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Abstrakt

Tato prace shrnuje zékladni poznatky o kultivaci sav¢ich tkanovych kultur. Tyto
poznatky jsou nésledné vyuzity pro navrh kultiva¢niho systému a jeho fyzickou realizaci.
Piitom si davam za cil vyuzit jiné nez standardné uzivané technologie v kultivacich. Cilem je
pIn¢€ autonomni kultiva¢ni komora, ktera nepotiebuje drzbu ¢lovéka minimalné 30 dni, a
pritom se vejde na bézny pracovni stiil. Dalsim pozadavkem je, aby mohla byt umisténa i
V bézném nesterilnim prostedi. Hotovy pfistroj demonstruje udrzovani zakladnich
kultivaénich parametri a je od samého zac¢atku navrzen a zkonstruovan tak, aby byl plné
funkc¢ni. Avsak pro realnou kultivaci zde chybi autoklavovatelna sklenéné krytka kultivacni
nadoby, jejiz realizace byla pro soutéz pfili$ finanéné nakladna. Pro demonstraci zakladnich
kultiva¢nich funkci je zde nahrazena krytkou plastovou.
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Uvod

Vypocetni technika prosla béhem poslednich nékolika desitek let bouflivym rozvojem,
stejné tak 1 jiné technické obory, zejména pak informatika, kde pocitace ¢lovéka predci
mnohonasobn¢. Nasi nejpokrocilejsi védou musi byt bezpochyby matematika a teoreticka
fyzika, které si drzi naskok oproti ostatnim oboriim tak 100 let. Jejich schopnost piedvidat je
vzdy mnohem dal nez samotna realizace v dané dobé. Kdybych to mél porovnat
s biologickymi, zejména pak bunécnymi a molekularné biologickymi obory, nenachazim zde
mnoho situaci, kde by teorie predbéhla praxi. Biologicka technika stoji na par, dnes jiz
zastaralych technologiich. Nové inovace samoziejme existuji, ale nejsou piilis dostupné.
Samotna realizace experimentalniho badani mize byt draha a zdlouhava, navic v biologii je
snad vice nez v jiném oboru potiebnd zpétna vazba ve formé méteni, ziskdvani empirickych
dat a vysledki experimentl. Tento cely proces pomérné zasadné brzdi vyvoj v oblasti
biologie. Reseni nalézam v usnadnéni diléi védecké prace, ktera nesouvisi nijak s vyzkumem,
ale pro jeho realizaci je zasadni. A proto jsem se rozhodl napsat praci o usnadnéni kultivace
bunék in vitro. VEfim, ze pravé kultivace buné€k je zasadni pro dalsi rozvoj studia obort jako
je genové inzenyrstvi, onkologie, toxikologie, farmacie, nano-studia, a mnoho dalSich obort,
ve kterych jde o dlouhodoby vyzkum kultur bunék. Navic usnadnéni kultivace mize mit
uplatnéni i ve vyuce a v celé skale dalSich obort

Ma prace ma tfi hlavni Casti:
1. Snazim se analyzovat obecné kultivaéni pozadavky a pievést je na technické prostredky.

2. Navrhnout vlastni koncepci kultiva¢niho zafizeni, které by mélo usnadnit védeckou
¢innost. To znamen4 zafizeni, které umozni: autonomni fizeni vyménovani zivin a udrzovani
zivotnich funkci veetné sterility, zaroven vSak splni i nasledujici parametry: minimalni
rozmeéry, levna sériova vyroba a prodej, rozsifitelny systém pro bezstarostné aplikace

V riiznych procesech.

3. Vlastni realizace realného zatizeni jako prototyp a jeho zprovoznéni.

V zavéru tvodu bych chtél zdlraznit, Ze je pravdou, Ze v rdmci experimentl vznikaji

vvvvvv

neurontl. Ale zasadnim problémem téchto projekti je, Ze nejsou prili§ univerzalni a dostupné.



3 Prostredi pro kultivaci

3.1 Typy kultur

Kultivaci se v mikrobiologii a buné¢né biologii rozumi cilené udrzovani zivotnich
(kultivaénich) podminek urc¢itého organizmu, ktery jsme odebrali z jeho pfirozené¢ho
prostredi, tedy kultivace in-vitro. Kultivovat se daji prakticky vSechny biologické organizmy.
Pro riizné organizmy existuji rizné zpusoby kultivace, jiné podminky a jiné techniky.

