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Anotace
Certifikovana metodika

Autoii:
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Licbinsky, Ing. Robert Rika, Ing. Jana Pospichalova, Blanka SebestovayBa/éntrubova

Nazev:
Indikace zn&isteni Zivotniho progedi @istrojem na principu biosenzoru

Abstrakt:
Znegistovani zivotniho prosedi dosahuje v séasné dobtakove Urovn, Ze systematicka

selektivni kontrola zr@St'ujicich latek je térr nemozna. Na druhé stiaje nutné v souladu
s udrzitelnym rozvojem zajistit dostate kvalitni Zivotni prostedi pro budouci generace. To
je spojeno s pravidelnou kontrolou environmentdinglozek, ktera je v soasné dob
realizovana klasickymi analytickymi metodami a yedoxicity. Posouzeni, zda Zivotni
prostedi na witém mis¢, mize redstavovat riziko pro Zivé organismy, klasickymitagami
je caso¢ a finartn¢ narané. Nezbytnost rychlé a levné kontroly vede k viroiplogickych
testi, které jsou schopné detekovat i nezndmé latkychigjspolénym rysem je réeni
toxického pisobeni na organismyReSenim mZe byt aplikace biosenzgr které mohou
vyrazre zjednodusit iéfeni. Hlavni vyhoda spiva v gredvybeéru vzorka, které budou poslany
na drahé &aso¥ narané certifikované analyzy. To vyznannedukuje naklady a&as nutny
pro ziskani informaci stejné kvality jako klasickéreni.

Proto byl vramci reSeni projektu TA02030179 ,Integrovany systém skédo
kontaminace Zzivotniho prasdi dopravou“ vyvinut fistroj na principu biosenzoru AlgaTox
indikujiciho zagz Zivotniho prosedi Skodlivinami, ktery rize podstat zjednodusit postup
hodnoceni vlivu na Zivé organismy. Jeho vyhodayghla odezva na #&ieneé veléiny (nékolik
hodin) @i zachovani stejné vypovidajici schopnosti jakcsikleé laboratorni postupy.éBne
pouZivany test hodnotici inhibicistu sladkovodnich zelenydlas definovany normoGSN
EN ISO 8692 totiz trva 72 hodin (v metodice popewy postup ¥adu reékolika hodin) a
neexistuje k 8mu Zadné specializovanéigtrojove vybaveni.

Metodika je koncipovana jako detailni popis apl&agistroje AlgaTox vyvinutého
v ramci vySe zmigného projektu a obsahuje Uvod do problematiky hodnb zneéisteni
Zivotniho prosiedi s vyuzitim fistroja na zaklad biosenzoru &. srovnani novosti postupu
s dosud publikovanymi informacemi, popissproje, princip ndeni, postup r¥eni a podstatna
cast je ¥novana vyhodnoceni vyslellk
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Environmental pollution currently reaches up suslel that systematic selective control of
polluting compounds is almost not possible. Onadbwetrary, it is necessary to ensure sufficient
guality of the environment for future generationsaccordance with sustainable development.
This is associated with regular control of envir@mtal components currently implemented by
using classical analytical methods and toxicitytdesAssessment of possible risks of the
environment on some locality for living organismasso time consuming and costly. Necessity of
cheap and quick control in these conditions leadfi¢ development of biological tests that are
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of risks for living organisms. Its main advantagejuick response to measured quantity (several
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Predmluva

Znegistovani zivotniho prosedi dosahuje v séasné dobtakové Urovs, Ze systematicka
selektivni kontrola zn@stujicich latek je tér¥ nemoZzna. Na druhé stkafe nutné v souladu
s udrzitelnym rozvojem zajistit dostate kvalitni Zivotni prosiedi pro budouci generace. To je
spojeno s pravidelnou kontrolou environmentalnioiek, ktera je v saiasné dob realizovana
klasickymi analytickymi metodami a testy toxicityjaboratornich podminkach. Posouzeni, zda
Zivotni prostedi na witém misg, mize pedstavovat riziko pro Zivé organismy, klasickymi
metodami jeasow a finartné narané.

