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Faze biotechnologického procesu

SUBSTRAT 1. faze = ,,upstream processing*

2. faze = bioproces

3. faze = ,,downstream processing*

PRODUKT



1)
2)
3)
4)

o)
6)

Dilci postupy biotechnologického
procesu

Predbézna uprava vychozi suroviny
Sterilizace latek v kultivacnim prostredi
Vlastni biochemicka preména

Dezintegrace produkcniho mikroorganismu (neplati
pro secernovany produkt)

|Izolace produktu

Dodatecna uprava produktu



Produkty biotechnologického procesu

Biomasa

Extracelularni produkty

Biomasa i extracelularni produkty obsahuji
metabolity

> primarni

> sekundarni


http://www.youtube.com/watch?v=S7Ng3pni4k4
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Suroviny pro fermentacni proces

1. Voda 4. Makroelementy

2. Vzduch 5. Mikroelementy
3. Zdroje uhliku 6. Rustové faktory

>

vV V VY VY VY

Sacharidy 7. Odpéenovaci prostredky
Komplexni substraty

Rostlinné oleje a zivocisné tuky

Petrochemické zdroje

Syntetické alkoholy

Organické kyseliny
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Voda ve fermentacnim procesu

Normalni pitna voda upravena

» priprava zivnych pud

» vypirani biomasy

Technicka voda
> chlazeni zivhného média
» naregulaci teploty kultivace

» myti kultivacnich zarizeni

(deionizovana voda)
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Vzduch ve fermentacnim procesu

» Veéetsinou se jedna o aerobni procesy
» Provzdusnovani - michanim, profukovanim, ...
» Provzdusnovani - povrchové nebo submerzni

Néekteré organismy naopak v pritomnosti
kysliku nerostou a neprodukuji prislusny
metabolit >odstranéni kysliku probublavanim
média metanem nebo CO,
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Makroelementy ve fermentacnim
procesu

Zdroje dusiku
» amohniak, amonné soli B -

» aminokyseliny, mocovina

» kukuricny vyluh, mouky i i
rostlinného puvodu J

> pepton, kvasni¢ny extrakt

Zdroje fosforu

» anorganicky fosfor (K;PO,, Na,PO,, (NH,);PO,)

» prirodni zdroje (kukuricny vyluh, arasidova mouka,
sojova mouka, odpady pri zpracovani masa a ryb -
Kosti
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Mikroelementy ve fermentacnim

procesu
Biogenni prvky Stopové prvky
K, S, Ca, Mg, Na Fe, Zn, Mn, Cu, Co, ...

Laboratorni podminky

» anorganicke soli, nejcasteji sirany a chloridy

Prumysl

» kukuricny vyluh, sojova a arasidova mouka, repna
melasa, syrovatka, ...
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Rustové faktory, prekursory, ochranné
latky

Vitaminy

» B = pekarskeé kvasinky

Aminokyseliny
> Vv Cisté podobé nebo prirodni materialy

Prekurzory

» pridavek kyseliny fenyloctové nebo fenylacetamidu
zvysuje vytezek penicilinu G

Pufry
» udrzeni pH, napriklad CaCO,

Antibiotika
» pokud neinterferuji s produkci a naslednou purifikaci



Odpénovaci prostredky

» odpeéenovaci prostredky (prirodni rostlinné nebo zivocCisné a
syntetické) ¢asto zaroven slouzi i jako zdroj uhliku

> obecné by pro né mélo platit, aby pusobily jiz v nizké
koncentraci a dlouhodobé, aby nebyly toxické vic¢i danému
mikroorganismu

» pouzivaji se prirodni oleje a tuky, vyssi alkoholy, derivaty
sorbitanu, polyethery a silikony rizného slozeni
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Sterilizace

Cilem sterilizacniho procesu je odstranéni
vSech pritomnych mikroorganismu

Zpusoby sterilizace

> teplem
> filtraci

@

» chemicky (B-propiolakton, ethylenoxid,

propylenoxid a glutaraldehyd)

> zareni (RTG, B-zareni, UV-svétlo a ultrazvuk)
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Priklady sterilizatord
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Koncept sterilizace

Sterilizace je pojem absolutni = neexistuji stupne
sterility

T =
sterilni </ .
Castecné

Il Nelze garantovat sterilitu, jen vyjadrit
pravdepodobnost sterility !!!
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Pravdepodobnost sterility

Vyjadruje se v hodnotach 10, tedy 1 prezivsi
mikroorganismus z milionu

Pravdépodobnost sterility 10-°
znamena, ze existuje moznost 1 ku
milionu, ze je véc porad
kontaminovana
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Pravdéepodobnost sterility

Takze, kdyz vyrobim milion ampulek
leku, jedna bude kontaminovana?

