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Oblast techniky e e e .

Technicke referd se tykd mikrorespirografu pro vvhod-
nocovénil biotechnolegickyceh procest a metabolickveh zmén bu-
nék , tkanil a organismi s plyrulou registraci spotrfeby kysliku
a vyludovéni owxidu uvwhliditeho butikami a‘tkénémi, pracujiciho
na volumetrickeém principu. Mikrorespirograf obsahuje elektero-
nicky prfreveodnik tlakovych tozdild mezi respiraeinl a kompen-
zadntd nddobkou, pridem?¥ Mefeny elektronicky pfevodnilk je na-—
pojen ma tenzometrickou Jjedrnotku a respiradni nadobks Je

opatrena generatorem kyslikua.,

Dosavadni stav techniky

Prd  mdFeni spotfeby kysliku organism a tkand byle

e sirometrichkych technik. Povodnl prist-

i

LI -2

vyvinuta celd
roje byly spirometrry a spirografy poufivang v lékarstvi, Je-
Jich® citlivost se pohvbovals fadovd v ml spotrfebovangho kys-
ldku. Oruhow generaci téchto pfrilstrojd pfedstavuji mikrores-
piremetry poufivansg k vyzrkung metabolickyaeh  zmén u rlzngach
Yivodichl a rostlin, pracujlced v eblassti ul hodnot.

Treti generace Jje v soudasng dobd zastouperna elektro-
nickvmi prlstroji Jeko Jsou kyslikove oxygrafy o ultramikro-
respilrometry schopng fazmnamendvat spotfeby kysliku v nanolit-
rovém  mno¥stvi. Vo souborng prdaci vénovang méfenid spotreby
kysliku malych vzorkd tkanit / T.J. Bradley a T.A.Miller: Mes-
surement of ion transport and metabolic rate din insects,
Springer Verlag, New Yowk, Berlin, Heidelberg, Tokvo, 1884,
sti. 101/ byly shrruty zékladnd mikrorespirometricke pflstro-
Jde s velkouw citlivosts. Tvto pristroje Jsou zalofend na prd-
my volumetvickych proancipech, ddle Jzou zde popsdny elekt-
rolviicke respirometi~yv, polarcaratickeé respirometry, vvuidva-
Jacd  kvslikovyeh elekirod, dale diaferometricke pritokoveé

oxidu uhlicitého za-

respirometry, analysatory vedeohovar
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loFend na absopcd oxidu uhliiteho COz v infralervens oblas-

ti, a pod.

Ne jvice prakticky ro sz EIFend  Jjsou v soudasne dobé
oxyarafy, poufiivajlci kyslikové elektrody. Tyto pristroje
Jsouw velmi citlive, jejich nevyhodou viak  je neprimé meéfent
spotMeby kysliku ne sSkladé  zmén koncentrace Q2 v res spiradnd
madoboe. Velky pokrok v elektronice, zvIi4aits dostupnost
polovedidovyah tenzometrd schopnych prendfet a m&mit ma Tménu
elektrickeého proudu lﬁjj’NHéJ;I mechanické deformace, umoinil

t.1li

lonstrukael  vysoce wého prrlstroeje, regils strujiciho primoe

t

nanolitrove zmény  ve spotfebé byl Tento prlstro] se
ukdral byt vhodny pro  mérent metabolickd ivmoestd malwoh
vz orkd explantovanych FimyzLch tlodnmd . Pomoct tohoto
skanovaciho mikrorespirografu podle vyie uvedené citece bylo

bolickyoh zm@&n malych

mo¥né  zisket prab&ZEIngég  zaznamy met &

mro¥stvi bunglk a thkanl.

Nevyhodaou vwie uvedens metody  Je, o rwvIend
citlivosti v mnl oblasti Je dosaZeno maime Jjing zmeni3enim
objemu rrespiradng nadobky  pod 1 ml. Naémledkan tohoe  Je

mrofstvi  kysliku  poufitelného k dychant  méEFengho obfektu

znadng omezend. Bahem deldliho mdEfent dochdzi velmi rvaebile
e jeho spotTeb& 8 ok polklesw  Jeho parcidlniho  tlaku v e
Fespilradngd nadobky, a tim k postupndms zmenfovard metabolicke
aktivity spojeng pripadng = uhynuttm  méfenych bundgk . DaliZd
nevyhody dosavadnilch metod m&EFent metabolizmu  bun&dnyah
suspenzl spodivejl v t.om, ¥a poufivajil velkeé mnofetvi tkané,
*adoved miligramy, nebo thkéMovych suspenzl, rddové militry.

