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(57) Plynuld registrace spotteby kysliku & vylutovéni oxidu
uhliZitého bufikami a tkdn&mi, pracujici na volumetrickém
principu a obsahujicf elektronicky ptevodnfk (3) tlakovych
rozdild mezi respiraénf nédobkou (2) 8 kompenzanf ni-
dobkou (1), pfitem2 tensometrick4 jednotka (11) s elektro-
nickym pfevodnfkem (3) je propojena s generftorem (10)
kysliku ptes regula®nf spinacf obvod (12). Elektronicky
ptevodnik (3) je tvoten polovoditovymi tenzometry (15)
umisténymi’ ne’ membréind (16) o priméru 6 aZ 20 mm,
tloudfce 0,01 a 0,08 mm, kters d&li prostor elektronického
pfevodnfku (3) na dv& stejné &ésti, pFitemZ vnitin{ prostor
clektronického pfevodniku (3) na kaZdé stran membrény
(16) je vrozmez{ 1 aZ 300 11 a obg &4sti jsou spojeny v&ncem 1
adjustanich Sroubl (17).
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Mikrorespirograf pro vyhodnocovani biotechno-
logickych procesd a metabolickych zmén bundk,
txdn{ a orzganismd
e Vynalez se tyka zarizeni pro plynulou registraci spotfeby

kysliku a vyluiovani oxidu uhligitého bunkami a tkanémi, pra-
cujici na volumetrickém principu a obsahujici elektronicky
pfevodnik tlakovych rozdill mezi respiratni a kompenzaéni
naddobkou, priiemZ Fefeny elektronicky pFevodnik je napojen

na tensometrickou jednotku a respiraini néddobka je opatfena
generatorem kysliku.

Pto méfeni spotieby kysliku organismli a tkani byla vyvi-
nuta celd Fada respirometrickych technik. Plvodni pristroje
byly spirometry a spirografy pouiivané v lékafstvi, jejicht
citlivost se pohybovala fadové v ml spotfebovaného kysliku.
Druhou generaci tichto pfistrojl pFedstavuiji mikroresnirometry
souZzivané k vyzkumu metabolickych zmé&n u rdznych Ziveiichl
a roﬁljn(‘pracujici v obLas;i/JL hodnot. TFreti generace je
v soufasné dobé& zastoupena elektronickymi pristroji, jako jsou
kyslikové oxygrafy a ultramikrorespirometry, schobpné zazname-
ndvat spotfeby kysliku v nanolitrovém mnoeZstvi. V souborné
prdci vénované méfeni spotfeby kysliku malych vzord tkani
/viz T,J.3radlzy a T.A.Miller: Measurement of ion trans-ort
and metabolic rate in insects, Soringer Verlag, New York,
Berlin, Heidelberg, Tokyo, 1984, str.101/ byly shrnuty zaklad-
ni mikrorespirometrické pfistroje s velkou citlivesti. Tyto
pristroje jsou zaloZené na pFimych volumetrickych osrincipech,

“déle jsou zde pcpsany elektrolytické ressirometry, peolaro-
vgrafické_rESpirometry vvuZivajici kyslikovych =2lektrod, <3l:2
diaferometrické pritokove respirometry, analysatory vydecho-
vaného oxidu uhli&itého zaloZené na absorsci oxidu uhiiditého
CO2 v infraEervené_obLasti, apod.



Nejvice prakticky jsou rozSifeny v soufasné dobé oxygra-

fy, pouZivajici kyslikové elektrody. Tyto pFistroje jsou

velmi citlivé, jejich nevyhodou v3ak je nenfimé méfeni spotFaby
kysliku na zakladé& zmén koncentrace 02 v respiraéni nadobce.
Velky pokrok v elektronice, zviadtéd dostupnost polovodiZovych
tenzometrld, schopnych pfenaSet a ménit na zmé&nu elektrického
proudu nejjemnéjSi mechanické deformace, umoznil konstrukci
vysoce citlivého pfistroje, registrujiciho pfimo nanolitrové
2mény ve spotfebé kysliku. Tento pristroj se ukazal byt vhodny by
pro méfeni metabolické Einnosti malych vzorkd explantovanych
hmyzich tkdni. Pomoci tohoto skanovaciho mikrorespirografu

/viz citaci vys$e/, bylo moiné ziskat prubéiné zaznamy metabolic-
kych 2mén malych mnoZstvi bunék a tkani.