~

= Ano, ale neda se
’ zjistit, ktera




Rychlost eliminace organismu

Hodnota D (decimalni redukcni Cas)

= ¢as vyzadovany k redukci populace na 10%

Hodnota Z

= parametr vyjadrujici vliv teploty na rychlost eliminace
(pocet °C nezbytnych pro zménu hodnoty D 10x)

Hodnota F

= urceny pro srovnani efektu eliminace mezi autoklavy
(umoznuje napr. zmeénit dobu eliminace pri konstantnim
nastaveni teploty)
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Krivka preziti

Krivka preziti Krivka preziti (log)
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POZOR!

Graf pro 1ml ampule. Po 5 minutach prezije 0,1 cfu/ml, tedy v
10ml ampulich bude 9 sterilnich a 1 nesterilni, atd...
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Vysvetleni hodnoty D

= ¢as vyzadovany k redukci populace na 10%

= rychlost inaktivace bakterii

Krivka preziti pri D= 45 sekund

0.5

log (CFU/ml)
o

-0.5

Hodnota D

D = 0,75 minuty
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Inaktivacni faktor IF

= kolik bakterii je inaktivovano

IF = Ny/N = 10D
N, = po€et bakterii na po¢atku, N = pocet bakterii na konci,

t = €as expozice, D = hodnota D

IF (pfi 121°C) po dobu 15 min (pfi D = 1,2min) = 10%>1.2 = 10125
To znamena, ze populace poklesne 10x ve 12,5 cyklech
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Vysveétleni hodnoty Z

= udava teplotu (ve °C) pri které dojde k redukci hodnoty D 10x

Teplota par (°C) Hodnota D (min)

99
110
121

Hodnota Z se v
tomto pripade
rovna?

\

Hodnoty se pohybuji mezi 8-14°C,
pouziva se proto hodnota 10

120
12
1,2




Vziah Za D

Z=(T,-T))/(logD,-logD,)

Stanovte hodnotu D pri sterilizaci
spor za teploty 121°C, jestlize vite,
ze pri 115°C byla hodnota Z = 10,5°C
a hodnota D = 9 minut.

Reseni je na dal$im snimku
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Vziah Z a D - reseni

Z=(T,-T))/(logD,-logD,)

|

logD, - logD, = (T,-T,)/Z
log9 - logD, = (121-115)/10.5 = 0,571

logD,=10g9 - 0,571
logD, = 0,383

D, = 2,42 minuty
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Vysvetleni hodnoty F

Pro bézneée pouzivané hodnoty Z = 10 uzivame hodnotu F,
Fo= At x > 10(T-121)/z

Je-li teplota 115°C udrzovana po dobu 1 minuty, pak
Fo=1x 10(115-121/2)
Fo, = 1 x 10¢6/10)
Fo = 0,251 minut

Tzn., ze 1 minuta expozice pri 115°C ma stejny efekt jako
0,251 minuty pri teplote 121°C
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Priklad

Pokud je pro sterilizacni efekt nutné udrzovat teplotu
stabilné pri 115°C po dobu 30 minut, jakou dobu bude
nutné sterilizovat pri teplote 121°C?