Navic poudivali kapalnych termoreguladnich medil & vydatnmnégho

mef e brdaoanl realdrl smds ke zajidtanmt FavHomEr réeho P s

fowalihku ko burikcéam, nebot difure kyvslibu v kapalmgm prrost taedd

Je asi 500 milionkrat pomalejfi ned v plynng fari.
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Podstata technickeého rfefent
Uvedeons nevyhaody odstrafiuje Mikrorespirograf
obsahujict ele elktrronicky pifevodidic tlakovych rozdLld mezri
respiradnl & kompernzadni nadobkow, priZem? elektronichky

prevodnik je napojen na tenzometrickou jedrnotku a respiradng
nddobka je opatfena generdtorem  kysliku, jeho? podstata
spodive v tom, e terzomebtricls Jednotica = elektronickym

prevednilken je zpdtnovarebne praopejena s generdtorem kysliky

J,

&
pres reguladngd spinaci obved pro nastaveni startu a rychlosti
vyroby kysliku v zdvislosti na citlivosti m&Fent.

Elektronicky prevodnik mide byt tvoren polovodiZovymi
tenzometry  umist&nymi na membrdns o primé&ru 6 a¥ 20 mm,
tloudtce 0,01 E 0,08 mm  rozd#lujict prostor elektromického

prevodnilkuy na dvé stejné Fasti, prridem?f  vritend prostor
!

elektronického prevodniku ng  ka¥dé strans membrany Jje
v roimezd 2 a¥ 300 pl a obs stejng Zasti jsou spojeny véncem

adjustadnich ZFroubd.

Vyhoda zarff{zeni podle fefen{ . spolivd v tom, Fe
nehrazuje kyslik spotreboveny tkénsmi kyslikem elektrolyticky
vvtrrobanyim  prdmoe  wvnd te respiradni nddobloy. To umo¥fuje

dlouhodoby prdb&%ny zd4znem metabolic eyoh zmEn o malveb vzorlkd

SO S smEm

-,,

thant  pril zachovént veliks citlivosti mé&rent a
zachovani stalébho ‘pﬁvciﬁlnihw tlaku kysliku v respire&nit
néddobece  po celow  dobu mérFent. V kombinacl s vysolkou
citlivostd elektronichkyeh pifevodnikd tlaku umoit je zarizend
plrng autoreguladni dlouhodobe ‘monitorovéni zmén v ldtkove
premé@ng mikrogramovych mno¥stvi  bundlk a thkani s prre %nn&tl
24z namu pikolitrovyeh velidin spotfeby bkeyaldlan nebo

vyludovant oxidu uhliZitgho CO2 za minutu.

Dalsl wvyhodou tohoto feSeni Jje, Ze diky velike
citlivostli méfeni e  mohou poufivat  extrems mals mrod st vl
bunrél: g Lkand, radové mikrogramy, nebo tharovyoh suspenz i,

radaove mikrolitery. Tim je zaruden dostatedny privod kv 1w




a¥ k. mitochodrridim bungk bez nutnosti  michantl, které je pro
nEkterd  bundné  kultury primo Ehodlive. Pou¥itim vétElch
nédobek & zmendenim citlivosti Je moino pristroj podle
feSeni - pouiit jako undverzalng mikroresplirograf pro zdznam
metabolickych zmé&n malych i velkyeh organisml, jako jsou
vajidka a rdznd vyvojova stadia hmyzu, kliZlci embrys nebo

ZHstl rostlin nebo laboratormd svirfatea.

Prenled obrdzkd na vykrese

Obydr ek na pFipojendgm  vykresu gz ortiuje schematilcky

na&rtek mechanicke a slektronickéeé Jasti mikrorespirograftu.

Priklady provedent

Kompenzadnl nadobka 1 a resplradni nédoblka 2 jsou

o

vzajemnmd oddElend membrénou

6 elektronického prevodniku 3.

K omeé toho Jaou talé propojeny  navzajem spojovactmi

trrubidlkami 9 o vl birrim proméru menZilm nel 0,7 mm mapoejenyml

na ventil 4 pro uzavirdni nebo otevirdni praostory komnpenzadnl

néadobky 1 a respiredni nédobky Z do v jElhe prostoru. Ventil

4 je pripojen k servomotoru 6, ktery Jje pfes prepinal 14
napojen na  reguladnl spinacl obvod 12 pro nastavent startu
a ryehlosti vyroby kysliku v ravislosti na citlivostil méfent.