Nevyhodou vySe uvedené metody je, 2e zvy3eni citlivosti
v nl oblasti je dosaZeno mimo jiné zménsenim objemu respiraini
nadobky pod 1 ml. Nasledkem toho je mnoZstvi kysliku pouzitel=-
ného k dychani mékeného objektu znainé omezené. Béhem del3iho
méfeni dochazi velmi rychle k jeho spotfebé a k poklesu jeho
parcidlniho tlaku uvnit? respiraéni nadobky, a tim k pos-
tupnému 2mensSovani metabolické aktivity, spojené pfipadné
s uhynutim méfenych bun&k. Dal3i nevyhody dosavadnich metod
méfeni metabolismu bunéinych suspenzi spoéivaji v tom, 3e
pouzivaji velké mnoZstvi tkané, Ffadovd miligramy, nebo tkano-
vych suspenzi, Fadové mililitry. Navic pouZivaji kapalnych
termoregulaénich medii a vydatného michani reak&ni smési .
k 2ajisténi rovnomérného pFisunu kysliku k bunkam, nebot difuze
02 v kaoalném prostifedi je asi 500 milionkrat oomalejs§i nel
v plynné fazi.

Tyto nevyhody odstraﬁuje zafizeni podle vynalezu, jehoi
podstata spofiva v tom, Ze tensometricka jednotks 3 2lektro-
nickym pfavodnikenm tlaku je propojena s generadtorem kysliku
uvnit? respiraéni nédobky ofes regulacéni spinaci obvod.

3
']

tlektronicky pfevodnik m3Ze byt tvefen zolovodiiovymi teansometry
"
]

umistdnymi na membrané o priméru 6 a2 20 mm, tloustce 0,01 a3
0,08 mm, délfcf prostor elektronického pfevodniku na dvé stejné

tasti, oriemz vnitfni prostor elektronického pfevodniku n3
kazdé strané membrany je v rozmezi 1 a3 BOD/uL a obé stejneé
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Easti jsou spojeny véncem adjustaénich Sroubu.

Vyhoda zafizeni bodLe vynadlezu spodivad v tom, Ze nahra-
zuje kyslik spotfebovany tkanémi kyslikem elektrolyticky
vyrobenym pfimo uvnitf respiraéni nadobky. To umoiﬁuje dlou~-
hodoby prub&iny zaznam metabolickych zmén malych vzorkd
tkani pfi zachovani veliké citlivosti méfeni a soutasnénm

zachovani stalého parcidlniho tlaku 02 v respiraéni nadobce

no celou dobu méfeni. V kombinaci s vysokou citlivosti elek-

tronickych pfevodnikd tlaku umoiﬁuje zafizeni plnd autoregu~-

1o

laéni, dlouhodobé monitorovani zmé&n v Latkové pFfeméné mikro-
gramovych mno2stvi bunék a tkani s prfesnosti zdznamu pikolitro-
vych veliéin spotfeby 02 nebo vyluéovani oxidu uhlicitého CO2
za minutu.

Dal§i vyhodou tohoto vynadlezu je, Ze diky veliké citlivos-
ti m8feni se mohou pouZivat extrémnéd mald mnoZstvi bundk a tka-
ni, rfadové mikrogramy, nebo tkadnovych suspenzi, raddové mikro-
litry. Tim je zaruéen dostateiny pfivod kysliku a2 k mito-
chondriim bunék bez nutnosti michani, které je oro néktereé
buné&éné kultury oFfimo 3kodlivé. PouZitim vEt3ich nadobek
a3 zmensenim citlivosti je mo2no pfistroj podle vynalezu pou-
2it jako univerzalni mikrorespirograf pro zaznam metabolic-
kych zmé&n malych i velkych organizmd, jako jsou vajiika
a rbznéd vyvojova stadia hmyzu, kli&ici embrya nebo &asti
rostlin, nebo laboratorni 2vifata.

PFiklad orovedeni zafizeni podle vynalezu je znazornén
na ofipojeném vykresu, pfedstavujicim schematicky nadrtek
‘ mechanické i elektronické Tasti zafizeni.