Vysledek

Hodnota At = 30, tedy
Fo, =30 x 0,251 = 7,53 minuty
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Komplikace

Autoklav se ohriva a chladi a i tyto teploty maji vliv na
sterilizaci

Proto je ve vzorci ta >

Parametry sterilizace se tedy pocitaji jako soucet dilcich
c¢asu a dil¢ich konkrétnich teplot

Letalita
1.2

K tomu je mozné vyuzit 0.8

softwarové nastroje, zj
tfeba tabulku v EXCEL o I I
, B =

01 2 3 45 6 7 8 9 1011




Sterilizace zivného média a zarizeni - |

Tepelna destrukce mikroorganismu

> tepelné denaturace jednoho nebo nékolika
enzymu zakladniho vyznamu

Rychlost destrukce je ovlivhéna
» vneéjsim prostredim (mnozstvi vody, pH média,
koncentrace rozpustenych latek v meédiu,...)
» fyziologickym stavem bunék

LI AW 4

Tepelné nejodolnéjsi jsou spory
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Sterilizace zivného média a zarizeni - Il

Vsadkova sterilizace teplem
» zivhé médium se ohriva primo v reakcni nadobe
> po urcité vydrzi na sterilizacni teploté se opét
ochlazuje

» ohrev se provadi bud’ primou horkou parou nebo
pomoci tepelného vymeniku

> Uéinnost sterilizace zavisi na teploté a dobé

sterilizace
121 °Ceeeveieeeeneee 15 min
126 °C.ecvveeeeenee 10 min
134 °Cneeeveieeveeeee, 3 min

Uvedené teploty odpovidaji tlaku syté pary 35



Sterilizace zivného média a zarizeni - Il

Kontinualni sterilizace teplem

> velka uspora nakladui na paru a chladici vodu

» zkraceni celkové doby sterilizace na5 — 8 min
» pouzivaji se vyssi teploty = 135 °C

» mensi poskozeni termolabilnich slozek v médiu

» moznost presnéjsi a automatické regulace
procesu

Kontinualni sterilizace je vhodna pro komplexni
meédia, ktera neobsahuji tuhou fazi, ale mohou
obsahovat termolabilni rustové faktory
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Provedeni kontinualni sterilizace

1) Do kapalného meédia se proudiciho
trubkou privadi prima para, po prutoku
vstupuje kapalina do expanzni nadoby,
kde se prudce ochladi

2) Ohrev a chlazeni deskového vymeniku,
perioda se zkrati na cca 20s az 5min,
vlastni vydrz pri sterilizacni teplote 135°C
je 2az 3 min
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Sterilizace Zivného média a zarizeni - IV

Sterilizace média filtraci - |

» pouze u médii, ktera obsahuji termolabilni latky a
nelze tedy proveést sterilizaci teplem

» zaroven médium muze obsahovat pouze
rozpustneé latky

> filtry o velikosti péru 0,2 ym
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Sterilizace zivného média a zarizeni - V

Sterilizace média filtraci - Il

> pred vlastni filtraci je nutné sterilizovat | toto
filtracni zarizeni (Casto jsou dodavany ve sterilnim
baleni jiz od vyrobce, pripadné je nutna sterilizace
teplem, parou, chemicky nebo UV-zarenim)

Microbiological Virus Filters



Sterilizace zivného média a zarizeni - VI

Sterilizace bioreaktoru

» pokud se pouziva kontinualni sterilizace média
nebo sterilizace média filtraci, je nutné sterilizovat
bioreaktor prazdny

1) horkou parou (121°C)

2) horkym vzduchem
(150 — 180°C)

3) chemicky




Sterilizace vzduchu

1) teplem,

2) UV-zarenim

3) EM-vinami

4) filtraci - z ekonomického hlediska prevazné v prumyslu

Hrube predcisteni vzduchu

» porézni material, napr. praskové uhli a koks,
pripadnéeé | skelna viakna

Filtrace
» na membranach (nitrocelul6za)

» hloubkova - vzduch prochazi néekolik desitek cm
silnou filtracni vrstvou (skelna vlakna, nitratova
celuléza, teflon, nylon nebo polyakryl) “






Bioreaktory a fermentory

Cim mensi Ustav, tim mensi reaktor
Z obhajob bakalarskych praci, Mikrobiologie MU 43



Bioreaktor je

> nejdulezitéjSi €asti, srdcem
vyrobni linky biotechno-

logického procesu —

» nadoba razného objemu, mm— -
ve které probiha biologicky : | e
proces NS e

: BROTH

» dochazi zde k rustu bunék a
tvorbé produkt nebo
premeéné substratu na jeden
Ci vice produktu

Fermentor je bioreaktor pro praci
s bakterialnimi bunkami "



Zakladni casti bioreaktoru

» privod a odvod média

» privod inokula

» michaci zarizeni s motorem

» ventil na privod vzduchu

» zafizeni na odbér vzorkli

» vyhrivani

> teplomer, tlakomeér, meérici a
regulacni ¢lanky pH,
koncentrace O, , CO,, atd.