Regpilradnit nadobla 2 Je také spojena prostrednictvin

spojovact trubifky 9 & mikrostrlkadlou 7 pro primouw objemovou

kalibreci petstroje. Elektronichky prevodnik tlaku 3 spojovact
trubidky 9 & ventil 4 Jsou umistény ve vl trfnlm kovovém

plésti 5. Vnitrnid lkovovy plagt 5, kompenzalnil nédobka 1,

respiradnt nadobka 2 mikrostilkalka 7 s servomotor 6 Jsou

vlofeny v termoizoladnim plasti 8, bt ey je pripojen

e termorequladnid jednotee 17.
Elektronicky prevodnik 3 Jje  tvorfen polovodidavemi
tenzometry 15 umlst@nymi na membrangd 16 o pr dmEra 6 ad 20 mm,

tlouftee 0,01 a? 0,08 wmm, rozdelujlict prostor Pkt rondoloatio
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prevodniku 3 na dvé stejné &asti, prifem¥  wvnitfng prostor

elektronického prevodniku 3 na ka¥dé stransg membrdany 16 je

. v rozmezl 1 a¥ 300 pl a ob& stejné Zésti jsou spojeny véEncem

adjustadnich Eroubdl 18. Tenzometry 15 elektronického

. prevodniku 3 jsou pripojeny ke vstupu tenzometricke Jednothky

11, Jej1Z vystup je pFipojen Jjednak ke wvstupu regula&niho
8

splnacthe obvodu 12 startu rvchlosti  vvroby kysliku

v ordvislesti  na citlivostl m&Fent a  Jednak k registradnimu

’ & vyhodnovecimu zarfilzent 13

R

spinscim obvodem 12, Jjeheo¥ vy
. do elektrod generdtoru 10 kysliku rebo do servomotoru 6.
V kompenzadnil nadobece 1 je uloZen rovnd¥ generdtor 10 ky=ldlu

Jeho¥ elektrody nejsou rapojeny.

Zékladny elektrovickou souddstl zarilzend Je
tenzometrickd jedrnotksa 11 urend pro piresnd mEfeni pouFitim
edporovych  mistkd zdscbujlcich tenzometry 15 elektronického

prevodniku 3 napdjectm napdtim, Jeho¥ zméry, zdvislé na
mechanickeé deformaci membrdany 16, Jsou pak zesilovény,
dekddovany a preméndny na vystupnt signdl, prichdzrejici na
vatup reguladnihoe spinaciho ebvodu 12 a déale na registrasng
a vvhodnocovacd zarlrend . predstavovansg Linedarmim

zapisovadem, osciloskopem nebo pam@tovym pofitadem. Reguladnil

spinacl obved 12 ovldadd innest  servomotoru 6§ spojendgho

s ventilem 4 nebo innost generdtoru 10 kysliku nastavenim

startu a rychlosti vyroby kysliku v zévislosti ma citlivesti
meértend. Generdtor 10 kysliku pracuje na eslektrolytickeém
. principu a je tvorren platinovou /+/ & m&dEnou /-/ elektrodou,
kterd jsou umistény v nasycendgm roztoku CuS04 s prildavkem 1%
T . FeS04 proti tvorb& ozonu. Na rozdil od eleltrolviickyeh
respiradtord popsanych ve vyvEe uvedend citaci nepouliva
zatlzent podle vvndlezu elektrolyticky princip pfimo k mérfent
hodnot.  spotreby kyvslikuy, oale k  sutomatickému mastavevent

tlakovyoh hodnot @ k probd¥néme dopldovénl mmofstvi bvelilku

spotfeboveneho  mé&renvmi organismy.  Skutednd méfend Epot Faeby

kyslibko & sutomatickeé nastavovami nuly jsou v Lomboe zadizent




uwskutedMovany prostrednictvim elektronického prevodniku 3,

tenzometricke Jjednotky 11 a regulatniho spinaciho obvodu 127,

ktery neni pouifit k m&Fent, ale pouze kK auvtomatickemy FLzear

provozu pristroje.

Pri préci se zarlzenim podle TeSeni m s byt na

zafdthky  mérent ventlil 4 Vv poloze "otevieno", nastavi se

kriticke hodnoty reguladmiho spinaciho obvodu 12 pro rapdndnl

a vypinani generdtoru 10 kysiiku, ddle se nastavl oz et
citlivosti m&Feni na tenzometricke jednotee 11 a odpovidajicl
proud do elektrod generdtoru 10 kysliku se takeé nastavi na
regurladrim splnacim obvodu 12 o nastavernt startu
a rychlosti vyroby pysldln v zdavislostl na citlivosti mérenl.
MaFeny objekt se umistl spolu = abzorbentem oxidu uwhliditého
CO» do respirefni nadobky 2, kterd se pripejt k prlsluinénu
vyvodu z elektronického prevodniku 3. V saflzend J& moino
poufilt i nékoliks samostatnych respiradndah nadobel 2, které

Jmou  spoledne umistEny v termoizoladnim plaztl B a jsou

postupnd pripojovény k elektronickému prevodnika 3 pomoad

ner ndz ornégngho vicecastného miniaturniho vanrtilu.