V zasad¢ se daji kultivace rozd¢lit na:

- kultivace bakterii

- kultivace rostlin

- kultivace viru

- kultivace zivoc¢ichi

Kultivace bakterii ma asi nejveétsi vyuziti, a to jak pro védecky vyzkum nebo analyzu,
tak pro komer¢ni vyuziti v potravinatstvi (naptiklad vyroba jogurtu), ¢isténi odpadnich vod,
rozklad biomasy na skladkach odpadu, rekultivacni ¢innost. Kultivaéni podminky se zde ¢asto
velmi razantné 1isi, to ale pfirozené odpovida i tomu, Ze bakterie jsou nejpocetnéjsi a
nejrozmanitéj$i skupina organizmi na zemi. Ackoliv se da kultura pfipravit i v nesterilnich
podminkach na ,,starém pecivu®, v praxi se zpravidla vyuzivaji fermentatory a bioreaktory,
které upravuji atmosféru a hydrosféru tak, aby kultura pfeZila. Samoziejmé pii zachovani

sterility, aby nebyla kultura ohroZena.

Kultivace rostlin je obecné nejsnadnéjsi technika, i kdyz se znaéné 1isi, v zavislosti na
tom, jestli budeme kultivovat naptiklad fasu nebo rostlinu s vice strukturovanym télem.
Prakticky zde ale nehrozi tak vysoké riziko kontaminace. Provozni teplota kultury se muze
pohybovat ve velkych rozmezich a pfisun zivin nemusi byt tak ¢asty, protoze rostliny umi na
rozdil od Zivocichil fotosyntetizovat, ptisun zivin muze byt klidn€ i jednou za n¢kolik let.

Kultivace viru je zvlastni v tom, Ze se vlastné provadi takova kultivace kultury v jiné
kultufe. Viry totiz pro své pieziti potfebuji jiny hostitelsky organizmus. Takze v praxi
nechame viry, aby nakazily bunéénou kulturu ptipadné embryo.

U zivocicht se daji kultivovat buniky hmyzu a jinych bezobratlych, populace protist,
avSak prevazné se kultivuji tkang obratlovci. V moji préci se budu zabyvat vyhradné kultivaci
tkani savctl o jejich kultiva¢nich podminkach se zminim niZe.

3.2 Zivny roztok, hydrosféra, povrch kultivace

Zivné sérum, které tvoii hydrosféru, je to prvni s ¢im se kultura setkava. Jenda se tedy
0 to, v ¢em kultura plave a, nebo ¢im je zalita, pokud je pfichycena ke dnu kultiva¢ni nadoby.
Kultivaéni sérum mé zpravidla napodobit funkci extracelurarni matrix tedy mezibunécné
kapaliny. SloZeni kultiva¢niho séra se vétSinou podoba krevni plazmé, ze které se také vyrabi
a to tak, ze se z ni odseparuji nezadouci slozky jako jsou hormony, krvinky a proteiny pro
srazeni krve. Tudiz kultivacni sérum je tvofeno: vodou, a Zivinami ve formé malych molekul
tj. cukry, tuky, soli atd. Navic se kultiva¢ni sérum obohacuje o antibiotika vétSinou penicilin
nebo streptomycin, dale o rastové faktory a indikacni latky, kterymi jsou naptiklad barviva
pro indikaci vy€erpani Zivin.



Zameérne jsem do nazvu uvedl hydrosféra, protoze kultivacni sérum neplni pouze roli
vyzivného faktoru, ale také média pro pfenos pozadovaného tepla k buitkam. Kultivovana
tkan nema zadny ob&hovy systém, ktery by zadsoboval buiiky kyslikem, proto musi médium
plnit i tuto funkci, tedy pfenos kysliku z interni atmosféry k buitkdm, aby mohly dychat.
Buiky nemohou byt v pfimém kontaktu s atmosférou. Kyslik se k buitkam dostava difuzi pres
médium, proto musi byt vrstva dostatecné tenka, aby transport probihal rychle, stejné jako
V pavodnim prosttedi.

Pii vybéru povrchu kultivace musime zohlednit, jaky typ bunék chceme kultivovat.
Naptiklad pokud se bude jednat o kultivaci krevnich bunék, pozadavky musi byt sméfovany
na volnou neptichycenou kultivaci. V ptipad¢ pevnych struktur, jakymi jsou napiiklad
fibroblasty, je tfeba kultivovat na rovném povrchu sklo, ocel, plast, s riznymi trovnémi
hladkosti / hrubosti povrchu. V nékterych ptipadech se dno vyleje tenkou vrstvou agaru.
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Obr. 1: Nadoba z kulturou v slabé vrstveé séra.