Motor  Acid base
Pump i
Catalyst ‘j
or nufri

reservoir , Pressure indicator

|

/
Exhaust
line
Outlet
streom
Air supply
Harvest line

pH recorder
and control
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Jednoduchy fermentor

Fermentor

pH regulering

Syre Base
mm’.mmm-

Medie ind

Brugt medie/
produkt ud

Sensor |

N

Rotor

MTJ 16/6,02




Tok materialu v bioreaktoru
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Déleni bioreaktori podle zpisobu
kultivace

» Michaci tanky (stirred-tank)
» Virive reaktory (airlift bioreactor)

> S pevnymi nosici (napfr. fixed-bed
bioreactor)

» Membranove bioreaktory (napr. hollow
fiber perfusion bioreactor)
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Michaci tank

| |
mator 1\ uh kyselina

regulator F=========~= I

I
|
I
I
) ‘\v..-" I
vystup I
vzduchu € \ < I
Ziviny I
bufiky :
™ I
narazovy — Echla dici 1
k I
teplotni v 04 -0 voda |
cidlo I
- = — — — - - — - J
04 O
regulator | _ = -
; 0+ O !
\ o regulator
L - | :
|
chladici rozprasovac J, P —
voda 5 sterilni
odbér vzduch
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Virivy reaktor

aci trubka




Reaktor s pevnymi nosici

vzduch T T T
II
—_—
|= 0000000 nosite
viménik II 00000000
s ! 00000000
90000000
90000000
0000000
0000000
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Membranovy reaktor

inl::-kuIaEni\rstupl produkt T

Ziviny — produkt
—

T Ziviny

Lumen

Buriky ve vnitinim
prostoru precence

Vnitfni membrana
Vnéjs membrana

52



Déleni bioreaktord podle kinetiky
bunécného ristu a zplusobu tvorby
produktd

(a) (

[nfet (}uﬂé Inlet C}u(lé [nlet Outlet
N

- - 7
V = const V = const V = const
X(t) X(t) X = const
S(t) S(t) S = const
Pty | P(t) P = const

Vsadkovy (batch) Davkovaci (fed-batch) Kontinualni
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Jak potom vypadaiji ristové krivky

&

Perfusion

Fed-Batch

Viable Cell Density

54



Kultivace mikroorganismi

» Diskontinualni (vsadkova, ,,batch“, jednorazova)
— vycerpani zivin, zpomaleni rustu

» Kontinualni - prodlouzeni exponencionalni faze —
ustaleny stav (velké objemy kultivaci, ¢isténi odpadnich vod)

= chemostat

= turbidostat

» Semikontinualni (davkovaci, ,,fed batch*)

— periodické pridavani zivin, zpomaleni rustu (vyroba
drozdi)
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Kultivace semidiskontinualni

CONCENTRATION

"'"'-..“". -..__“". '--_.."".
'-l. 'l.. LS
! n .
H'ﬁ H'x H\.
SUEaAT, i, N,
l. II". 3
I|
v i
.-"I:. b
A
) 0
I'J
roduc roduc roduc
p ct, P Ct . P Ct
- o ' - '
rrrrrrrrrrrrrrrrrrr i __J..;--'"F’ I
| T T | . - I y
0 2 6 2 10 12 14
TIME, days
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Jiné typy kultivaci

» Submerzni = ponorfené — vSe doposud popsané

» Povrchova kultivace na tekutych zivhych
pudach - zejména u vlaknitych mikroorganismii
napr. Aspergilus niger produkujici kys. citronovou

» Povrchova kultivace na pevnych mediich -
v diagnostice mikroorganismu nebo pfi vychozim
namnozeni zasobnich kultur pro pripravu inokula,
kultivace hub
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Jing déleni bioreaktort