Po 10 a¥% 15  mirmutdach potrfebnyoh pmo ustalent teploty

ce radne mereni uzavicenim ventilu 4 elektirickym povelem pres
prepinasd 14 Registradnl & vvhodnocovadd zarfizend 13 ralns
ihmed ukszovaet ubyvtek tlaku v respiradni nddoboe 2, ktery Je
dmErny spotrebovanému k aliku. Po dosa¥end maximsa nastavendho
hodnotou hornl  pdasmovée propusti  na reguladnim s splnacin
obvodu 12 dochézil k vysléni elektrického signdlu na spinal

14, «co¥f md za nédsledek bud krédtkodobg otevicent ventilu 4
a tim vvrovndni tlaku v kompenzalind madobee 1 & resplirsini
nadobee 2 na plvodnd nuloveou  hodnotuo, nebo podle polohy
prepinede 14 dojde k protoky elektrického prouduy gengrat.oram

10 fvalilku, ktervy bude wvyrabét plyrnmy O3 rvehilostd
odpovidajicl nastavendmu proudu e reguladnim g HRlnacin
abwvaodu 12 av dev okam¥ilku, kdy hodnotyv  na wyztupu dosahmoun

apodnitho  Ldimitu 1o vprnutl  elektrolvay Vo oteto dobé s
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indikdétor registradnihe a vvhodnocovaciho zarizent 13 Ipét na

X
plOvodnnl hodrnoté a cely cyklus mé&fent ze samodinng opakuje

Primyslove vyuiitelnost

Zarizend podle feSeni je mo¥no s vvhodou vyuFEit pro

S mEreny nanoli trovych @ pikolitrovveh  mno¥stuvd - spotfeby

kyvsliku, zejména pro mordtorovdnd pribshy blotechnologickyeh

postupl na zakladé zazrnamu spotrfeby kysliku nebo vyluZovand

oxidu uhli&iteho miniaturnich, submikrolitrovyeh vzorka
reakdnlch smésy, déle I meérend metabolicks aktivity

mikrcorganismd, tkarovych kultur bunsk a bungdnyech susperzi,
k vyzkumu  bundnych vyvojovyeh oyvkld, k m@fent metabolismu
ifnych a  rostlimych  théng,
Ind & nédorove tkang, ddle Jje

mo¥no  zaflzent poulfit k méeny metabolické akt tivity malveh

mikroskopickveh vzorksd Zivoed
maé

napftklad pre srovhant nor

organismi, jsko jsou vajika hmyzu a jinyeh Filvo&ich(, rozrng
stadia lenovell, klf&feqt zemena  a klidky rostlin

v bint&chnolmgickych postupech & s mensimi Upravemi velikosti

baniZek je mofno zarflzend pouiit Jako vyzoce citlivého
urlverzalriho rezpirografu s kontimualnim » zAZnamem .
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N AROIKY NA 0O CHEREANU

Mikrorespirograf s plynulou registractl spotfeby kyslihu
a vyluovéart oxidu ulliditeho burikami a tkan@mi pracujlcd
" volumetricken principu, obsehujici elektronicky
pravodnik tlakovych rozdild mezi respirednl a kompenzalnd

nadablkow, pridem? elektronicky prevodnik Je mapo jen na

-

terzometrickoun a respiradng Jednotku a respiradnt nddobka R
Je opatrFena generdtoren kysliku, vyznalené tom, Fe
tenrometrickd Jednotka 11/ = elektromnickym prevoednilken .
/37 je zpé&tnovarebné propojena s generdtoren 710/ kysliku
P e wegula&ni gpinaci obved /12/ pro nastavent startu .
a rychlosti wvyroby kysliku v sdvislosti na citlivostd

mérerl .

Zarf{zeni podle ndroku 1 vyznalené tim, fe elekironicky
prevodnik /37 Je tvoren polovedidoveml tenzometry /157 y
umistdnymi na  membrang /16/ o praméru 6 w¥ 20 mm,
tlouitee 0,01 a¥ 0,08 rozdé@lujied prostor elektronického
prrevednilky na  dvé stejnsé Fhdsti, pridem? vnitrnl prostor
elektronického prevodniku /3/ na kadde strand membrany
/167 Jje v rozmezd 1 al 200 pl & obd stejneé Xamtl Jzmou
Gpojeny VENICEm adjustainich Sroubl F18/.
<
.
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