Nezbytnost rychlé a levné kontroly vede k vyvojplbgickych tesi, které jsou schopné
detekovat i nezndmé latky a jejichz sgolem rysem je réeni toxického fisobeni na
organismy.Redenim mZe byt aplikace biosenzigrkteré mohou vyraznzjednodusit nsteni.
Hlavni vyhoda sp&iva v geedvykeru vzorka, které budou poslany na drah&asow narané
certifikované analyzy. To vyznardinmedukuje naklady das nutny pro ziskani informaci stejné
kvality jako klasicka mireni. Pra¥ za timto delem vznikla tato metodika umidjici rychlé a
levné stanoveni toxicity na zakkaohterakce vzorku gasami. Metodika byla zpracovana v ramci
feSeni projektu TA02030179podporovaného Technologigigenturoleské republiky.
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1 Cil metodiky

Cilem metodiky je zjednoduSeni a zrychleni prodesinoceni kvality Zivotniho prasdi,
véetne ekonomického zefektiwmi celého procesu. Aplikacefigtroje pro rdieni toxicity
pomocitas (Algae Toxicity meter — AlgaTox) ve smyslu t@tedkladané metodiky umozni
rychlejSi indikaci zatze zZivotniho prosedi v podob predvylkEru potenciald nebezpénych
vzorka, kterym je nutné naslednvénovat zvySenou pozornost v podolrealizace
standardnich ekotoxikologickych tésa chemickych analyz. Nespornou vyhodou biosenzoru
je hodnoceni celkového vlivu sledovaného vzorkwivg organismus. Aplikaceifstroje a
této metodiky neni vazana pouze na sledovaniivbepravy na Zzivotni prostdi, ale
v podstat |ze hodnotit vzorky potencianovlivnéné iiznymi zdroji znéisteni, jejichz
spole&nym rysem je toxickéisobeni na Zivy organismus.
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2 Uvod

Doprava ovliviuje wtSinu ekosystéih a sloZzek Zivotniho prasdi. Hodnoceni zé&te
Zivotniho prostedi vlivem dopravy vyZaduje komplexni klasickou riekou analyzu, ktera
je ¢asow¥ velmi nar@na, nakladna a z tohoto pohledu neefektivniCR je v sogasnosti
vyuzivdno piblizné¢ 56 tisic kilometh silnic a dalnic a je planovano dalSi rdesi v
nasledujicich leteclRED, 2013), coZ s sebou jednozmapiinese dalsi z&f riznych slozek
Zivotniho prostedi zejména v okoliéthto komunikaci. V souladu s udrzitelnym rozvojem |
vSak nutné zabezpié dostaténou kvalitu zivotniho progedi i pro budouci generace.
Komplexni hodnoceni zg&teni Zivotniho prostedi a vlivu tohoto zrn#steni na zivé
organismy je realizovano zejména akreditovanymtpr@aovanymi nebo jinym zisobem
certifikovanymi metodami. Jak chemické analyzy, tdsty ekotoxicity provashé v
laboratdiich jsou, v pipad zabezpe&eni pravidelného sledovani, velmi némé ato také v
dusledku nutnosti vlastnit speciélnfigtrojové vybaveni a s tim spojenou kvalitni odioorn
obsluhu. VySe uvedené je takiginou velkécasoveé i finatni nar@nosti pro zhodnoceni, zda
ur¢ité prostedi na pisludné lokali& miZe gedstavovat riziko pro Zivé organismiynikoliv.