3.3 Atmosféra

Interni atmosféra ma stejny atmosféricky tlak jako nase atmosféra, ma i stejné slozeni az na
CO, ktery je zde zastoupen v 5%. Atmosféra musi byt samoziejmé sterilni. VEétSinou se
pouziva ptimo ta okolni, jen se v ni zvysi obsah CO, a vysterilizuje se. Je ptirozené, Ze se

v atmosféfe mohou nachazet skodlivé mikroorganizmy. Nejcastéji se jedna o bakterie a spory
plisni, které se obtizné€ hubi a pro své malé rozméry predstavuji nejveétsi problém. Nakazeni
virem je nepravdépodobné. V zasad¢ se v praxi atmosféra Cisti pomoci mikrobiologickych
filtri s primérem pora 0,2 um, a nebo sterilizaci pomoci UV-C zafeni o vinové délce 254 nm,
které u zivych organizmu zpusobuje vznik reaktivnich forem kysliku, dimerizaci
pirimidinovych bazi v DNA a zabrafuje tak jeji replikaci z divodu vnitinich regulacnich
mechanismi, a nebo natolik poskodi genom Ze je jejich geneticka informace irelevantni.
Atmosféra by navic méla mit takovou vlhkost, aby se neodpatrovalo kultivaéni sérum.
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Obr. 2: dimerizace DNA pievzato (http://sterilinnovations.com/technology.html)



3.4 Teplota

Teplota kultiva¢niho séra by méla byt stejna jako teplota prostiedi (organizmu ), ze kterého
kultura pochazi. Standardné se pouziva 37°C. Avsak mélo by byt mozné teplotu ménit pro
zvlastni Gcely. Dalsim pozadavkem je kontrola teploty atmosféry, aby nedochazelo

k odpatovani, kultivacniho séra a tim k jeho houstnuti.

3.5 Sterilizace

Sterilizace kultiva¢niho zafizeni se provadi pted kazdou novou kultivaci. Zalezi na
tom, jaky ma nas systém parametry a podle toho volime sterilizaci. Pro samostatnou
dezinfekci jednotlivych komponent a jejich o¢isténi od biologickych nanost pouzivame
vétsinou autoklav, ktery mikroorganismy nic¢i nasycenou vodni parou pii vysoké teploté (121
°C) a zvyseném tlaku, nebo lze pouzit chemické latky zaloZzené na smésich oxidacnich ¢inidel
jako naprtiklad latky obsahujici chlor, alkohol, aldehydy, kvartérni amoniové soli, tenzidy
apod. Pro sterilizaci prostiedi mizeme pouzit UV-C zafeni a pracovat v laminarnim boxu. Pro
sterilizaci samostatné kultivaéni nadoby/misky je nejvhodné&jsi pouzit ke sterilizaci praveé
autoklavovani, protoze kultivacni nddobu staci uzaviit vikem a vystupy opatiit filtry s pory
0,2 um, které pied autoklavem obalime do ochranného obalu, aby se filtry neposkodily. Takto
vysterilizovanou kultiva¢ni nadobu lIze pak opét zapojit do systému jako sterilni. Navic se pii
spravném sefizeni autoklavu da sterilizovat i kultivaéni médium. Je mozné téz vyuzit jiz
hotovou sterilni nadobu, ktera se pouziva jednorazove. Tém se ale v mé praci nevénuji.

Vysterilizovana nadoba opatiena filtry G¢inn¢ zabrani kontaminaci bakteriemi nebo
sporami plisni. Stale tu vSak existuje malo pravdépodobné riziko vzniku virové nakazy. Tento
problém se da vyftesit napusténim komory jedovatym plynem nebo ionizovanym vzduchem
(ozonem), ktery vznika jako vedlejsi produkt UV-C zazeni. I UV-C zafeni miizeme pouZit pro
sterilizaci a to tak, ze ¢ast nadoby bude prithledna skrze kiemenné sklo a my nechame
nadobou cirkulovat proud vzduchu.
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3.6 Separace a zaloZeni nové kultury

Pro ptipravu bunécné kultury je nejjednodussi pouzit takovou tkan, ktera
obsahuje v&tsi mnozstvi zarodeénych nebo nediferencovanych bunék (u bunék rakovinnych
takova selekce z principu neni).

Pti odebirani bunék z zivého organizmu je nejprve nutné mechanicky oddélit masu
tkani, z které chceme bunky dale kultivovat. Nasledn¢ je nutné masu rozlozit na jednotlivé
buiiky a vybrat dany druh tkané ke kultivaci. Tkan¢ se mohou rozkladat naptiklad pouzitim
enzymu trypsinu spolu s chelata¢nim ¢inidlem EDTA.

Veskera manipulace s kulturou musi probihat velmi opatrn¢, aby se nam s ni do
komory nedostala i néjaké infekce. Pracovat mtizeme napiiklad v laminarnim boxu a se
sterilnimi pomtickami. Takto budeme postupovat i pii odebirani vzorkt z kultury a pfi jejich
pfemistovani, které se provadi u rychle se mnozicich linii. Buniky by se jinak zac¢aly vrstvit a
postupn¢ odumirat.

