaliny pomoci zdtky se sedmndcti
kanylami

Zaznamy z kultivaci dokladaji, ze zhotovena pftisluSenstvi minibioreaktoru zajistujici
probublévani kapaliny v reak¢ni nddobé€ vzduchem nejsou schopna zajistit dostatecnou saturaci
kapaliny kyslikem (pfi zvoleném biotechnologickém procesu). Ackoli byly voleny vysoké
priutoky vzduchu, vySka kapaliny (cca 1,5 cm) a typ michadla znemozZnily rozpusténi
dostate¢ného mnozstvi kysliku v provzdusinované kapaling.

Pro vyvijeny minibioreaktor bude nutné sestavit novy aeratni mechanismus, ktery by byl
schopen zajistit dostatecny ptisun kysliku bunééné kulture. Novy mechanismus by mél byt
schopen generovat obrovské mnozstvi velmi malych bublin vzduchu. Tento systém by mohl
mit vzor v aeracnim vénci, ale misto kovové spirdly by byl vyroben z membranové trubice.
Vyzvou u tohoto mechanismu bude tlakovy spad — ptes vétSinu membran bude problém vzduch
pumpou protlacit. Dale bude problém s Cisténim membrany po fermenta¢nim procesu — je
mozné, Ze membranu nebude mozné vycistit a opakované pouzit.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem nového ptistroje — minibioreaktoru pro mikrobidlni
biotechnologie. Vychozi jednotkou pro sestaveni minibioreaktoru bylo zafizeni AlgaTox firmy
BVT Technologies.

Zakladem sestaveného minibioreaktoru je minitermostat pro reakéni nddobu. V ramci této
prace byly testovany dva miniterostaty. Jeden ze systému AlgaTox (se zabudovanym fizenim
teploty o pracovnim rozsahu —10 az 60 °C), druhy s externim fizenim teploty (se zvySenim
pracovniho rozsahu do 80 °C). Pro sestaveni minibioreaktoru byl pouzit minitermostat
ze sestavy AlgaTox. Byl schopen 1épe regulovat teplotu — teplota v minitermostatu
se zabudovanym fizenim se v pribéhu 24 h pohybovala v rozmezi + 0,5 °C od nastavené
teploty.

Dale bylo nutné zajistit v minibioreaktoru michani. Michadlo ze systému AlgaTox nebylo
mozné pouZit (nebylo konstrukéné uzplisobeno vyvinutému sterilizaénimu procesu). Michani
Vv reaktoru bylo zajisténo internim michadlem BVT Technologies. Toto michadlo disponuje
dvéma vyvody pro piivod plyni do reaktoru. V ramci této prace byl jeden vyvod pouzit
pro vhanéni vzduchu do reaktoru, druhy vyvod pro vhanéni mlhy peroxidu vodiku do reaktoru
pfi dekontamina¢nim procesu.

Vyvinuty minibioreaktor disponuje tfemi sondami, pomoci nichz je mozné monitorovat stav
uvniti reaktoru — teplotni, pH a kyslikovou. Pro tyto sondy byly stanoveny hodnoty ¢asovych
konstant ustaleni odezvy.

Dale byl vyvinut dekontamina¢ni proces pro vyvinuty minibioreaktor. Dekontaminace je
sestavena z faze (0 — ¢isténi reaktoru, faze I — vhanéni mlhy 33% peroxidu vodiku ptes michadlo
do reaktoru a faze 2 — vypuzeni zbytkl peroxidu vodiku z reaktoru proudem vzduchu.
Pii vyvijeni dekontamina¢niho procesu bylo nutné ovéfit, zda po dekontamina¢nim procesu
nebylo v reaktoru ptitomno zbytkové mnozstvi peroxidu vodiku. Proto byl zpracovan postup
na kvalitativni stanoveni peroxidu vodiku v reaktoru. Uginnost dekontamina¢niho procesu byla
ovétena pomoci inkubace komplexniho Zivného média Nutrient Broth v reaktoru a naslednym
roztérem na agarové plotny.

Také byl sestaven operacni postup pro kultivace mikroorganismi ve vyvijeném zafizeni.
Transport kapaliny z/do reaktoru je provadén pres zatku se septem, pomoci sterilni jehly
a stiikacky.

Vyvinuté zatizeni (o pracovnim objemu 4 az 8 ml) bylo testovano na biotechnologickém
procesu syntézy poly(3-hydroxybutyratu) bakterii Halomonas halophila, kdy mél byt sledovan
vliv salinity na produkci polymeru. Pro ptfivod vzduchu do kapaliny byly testovany tfi sestavy.
Vzduch byl do kapaliny vhanén kanylou (o priméru 2 mm), aeraénim véncem a sedmnacti
drobnymi kanylami. Jak se ukazalo, ani jedna ze zhotovenych sestav nebyla schopna bunééné
kultufe zajistit dostatecny piisun kysliku. Pii nasledujicim vyvoji zafizeni bude nutné zhotovit
novou sestavu pro ptivod vzduchu do kapaliny v reaktoru. Jako jedna ze slibnych variant se jevi
aeracni vénec zhotoveny z membranové trubice, ktery by do kapaliny uvoliioval velké mnozstvi
malych bublin vzduchu.
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polyhydroxyalkanoat(y)

pulse width modulation
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