» pro kultivaci volnych bunék, imobilizovanych bunék,
enzymu

» podle velikosti: laboratorni (do 30l), Ctvrtprovozni
(30-100lI), poloprovozni (100-5000l) a provozni (nad
5m3)

» podle tvaru: valcove, s kulatym dnem, cirkulacni,
vezove

> podle zpusobu dodavani energie: s mechanickym
(elektromotor), pneumatickym (plyn) a
hydrodynamickym (€erpadlo) michanim

» nesterilni (pivovarnictvi, zpracovani odpadu, sterilni
(farmacie), specialni (GMO, tkanové kultury)

» kapalné medium, pevné medium aj.

» aerobni, anaerobni
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Ukdzky bioreaktord




Vybér bioreaktoru

Musi odpovidat predevsim biologickym
vlastnostem kultivovanych mikroorganismu
nebo bunék. Kromeé toho je ale treba
respektovat i chemicke, fyzikalni ale i
technologické parametry.




Parametry bioreaktoru

> Biologicke vilastnosti = velikost mikroorganismu
a jejich morfologie (jednobunécné, viaknite,
mnohobunécné, plovouci, prisedle, ...)

» Charakter substratu = pevny, polotekuty,
kapalny, plynny

» Provzdusnovani = povrchové nebo submerzné

» Sterilizace = nutno vzdy odstranit ostatni
mikroorganismy

» Velikost kultivacniho zarizeni = pfechod
v rozsahu jednoho objemového radu
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Pozadavky na materialy vhodné
pro konstrukci fermentord

odolné vuci korozi — nesmi uvolnovat
do média kovy

netoxické vuci populaci bunék
schopneé sterilizace parou o vysokém tlaku

odolné vuci deformaci — michadla, vstupni
porty
transparentni materialy (sklo)

62






Priprava inokula

prevedeni zakonzervované bunecneé kultury
ve stavu klidu do zivného média
do produktivniho stavu ristu a mnozeni

nékolik tisic bunék — nékolik set litru
Kultury

transfer do produk¢cni nadoby se provadi na
konci exponencialni faze rustu

inokulum se do kultivacni nadoby obvykle
dodava v mnozstvi okolo 1- 5 % objemu
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A\

Dilci kroky pri inokulaci
prenéest konzervovaneé bunky do reaktivacniho
media
zabranit moznostem kontaminace meédia

sledovat kvantitu a fyziologicky stav bunek
(zjistit rGstovou krivku)

Jak monitorovat narust kultury
zmena pH

spotreba kysliku

zmena hmotnosti bunéek po centrifugaci
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Ristovad krivka

» Lag-faze

» Faze zrychleného
rustu

» Exponencialni
(logaritmicka) faze

» Faze zpomalujiciho

S e e R E rustu

Stationary

Log or
exponential

Logarithmic scale

|

Time (hr.)
» Stacionarni faze rustu

» Faze postupného
odumirani

Exponencionalni rust kultury

» ztechnologického
hlediska nejvyhodnéjsi

» Casove omezeny
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Ristové konstanty

» Rychlost déleni

» Generacni doba

» Doba lagu

> Specificka rustova rychlost

» Maximalni rastova rychlost, saturacni konstanta

Lze je odvodit matematicky a jejich hodnoty |e
nutno chapat jako relativni, vychazejici ze
zjednoduseného pojeti rustu a mnozeni bunék.
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Rychlost déeleni

Kazda bunka se rozdeli na dve, tedy
N =N, x 2"
N, = pocCet bunék na pocatku

N = pocet bunék na konci

Vypocet n: logN = logN, + n x log2

Prumérna rychlost déleni (R) = pocet generaci
(n) v zavislosti na dobé rustu bunééné kultury

R =n/t = 1/log2 x (logN-logN,)/(t-ty)

t-t, = doba rustu v hodinach 8



Generacni doba
G = Cas potiebny k vytvoreni jedné generace

» Je prevracenou hodnotou primérné rychlosti déleni

G =1/R =log2 x (t-ty)/ (logN-logN,)

> Plati jen pro exponencialni fazi rustové krivky

Rovnéz hodnota priumérné rychlosti déleni plati
jen pro exponencialni fazi rustové krivky