4 Navrh kultiva¢niho systému

4.1 Pozadavky na kultiva¢ni podminky

Z predchoziho rozboru pozadavki na kultivovani vypliva, Ze je nutné zajistit
nasledujici parametry

- Konstantni teplota kultivacniho média a s ni 1 samotné kultury

- Zabréanéni odpafovani média

- Periodickd vyména kultivacniho média

- Vhodny kultivaéni povrch sklo, ocel, silikon, ¢i néjaky biopolymer
- Periodicka vymeéna kysliku v atmosféte

- UdrZovani hladiny €O, v atmosféfe na tirovni 5%

- Stala sterilita atmosféry

- Stala sterilita v kultiva¢ni komote

- Manipulovatelnost s kulturou

- Moznost analyzy kultury

4.2 Navrh kultivacniho systému

1) Za ptedpokladu, Ze bude kultivaéni komora slouzit pro opakované dlouhodobé
kultivace musi byt kultivaéni nadoba z materiald, které jsou dostate¢né odolné a Casové stalé.
Tuto vlastnost spliiuje ocel nebo sklo. Ocel se vSak zda vhodnéjsi, protoze ma lepsi tepelnou
vodivost, ktera je dulezita, pro to, aby kultura méla stalou teplotu.Velmi dulezity je i podklad,
na kterém se bude kultivovat. Pokud bude potieba kultivovat na velmi hladkém povrchu,
muzeme ke kultivaci pouzit sklenénou petriho misku, kterou do ocelové nadoby vlozime.
Obecné se mi zdala ocel univerzalnéjsi nez sklo, jednak kvili vyménitelnosti kultivacnich
povrcht a také kvili lepsi odolnosti pti manipulaci. Ocel jsem si pro konstukci vybral také
proto ze je snadnéji obrobitelnd pii vytvareni prototypu.

2) Kultura musi byt stale ohfivana na ur€itou teplotu ( 37°C ). Nékteré kultivacni
nadoby k tomuto ucelu pouzivaji lampu, ktera ale nedokdze sama hiat na pozadovanou teplotu
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a teplota se zde reguluje ztratami. J4 jsem vybral plosné tepelné téleso, které se samo dokaze
ohtat na pozadovanou teplotu a pti malych rozmérech kultiva¢ni nddoby a velkém vykonu
télesa dochazi k zanedbatelnym ztratam které, se daji dodatecné kompenzovat. Jeho
nevyhodou je nelinedrni tepelny tok, ktery je ale hysterezi ocelové komory kompenzovan.
Hlavni pfednosti tepelného télesa jsou vSak jeho minimélni rozméry, a pfitom vysoka rychlost
zmén teploty. Takze dokaze flexibilné reagovat pti zméné teplot.

3) Vyména CO, a vyména atmosféry musi probihat vzdy po urcité dob¢, kdy kultura
spotiebuje kyslik. Veskera atmosféra z komory se vysaje a zaroven se nasaje nova, nasledné
se musi pridat CO, aby ho v atmosféte byla uroven 5%. Vysledna atmosféra nesmi z komory
unikat, aby se neménila uroven C0O,. Za timto u¢elem mtizeme pouzit elektronické ventily, Ja
se vSak rozhodl odd¢lit atmosféru komory vodni bariérou v podobé probublavacky, do které
je dovnitt i ven vzduch vhanén vzduchovou pumpou. CO, do ni také zavadim, ale
elektronickym ventilem z C0O, bomby. Probublavacka ma tu vyhodu, Ze se ve vodé zachycuji
nebezpecné mikroorganizmy a mikroskopicky prach, kterym by se systém po Case zanaSel.
Navic pokud budu probublavacky z ktemenného skla, miizeme je ozatfovat UV-C zéfenim,
¢imz hrozbu kontaminace jest¢ minimalizujeme.

4) Jak jiz bylo na zac¢atku zminéno kultivacni komora by méla pracovat pokud mozno
co nejvice autonomné. Proto 1 vyména séra by méla byt autonomni. Zpravidla se sérum
vyménuje po n€kolika dnech. Piesny Cas nelze pfedem odhadnout kvili rozdilnym nérokiim
ruznych kultur. Proto by méla Komora mit nastavitelné¢ ddvkovani za urcitou periodu. V
Iékaistvi se k takovymto éelim pouzivaji injekéni pumpy, které mohou byt libovolné
programovany. Tuto moznost jsem pouzil i j4, protoze je to snadnd a pfesna metoda vymény
séra. Pouzil jsem dvé pumpy jednu pro odsavani spotiebovaného séra a druhou pumpu pro
davkovani nového séra. Vyhodou je i to, Ze injekce jsou snadno vymeénitelna komponenta. Z
jedné injekce o objemu 50ml mize byt primérna kultura vyzivovana az 20 dni.