Kompenzalini nadobka 1 3 res2irazini naédcbka 2 jsou vzajemnd
oddélené membranou 16 elektronického pfevodniku 3. Kromé& toho
jsou také propojeny navzajem soojovacimi trubickami 9 o vnitf-
nim pruméru meniim nez C,7 mm, nanojenymi na ventil & »ro

,”uzaviréni‘hebvoteviréni srostory kompenz28&ni nadobky 1 a

respiraini nadobky 2 do vnEjdiho nrostoru. Ventil

b 32 oHFi-
pojan k servomotoru 6, ktery je ofes oaFfepinac 14 nzpojen na
regulaéni spinaci obvod 12. Respiratni nadobka 2 je tzke
spojena prostFfednictvim spojovaci trubicky 9 s mikrostfi-



katkou 7 pro pfimou objemovou kalibraci pfistroje. Elektronicky
pfevodnik tlaku 3, spojovaci trubitky 9 a ventil 4 jsou umisté-
ny ve vnitfnim kovovém plasti 5. Vnit#ni kovovy plast 5,
kompenzaini nadobka 1, respiraini nadobka 2, mikrostifikadka 7

a servomotor 6 jsou uloZeny v termoizola&nim plasti 8, ktery

je pfipojen k termoregulaéni jednotce is.

”Eiektfonicky pfevodnik 3 je tvofen polovodiiovymi tenzo-
metry 15 umisténymi na membrané 16 o prGméru 6 aZ 20 nmm,
tloustce 0,01 23 0,08 mm, dilici prostor ealektronického pFe-
vodniku 3 na dvé stejné tasti, pFiéem3 vnitfni prostor elektro-
nického pfevodniku 3 na kaidé strand membrany 16 je v rozmezi
1 az SODIpl a obé stejné Easti jsou spojeny véncem adjustainich
Sroubd 17. Tenzometry 15 elektronického pFevodniku 3 jsou

pripojeny ke vstupu tensometrické jednotky 11, jejiZ vystup
je pfipojen jednak ke vstupu regulaéniho spinaciho obvodu 13
a jednak k registraénimu a vyhodnocovacimu zafizeni 13 propo-
jenému zpétné s reguladnim spinacim obvodem 12, jehoZ vystup
vede pfes pfepinaé 14 bud do elektrod generdtoru 10 kysliku
nebo do servomotoru 6. V kompenzaini nadobce 1 je uloZen rovné:
generator 1Q kysliku, jehoZ elektrody nejsou zapojeny.

Zakladni elektronickou soulasti zarizeni je tensometricka
jednotka 11, uréena pro pfesné méfeni pouzitim odporovych
mﬁstkb; 2adsobujicich tenzometry li elektronického pfevodniku
2 napdjecim napétim, jehoZ zmény 23avislé na mechanické deforma-
ci membrany 16 jsou pak zesilovany, dekodovany a preménény
na vystupni signal pfichazejici na vstup regula&niho spinaciho
obvodu 12 a dale na registraini a vyhodnocovaci zafizeni 13,
pfedstavované linedrnim zasisovailen, osciLoskbpem nebo pamé-
tovym poditaZem. Regqulaini spinaci obvod 12 ovlada Cinnost
servomotoru & spojeného s ventilem 4, nebo finnost generatoru
10 kysliku nastaveninm pasmoveyh sropusti na zadatku a3 na kon-
ci m3feného rozsahu. Generator 10 kysliku pracuje na elaktro-
Llytickém nrinciou 3 je tvoFen platinovou /+/ 3 midénou /~=/
2lektrodou, které jsou umisid3ny v n3asycaném rcziaku Cu304
3 psfridavkem 1% s3iranu 32eleznatého FeSOA sroti tvorb& ozonu.

N3 rozdil od elektrolytickych respiratord /viz citaci uvedenou

vy3e, str. 163/, zatizeni podle vynidlezu nenou?iva elektrolytic-



ky princip pfimo k m3fFeni hodnot spnotfeby kysliku, ale k auto-
matickému nastavovani tlakovych hodnot a k prub&inému doplno-
vani mnoistvi kysliku spotrFebovaného méfenymi organigmy. Skuted=-
né méfeni spotfeby kysliku a automatické nastavovani nuly jsou

v tomto zarizeni uskuteéﬁovény arostfednictvim elektronického
pfevodniku 3, tensometrické jednotce 11 a regulainiho spinaci-
ho obvodu 12,

PFi praci se zafizenim podle vynalezu musi byt na zadastku
méfeni ventil 4 v poloze "otavieno”, pdsmové propusti reguléé-
niho spinaciho obyodu 12 oro zapinani a vypinani generatoru
10 kysliku se nastavi na prislu3né hodnoty, dale se nastavi
rozsah citlivosti méfeni na tensometrické jednotce 11 a od-
povidajici proud do elektrod generatoru 12 kysliku se pak
nastavi na regulaénim spinacim obvodu lé' M&Feny objekt se
umisti spolu s absorbentem oxidu uhlititého 602 do respiraini
nddobky 2, kterd se pfipoji k prisludnému vyvodu z elektronicke-
ho prfevedniku 3. V zafizeni je moino pouzit i nékolika samo-
statnych respiranich nddobek 2, které jsou spoleind umistény
v termoizolaénim plasti 8 a jsou postupné pfipojovany k elek-
tronickému pfevodniku 3 pomoci neznadzornéného vicecestného
miniaturniho ventilu.