69



Doba lagu

L = Casovy interval mezi zadatkem inokulace a
zahajenim exponencialni faze rustu

<>

<
; < 3
e S ey e oS e Fp
= =— R e xpoorienti=si
= e
=
> —

3




Specificka riustovd rychlost

dX/dt = €asovy prirustek na jednotku biomasy

dX/dt=pux X

X = mnozstvi narostlé biomasy (poc€et bunék, OD, susina)
M = specificka rastova rychlost

M = (InX-InX)/t

Odvozené vztahy, pokud pracujeme s pocty bunéek

M=0,693 xR, y=0,693/G
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Maximalni rdstova rychlost

Odrazi skutecnost, ze hodnota specificke

rychlosti rastu (p) je v exponencialni fazi zavisla
na koncentraci substratu.

M=Mdm X [S/(Kg + S)]

MM = maximalni rastova rychlost
S = koncentrace substratu (esencialni ziviny)
K = saturacni konstanta

Stanoveni ym se vyuziva pri studiu vyzivové
hodnoty riznych substratu
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Maximalni rastova rychlost Il

Koncentrace substratu

Saturacni konstanta K. odpovida koncentraci
substratu, pro niz specificka rustova rychlost
odpovida polovicni hodnoté pm. s



Odchylky od normadini ridstové krivky

Setkavame se s nimi pri

stacionarni kultivaci
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Mnohondsobna logaritmicka faze

> Neékolik na sebe navazujicich !
exponencialnich fazi s riznymi
hodnotami rychlosti deleni

» Vycerpani jedné ziviny a
prechod na jiny substrat

» Napr. kultivace E. coli za
suboptimalnich koncentraci
CO, - umoznuje vznik
karboxylovanych metabolita,
které maji povahu zasobnich
latek

Rosypal et al. 1981: Obecna bakteriologie
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>

>

Dvojita rustova krivka (diauxie)

Ukonceni exponencialni faze
ristu a zahajeni dalsi faze lagu

V prostredi, které obsahuje
smes latek jako zdroj uhliku —
nejprve vyuziti jedné latky, pak
teprve druhé, jejiz vyuziti bylo
tou prvni inhibovano

Napr. kultivace E. coli za
podminek tzv. glukézového
efektu

Wyulivany ]

Rosypal et al. 1981: Obecna bakteriologie
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Priklad

1) Jaka je generacni doba fermentované kultury
E. coli, jestlize v case T1 bylo mnozstvi bakterii
5 x 10%ml a po 2 hodinach (v €ase T2) toto
mnozstvi Cinilo 103/ml.

2) Z vySe uvedenych parametru urcete rychlost
deleni bakterialni kultury
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Reseni

Generacni doba G
=log2 x [(T,-T,)/(logN, — logN,)]

0g2 X
0g2 X
0g2 X

120/(log108-log5x10°©)]
120/(8-6,7)]

120/1,3]

= 28 minut

Rychlost déleni R
=1/G

= 1/28 = 0,036 ... poCet rozdéleni bunky za minutu
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Méreni a regulace pribéhu procesu

Fyzikalni
> teplota, tlak pary, vody a stlacenéeho vzduchu,

prikon, tvorba a mnozstvi pény, prutok plynu a
kapalin

Fyzikalne chemicke

» PH, redox potencial, mnozstvi rozpustéeného kysliku,
chemické cCinitele (koncentrace stimulatoru a
inhibitoru rustu nebo tvorby produkti - C, N, P, S,
Mg, K, Na , Fe, regulatory rustu, prekursory...,
méreni koncentrace NH**, Mg?*, Na*, Ca?* PO,3 atd.
specifickymi elektrodami)
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Kontinualni kultivace

Chemostat

» Regulace zavisi na zméné koncentrace esencialniho
substratu, ostatni ziviny jsou v nadbytku

» Zménou rychlosti prutoku média se méni koncentrace
esencialniho substratu a tim i rychlost mnozeni bunék

Turbidostat

> Regulaénim cCinitelem je rychlost mnozeni bunék

Ny

» Jakmile dosahne hustota bunek dané koncentrace, zvysi
se prutok média — tim ubyde bunék vyplavenim