5) sterilizace doplnéného CO, a vyménéné atmosféry probiha prichodem pies
probublavacku a ozatovanim UV-C zafenim. Ve velkych kultivaénich zafizenich se interni
atmosféra bézn¢ precistuje pres UV-C svétlo. Tento systém jsem zde také zaclenil, ve formé
kfemennych trubic s ventilatorem, kterym proudi vzduch interni atmosféry. Hlavnim zdrojem
sterility uvnitf kultivaéni nadoby by mély byt filtry o velikosti port 0,2 um. Ty se daji zapojit
na vstupni i vystupni hadice pro vyménu interni atmosféry i na vstup a vystup injek¢énich
pump, v kombinaci s autoklavovanim vznikne uvnitf sterilni prostfedi, do kterého se mohou
dostat jen organizmy s velikosti pod 0,2 um se kterymi by si m¢lo poradit UV-C svétlo.

6) Rizeni by se mélo skladat ze étyf samostatnych podprogramal.

a) Podprogram pro ovladani injekénich pump, ktery my mél pracovat jako periodicky
spoustéc. To znamenad, ze napiiklad podprogram zkontroluje, jestli uz ub¢hla perioda vymény
séra. Pokud ano spusti se série instrukci, které budou po né&jakou dobu ovladat motory pump a
vyméni sérum. Na zaver se vynuluje casovani pro nové méieni ¢asu. V opaéném piipade se
bude pokracovat v ¢asovani. Zvlastni vyjimkou jsou koncové polohy pump, ve kterych se
musi dat znameni ¢lovéku, Ze ma vyménit sérum a vratit pumpy do vychozich poloh.

b) Podprogram pro fizeni teploty, musi pracovat neustale, a hlidat nastavenou hodnotu
teploty. Pokud se teplota kultiva¢ni nadoby zméni, napiiklad disledkem zmény teploty
V mistnosti, ve které mame kultivacni zafizeni, musi na to programovy regulator reagovat.
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c¢) Podprogram pro fizeni Atmosféry je také periodicky. Kdyz uplyne néjaka doba pro vyménu
kysliku v atmosfére, celd interni atmosféra se vysaje ven a zaroven se nasaje z vnéjsku nova.
Poté se musi doplnit CO, , to je vhodné dopliiovat po malych davkach a vzdy interni
atmosféru rozdmychat zminénym ventildtorem, protoze senzory na detekci plyni jsou
vétSinou pomalé a reaguji S nékolikaminutovym zpozdénim. Tento program tedy musi ovladat
vzduchové pumpy, CO, ventil, a navic ventilator a UV-C zafic¢ pro sterilizaci vzduchu.
Ventilator a UV-C zafi€¢ by mél mit navic 1 sviyj vlastni maly podprogram pro
prabézné Cisténi
d) Cely kultiva¢ni systém by m¢l mit nakonec tyto podprogramy implementované do
intuitivniho ovladani pies ovladaci panel zafizeni a pies osobni pocitac.

5 Prakticka realizace konkrétniho zarizeni

5.1 ReSeni kultivaéniho systému

__-8.

Obr. 5: feSeni transportu latek + nezbytna koncové elektronika a senzory.
1. plynova bomba s CO,

2. elektronicky ventil s CO,
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3. vstupni filtr proti prachu pro vyménu atmosféry
4. vzduchova pumpa

5. vstupni probublavac se vstupem pro novou atmosféru a CO,. Také plni funkce jako okruh
na ¢isténi vzduchu ktery pokracovani ke kultivaéni nadobé

6. vystupni probublévac
7. ventilator pro rozdmychani vzduchu pro urychleni senzort na CO,
8. Kfemenna trubice uréena pro prubéznou sterilizaci ozafovanim atmosféry

9. Kfemenna trubice urcena pro pribéznou sterilizaci ozafovanim atmosféry + analyza
senzory na CO,, teploty, a vlihkosti vzduchu

10. Senzor detekujici CO,

11. Senzor vlhkost vzduchu a teplotu atmosféry

12. Vstupni injekéni pumpa

13. Vystupni injekéni pumpa

14. Filtry na separaci ¢astic vétSich nez 0,2um

15. Injekéni filtry na separaci ¢astic vétSich nez 0,2um
16. Senzor Teploty kultiva¢ni nadoby. Tip ,,TMP36GZ*
17. Keramické topné téleso pro ohtev kultury