Po 10 aZ 15 minutach notfebnych pro ustaleni teploty
se zaine mé&feni uzavfenim ventilu & elektrickym povelenm
pres pFeoinaE J4. Registraéni a vyhodnocovaci zaFizeni‘ii
zatne ihned ukazovat ubytek tlaku v respiraini nadobce 2,
ktery je Umérny spotfebovanému kysliku. Po dosazeni maxima
nastaveného hodnotou horni pasmové propusti na regulainim
a spinacim obvodu 12 dochdzi k vysléni elektrického signalu
na dFeninal 14, co2 mad za nasledek bud kratkodobé otevrieni
ventilu 4,3 tim vyrovnani tlakO\kompenzaini nadobce 1 a
rasdiraéni nadobce g na oslvodni nulovou hodnotu, nebo, nodle
polohy pFepinaie 14, dojde k prUtoku elektrického oroudu
generadtorem 10 kysliku, ktery bude vyrabit nlynny 02 rych=
losti odpovidajici nastavenému asroudu na ragulaénim a sni-
nacim obvodu 15) az do okamZiku, kdy hodnoty na vystupu
dosahnou spodniho limitu pasmové osropusti oro vypnuti elektro-
lyzy. V této dobé& je indikator registraéniho a2 vyhodnocova-



ctho zafizeni 13 zpét na plUvodni hodnoté& a cely cyklus mé&reni
se samodinn& opakuje.

Zarizeni podle vyndlezu je moZno s vyhodou vyuzit pro
méfeni nanolitrovych a pikolitrovych mnoZstvi spotfeby kysli-
ku, zejména pro monitorovdni prib&hu biotechnologickych postu-
pl na zadkladé zaznamu spotfeby kysliku nebo vylufovani oxidu uhli-
¢itého miniaturnich, submikrolitrovych vzorkli reakinich smési,
dale k méfeni metabolickeé aktivity mikroorganisml, tkanovych
kultur bunék a buné&nych suspenzi, k vyzkumu bunéé&nych vVyvo-
jovych cykld, k méfeni metaboliemu mikroskopickych vzorkl 2i- .
votiSnych a rostlinnych tkani, nanif. pro srovnani normalni a
naddorové tkané, dile je mo2no zafizeni pouzit k méfeni metabo-
lické aktivity malych organizml, jako jsou vajiika hmyzu a ji-
nych Zivoéichﬂ, rizna vyvojova stadia &lenovecl, klidict semena
a klitky rostlin v biotechnologickych postupech a s mendimi
Upravami velikosti bani&ek je moino zafizeni pouzit jako vysoce

citlivého, univerzdlniho respirografu s kontinualnim zaznamenm,
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PATENTOUVE NAROZKY

1. Zafizeni pro olynulou registraci spotfeby kysliku 3 vy-
luéovani oxidu uhli&itého bunkami a tkanimi vytvofeny na
24z% primého volumetrického nrincinu, obsahujici elektro-
nicky sfevodnik tlakovych rozdild mezi respiraini 2 xom-
penzalini nadobkou, pofilemi 2lektronicky of2vodnik je n3-
nojen na tensometrickou j2dnotku 3 resoir3aini nadobka je
] ovpatfena generatorem kysliku, vyznaiené tim, Ze tensometricka
jednotka /11/ s elektronickym pfevodnikem /3/ je zp2tno-
vazebné propojena s generdtorem /10/ kysliku pfes regulaini

spinaci obvod /12/.

2. Zafizeni podle bodu 1 vyznaiené tim, 2e eolektronicky pfe-

vodnik /3/ je tvofen polovodiiovymi tenzometry /15/ umists-
nymi na membranéd /16/ o crimédru 6 a: 20 mm, tloudtce 0,01
az 0,08 mm, rozdélujici prostor elektronického pfevodniku
/3/ na dvé stejné Casti, p>rilemZ vnitfni prostor elektro-
nického prevodniku /3/ na kaZ2dé strani membrany /16/ je

v rozmezi 1 a2 SOO/uL a3 ob3 s3t=2jné Zasti jsou spojeny

~

véncem adjustainich Sroubu /17
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