> Pokles hustoty znamena zpomaleni pritoku
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Specifickd rdstovd rychlost/rychlost
zredovaci

» Za ustaleného stavu se pri kontinualni kultivaci
specificka rychlost (p) rovna tzv. rychlosti zred'ovaci D

D=F/V
F = rychlost prutoku prostredi, V = objem

» Je-li u < D, pak se utvori novy ustaleny stav (vice
substratu, méne buneéek) a to az do hodnoty p, ., <D,
kdy dojde k vyplaveni bunék z bioreaktoru

> Je-li p > D, pak se vytvori novy ustaleny stav (méné
substratu vede ke snizeni specifické rustové
rychlosti

81



Vlastnost kontinualniho spocivajici ve
vyrovnani hodnot specifické rustové
rychlosti a redici rychlosti oznacujeme jako
samoregulacni schopnost systému




Synchronizace mnozeni bunek

Princip

> ROzna vyvojova faze bunék = déleni neprobiha souc¢asné =
nehomogenni kultura

» Synchronizace = zastaveni déleni, ale ponechani schopnosti
rist

Navozeni

> Nejcastéji chladovym Sokem

» Naraz hladovénim

> Inokulace bunkami stejné velikosti ziskané filtraci nebo
centrifugaci

Vyznam

» Homogenni kultura = fyziologickym vilastnostem jedné bunky
odpovida cela populace
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Biotechnologicky kamen mudrci

Standardni pojeti

1) Umi preménovat
materialy

2) Umi vyrabét zlato

3) Prinasi vecné mladi

Pojeti biotechnologa

1) Umi premeénovat
materialy

2) Vyrabi penize

3) Radost z prace, ze zivota
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Zadani

» Méjme k dispozici 30ml 12 hodinové kultury
Escherichia coli v Erlenmeyerove bance. Aproximujme
a tvrdme, ze se jedna o kulturu v exponencialni fazi
ristu o koncentraci asi 5 x 10® bunék/ml, a Ze se
mnozstvi bunék zdvojnasobi kazdych 20 minut.

» Ptejme se na mnozstvi bunék, které vzniknou, pokud
nechame kulturu dale rust v optimalnich podminkach
po dobu 12 hodin.
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Co se stane za 12 hodin?

» Kazdou hodinu se bunky rozdéli 3x, tedy za 12 hodin
celkem 236x (asi 7 x 109 narust)

» Mnoistvi bunék za 12 hodin bude tedy 23® x 5 x
103/ml, tedy asi 3,4 x 101° bunék/ml

To si ale neumim predstavit J

podivat jinak

V7
“““““
7

{Zkus se nato tedy
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Co se stane za 12 hodin?

» Zachovejme koncentraci bunék, ale mérnme objem
» Objem kultury se bude zdvojndsobovat kazdych 20 minut

» Za 12 hodin vzroste objem nasi kultury ze 30 ml na 236x
30 x 1073 litr(h = asi 2,06 x 10° litrd kultury
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Srovnani

Za 12 hodin mame 2,06 x 10° litrG kultury

Mnozstvi vytézené ropy denné v roce 2020 bylo kolem 100
milionu barelt denné

» 1 US barel je 0,159 m3 = 159 litrd

» Denné se v roce 2011 vytézilo asi 1,59 x 1010 litr ropy

CoZ znamena, Ze za 12 hodin rustu nase mala kultura
za optimalnich podminek vzroste na objem néco malo
pres 10% denniho objemu tézené ropy!
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A nechme ji rast jesté hodinu

Kdybychom kulturu nechali rust jen o hodinu déle, tedy
13 hodin, pak by objem vzrostl na 23°x 30 x 103 litr(l =
asi 1,65 x 10'° litrd kultury, coz denni tézbu ropy

pohodIné pokryje

90



Shrnuti prednasky

1) Pojem biotechnologicky proces a jeho
fazovani

2) Suroviny pro fermentaci

3) Procesy sterilizace

4) Bioreaktory a fermentory

5) Procesy kultivace, rustové parametry
bunécnych kultur

6) Biotechnologicky kamen mudrcu
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