18. Kultiva¢ni nadoba s chirurgické oceli a odnimatelnym vikem.
19. Kultura v Petriho misce

20. Vyjmutelné kapilary (injekce)

21. Vystup pouzité atmosfeéry

Ctyfi kiemenné trubice z obrazku 5 budou umistény dohromady, uvniti izolované
komory, spolu se zdrojem UV-C zafeni, ktery je bude ozafovat. Izolované musi byt proto, Ze
UV-C zafeni je velmi Skodlivé pro lidské oko a pokozku. Budou tvofit samostatny systém
filtru. Kazda kfemenna trubice je feSena tak, Ze se sklada ze sklenéné trubice, jez je uzaviena
silikonovymi $punty. Kazdy Spunt ma riizny pocet vystupti a vstupti, jez jsou napojitelné na
silikonové hadice. Ze Spuntd (8 a 9 viz obrazek ¢.5) jsou navic vyvedeny napajeci a datové
vodice ze senzorl a ventilatorti. Jsou lepené opét silikonem.
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Obr. 6: Detailni pohled na kiemennou trubici (bod 6 na obrazku 5), ktera plni funkci
probublavéavacky. Princip je takovy, Ze se ¢astice ze vzduchu zachyti ve vodé a UV-C
zlikviduje piipadné mikroorganizmy.

Obr. 7: Detailni pohled na kifemennou trubici ( bod 6 na obrazku 5 ) ktera plni dvoji
funkci sterilizatoru a senzoru CO,,teploty a vlhkosti atmosféry.

Dalsi ¢asti bude ocelova komora pro samotnou kultivaci spolu se ¢tyfmi filtry, topnym
télesem a tepelnym senzorem. Musi byt v samostatném pouzdie které bude omezovat tepelné
ztraty do okoli a tim zlepSovat regulaci. Komora musi byt i s filtry vyjmutelna, aby se dala
autoklavovat. Pouzité materialy, proto musi odolavat teplotam az 200°C. Vhodnymi materialy
jsou tedy: silikon, tvrzené sklo, ocel a filtry, které jsou od vyrobce garantovany jako
autoklavovatelné.

Obr. 8: a) Kultiva¢ni nadoba s topnym télesem. Pohled zespoda b) Tepelny a
konstrukcni obal kultivaéni nadoby. Material konstukce PLA, 3D tisk.

Posledni samostatny systém tvoii injekéni pumpy. Kazdé pumpa se sklada z injekéni
50ml strikacky, jez je umisténa do plastové konstrukce ( material PLA ), ktera je pfipevnéna
na plexisklové desce. Kazda pumpa je pohanéna krokovym motorem
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(obchodni nazev: NEMAL7). Hiidel injekce se pohybuje pomoci kovovych os, jez jsou
tlacené Sroubovym pfevodem od motoru.

Obr. 10: Injekéni pumpa, pod modrym blokem vlevo je schovany krokovy motor.

5.2 Elektronicka ¢ast systému
Veskeru pouzitou elektroniku bych mohl rozdé€lit do dvou samostatnych ¢asti

- Ridici a senzorova ¢ast.
- Zdrojové a spinaci ¢ast.
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5.2.1 Ridici a senzorova c¢ast

Jedna se o ¢ast, kterd ma za kol zprostfedkovat namétena data ze senzora a
ovladacich prvki jako je kldvesnice nebo propojeni s osobnim pocitaCem a na zakladné téchto
dat tidit kultivacni komoru v podob¢ spinani regulacnich podprogramii a vyslednych
informaci v podob¢ zobrazeni na display a odeslanych dat do osobniho pocitace.

+ 5v

2K2 2K2 2K2 2K2 2K2
senzor vihkosti a
senzor teploty teploty atmosfery senzor CO2
temp
36 GZ
. and DHT-11 MQ-135 s1 s a3 sS4 35
+ gnd + gnd
data
4k7 data
data
gnd
Spinaci Tranzistory
UsB Vstupy ——-C_) topné t&leso PWM
komunikace F—— vzdugné pumpy
= data+ ——COuv-c zaiig
. e . F——C ventilator
F—— ventil cO2
Arduino MEGA 2586 Vystupy Owust
O MS2 | pumpa
I ———-sTER| 1
QDR
USB1 usB2
O ms1
O Ms2 | pumpa
p ———-—OsTER| 2
gasowy____ modul o0 12C zbérnice |———CDIR
—.
sda
] o slc
hd
X XX)

Vec Gnd Sda Sle

DISPLAY

Obr. 11: Zapojeni fizeni a senzorové ¢asti S pozitym mikropocitate Arduino. Mizeme
zde vidét jednodeskovou klavesnici, ktera je tvofena péti tlacitky v kombinaci z pull-up
odpory, dale 2x USB s rozdilnymi konektory napajené na spole¢né desce, modry LCD display
20x4 znakt, casovy modul pro i2¢ sbérnici, 3 senzory temp 36gz, které jsou umistény u
topného télesa v obvodu regulatoru, a senzory DHT-11 a MQ-135 které jsou umisténé v jedné
Z kfemennych trubic pro analyzu atmosféry. Posledni ¢ast tvoii volné konektorové vystupy,
které spinaji koncové spotiebice a vystupy pro ovladani injekénich pump. Zapojeni neni
koncipovano na jedné desce nybrz na né€kolika deskéach propojenych po celém zatizeni.
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5.2.2 Zdrojova a spinaci ¢ast

Je tvotena n¢kolika zdroji riznych napéti, které vedu do tranzistorovych spinacich
obvodu, které vedou ke koncovym spotiebi¢im. Ve je fizeno mikropocitatem Arduino. Je
zde také zapojena ochrana v podobé¢ pojistek. Dale 2x spinaC prvni ON/OFF zatizeni, druhy
ON/OFF elektronického ptedfadniku. Spina¢ tam je z divodu zabezpecéeni pii udrzbé UV-C
zativky, kterd je normalné schovana a izoluje ¢lovéka od UV zafeni.

napajeni desky

tranzistorovych
spinaéu
uv-c . T
ON/OFF Tardumo zpinani
+ vstup + vystup
® zdroj tranzistorovy
® 12v spinac
'—O_
- vstup -vystup
2 Tarduino zpinani
1 -
+ vstup + vystup ~ .
11— ' & L 4 zdroj tranzistorovy hd Odporové
elektronicky 24v spinaé PWM topné
P [ O teleso
predradnik - vstup _vystup ~
-9
. on/off
pojistky arduino zpinani
——1 -]
: + vsty + vystu
zdroj ®*—| Zdror P _ —* vystup O solenoid
220V AC ~v| Ac/pc d tranzistorovy ventilu
220V / 24V ® 12v spinaé -~ co2
I ] - - vstup Y ~ pro
L1 -vystup
Tarduino zpinani
+ vstup + vystup
*—] zdroj tranzistorovy
5v spinaé
[ P -
- vstup -vystup
napajeni "0
fidicich obvodu +O arduino zpinani vzduchova
+ vstup + vystup pumpa
*— zdroj tranzistorovy
6v spinaé
L ¢ - vstup
zdroj O+ L L.
10v napajeni injekénich pump

Obr. 12: Zdrojova ¢ast zatizeni. Je zde za€lenéno vice zdroji napéti, protoze zatizeni
ma vice koncovych spotiebict s riznymi napajecimi poZadavky.
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Obr. 13: Spinaci tranzistory zapojeni je na jedné desce vlevo jsou 3x vykonové spinace
(max 130W) pro ventil na CO,, vzdusné pumpy, a PWM topné téleso nalevo spinace pro maly
vykon jako jsou ventilator a relé.

Obr. 14: DPS deska tranzistorovych spinact
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napajeci konektor 220v AC

i) iy | * * zdroj 24 v
napajeci

konektor

spinaci rele

| ov | |10v |
5V

* pojisthky

zdroj 24v

Deska s 5 spinacimy tranzistory
12v 2x spinace s bipolarnimy tranzistory
3x vykonové PWM mosfet

. — elektronicky prediadnik

Obr. 15: prostorové uspofadani zdrojii a spinact z obrazku 12

Casti oznagené ,,* jsou vlastni vyroby, ostatni jsou kupované zdroje. Hlavni zdroj, ktery
prevadi sitové napéti na 24V DC, vykon 150W. Ostatni zdroje z né€j napéti jiz pouze snizuji.
5x spinany zdroj s integrovanym obvodem LM2596 a uplné v vpravo je stabilizator napéti na
24V, elektronicky ptediadnik pro zativku je také kupovany.

5.2.3 Injekéni pumpy.

Pro pohéanéni injek¢nich pump mechanickou energii jsem si vybral krokové motory ,,nemal 7%
pro jejich levnou cenu a dostacujici tah. Standardné se k nim dodéava i fadic se zesilovacem
integrovany na jedné desce pod oznacenim ,,EASYDRIVER® tento fadi¢ se ovlada ¢tyfmi
ptivody (bity) od mikropocitace.

- MSI1, MS2 binarni kombinaci bitl na téchto vstupech se zajist'uje sila tahu krokového
motoru, viz nasledujici tabulka:

MS1 | MS2 | Tah motoru
0 0 1/8

0 1 1/4

1 0 1/2

1 1 1

- DIR urcuje smér otac¢eni motoru (1=vlevo), (O=vpravo).
- STEP pii kazdém pteklopeni vstupu tohoto bitu se motor pohne o elementarni krok
ktery je urcen tabulkou.

( ™

KROKOVY MOTOR
NEMA17

EASY DRIVER

Obr. 16: Krokovy motor nema 17 zapojeny na Easy Driver

18



5.3 Konstrukéni ¢ast systému

Pti konstrukci byly pouzity plastové PLA dily z 3D tiskarny, které jsou v konstrukci
dominantni. Tvoii vSechny funkéni konstrukéni soucastky (naptiklad konstrukce injekénich
pump). Déle je vyuzivam jako spojovaci dily pro plexisklové desky, které nesou celou
konstrukci a integruji ji do uzavieného systému. Dily k sob& spojuji kovovymi L-profily,
Srouby a maticemi.

Napajeci a spinaci éast ——

cast pro filtraci
interni atmosféry

injek€éni pumpy
kultivaéni nadoba
\

fidici ¢ast a
ovladaci panel

Obr. 17: konstrukce komory rozmisténi funkénich ¢asti. Vlevo schéma, vpravo realny snimek
oteviené komory.

panel5.ipt

N &

~

injekcni pumpa2.ipt | | injekeni pumpa 3.ipt | | predek2.ipt | | injekcni pumpa.ipt | | predek.ipt

J

nozicky2.ipt drzaky.ipt i kritka trubice.ipt | | nozicky3.ipt L nozicky.ipt |

Obr. 18: ukazka ne€kolika soucastek z 3D tiskarny pouzitych v konstukci.
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Obr. 19: Ukazka uchyceni kiemennych trubic v konstrukci z 3D tiskarny. Konstrukce
se konkrétné sklada z péti samostatné vytisknutych dila.

[ Kultivaéni oblast [

1
! topné téleso !

Obr. 20: Kultiva¢ni nadoba vysoustruzena z chirurgické oceli, po stranach diry na Srouby.
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Vyroba ptedniho panelu probihala tak, ze jsem si pfipravil ¢iré plexisklo do kterého
jsem vyvrtal diry, ke kterym jsem pak nasrouboval jednotlivé komponenty panelu (kldvesnice
display, USB, spinace, Micro SD) a nasledné jsem Srouby zakryl plastovou konstrukci z 3D
tiskarny. Navrch jsem jesté nalepil foliovou nalepku pro piekryti panelu pro zlepSeni designu.

360,00

== [ ]

100 0

89,00

Obr. 21: plastovy ptedni panel.

Obr. 22: Foliova nalepka panelu.

5.4 Rizeni a komunikace

Pro tizeni celého systému jsem si vybral platformu Arduino. Jednd se o miniaturni 8
bitovy pocitac. Konkrétné jsem pouzil tip ,,Arduino Mega 2586, protoze ma velky pocet
vstupnich a vystupnich pini a velkou programovatelnou pamét’. Nastavovani kultiva¢nich
hodnot se dé4 délat bud’ pomoci kldvesnice nebo ptimo z programatoru pres pocitac.
Vizualizaci dat Ize zajistit tak, Ze méfené hodnoty odesleme do osobniho pocitac¢e pomoci
instrukce ,,println® odkud je mizeme ¢ist a vizualizovat bud’ pomoci n¢jakého tabulkového
procesoru, napiiklad excel nebo néjakého jiného programového feseni napf. matlab.
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6  DalSi pokracovani prace

Z nové€ nabytymi védomostmi vidim jako dal§i mozné pokra¢ovani své prace navrh
nové koncepce, kterd by opravdu poskytovala mnou navrzené parametry jako je minimalni
velikost ( naptiklad 15x15x7cm,) plné autonomni chod, dalsi libovolna rozsititelnost jako
zapojeni Vice samostatnych kultivacnich komor do vétSiho systému, nebo rozsiteni o dalsi
zatizeni, napiiklad pro analyzu, komunikaci s bufikami nebo pouziti kultury pro syntetizovani
ur¢ité latky napiiklad né&jakého 1éku atd. Navrh by mél odpovidat standardiim z koncepce
industry 4.0, kde je kazda podjednotka vétsiho systému samostatny ,,agent*.

Koncepce by méla odpovidat spise uzaviené petriho misce s elektronikou po stranach
nez kultiva¢nimu boxu nebo fermentatoru.

Takovyto napad bych si uz dovolil nabidnout jako startupovy projekt investorovi.

Obr. 21: Mozny vzhled kultivatoru ,,inteligentni Petriho miska®.

22



7 Zaveér

Tato prace pro mé& byla velmi pfinosné po strance nové nabytych zkuSenosti
z n¢kolika odvétvi jako je strojnictvi, elektrotechnika, biologie a programovani. Mnou
sestrojena kultiva¢ni komora je plné funkéni po strance regulace kultivaénich parametru, ale
abych mohl opravdu kultivovat Zivé buiiky, musel bych si jesté nechat na zakazku vyrobit
sklenéné autoklavovatelné viko ke kultiva¢ni nadobé&. Pro prezenci pouzivam pouze z viko
z plastu.

Obr. 22: Hotova kultivacni komora bez Vika kultiva¢ni nadoby a propojovacich hadic¢ek pro
lepsi pohled.
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