Metody a z#zeni, které by mohly nahradit vySe zwrig postupy P zachovani
prijatelnych vypovidajicich schopnosti, vSak dosubyhevyvinuty. Z odborné literatury je
zndmo vyuzivani tiznych tym senzoit pro stanoveni kontaminace Zzivotniho predt
raiznymi typy latek. \étSinou jsou to zdzeni vyvinuta v ramcitznych vyzkumnych aktivit,
komekné nevyuzivana a d&Sinou specializovana na specifické typy latek. sBimory
vyuzivajici k indikaci zn&Steéni Zivotniho prosedi neieni veltin spojenych s Zivotni
aktivitou organiznd jsou pouzivany vyhradmii experimentech v laboratch. Popsany byly
nag. opticky biosenzor pro #ieni herbicid ve vodach, ¥. odpadnichiasovy biosenzor pro
hodnoceni toxicity vliivem zrgsténi piirodnich vod, biosenzory ke stanoveftitgmnosti par
metanu v plynné fazi, perchloretylenu (tetrachloyltnu) ve fornd aerosal a dalsi.

Pritom prav aplikace biosenzérmize velmi zjednoduSit a vyznamrsnizit naklady
potrebné na proces hodnoceni kvality Zivotniho geastresp. jeho zr&teéni pri ziskani
stejreé kvalitnich informaci. Vyhoda biologickych tésspaiva v tom, Ze umaiiji celkovou
detekci msobeni chemickych latek na Zivotni presti a dokonce jsou schopnygifin i ty
Skodlivé latky, jejichz klasicka analyza neni met&g zviadnuta, ale jejichz spaleym
rysem je toxické fisobeni na citlivy organismus.

Proto byl vramci reSeni projektu TA02030179 ,Integrovany systém skado
kontaminace Zzivotniho prasdi dopravou“ vyvinut $stroj na principu biosenzoru
indikujiciho zé&¢z Zivotniho prosedi Skodlivinami, ktery rive podstat# zjednodusSit postup
hodnoceni vlivu na Zivé organismy. Jeho vyhodouy@hla odezva na #&hené veltiny pri
zachovani stejné vypovidajici schopnosti jako kka&siaboratorni postupy.é@r¢ pouzivany
test hodnotici inhibicitstu sladkovodnich zelenydfas definovany normo@SN EN ISO
8692 (CSN EN ISO 8692, 2012) totiz trva 72 hodin.



3 Metodicka €ast
Metodika byla pojata jako dokument seznamujici atdle se spravnou aplikaci
a manipulaci sifistrojem AlgaTox, ¥etné popisu zékladnich prindigeho funkce.

3.1 Biosenzor a jeho funkce

V mnoha oblastech jako jsou medicina, ekologie tangsl, je nutné ziskat chemické
informace, dale je zpracovavat spadré v souladu s nimfidit i dalSi procesy. Chemicka
informace zde neznamena jen znalost koncentragige uatky ve vzorku, ale i celkovou
toxicitu meteného vzorku, aktivitu biochemickych latek ve vaoriebo vitalitu bakterii.

Intuitivné se nabizi mySlenka vyuzitipdni, dlouhou evoluci optimalizované systemy
vyhodnoceni chemické informace a spojit jefevpdnikem, ktery je zobrazi na obrazovce
pocitace.

Biosenzor je obvykle definovan jako analyticky métktery pouziva biochemicky citlivy
material pro ziskavani chemické informace, anidpyp nutné Gplné zpracovani vzorku, ve
spojeni s vhodnym ipvodnikem, ktery jf@vadi vystupni signal z biosenzoru na vhodny
vystup kvantitative metitelného signalu. Proud nebo ®#p jsou netasejSimi vystupni
signaly.

Obecné schéma biosenzoru je na obr. 3.1.

: : =) o> | Amplifikacea = Zobrazeni
< |

zesileni signalu vysledku na
displeji

A — analyt, testovany material
C — biologicky ¢initel - fasy
T — kyslikova elektroda

Obr. 3.1: Obecné schéma biosenzoru — modifikatasami

3.2 Princip m éreni a popis p Fistroje
AlgaTox vyuzivd k indikaci zn#Sténi Zivotniho prosedi mneieni poklesu produkce
kysliku sladkovodnimiasami. Vyhoda testu sgiwa v tom, Zze umaillje detekci isobeni
chemickych latek na Zivotni prasti, &etre téch, jejichz klasicka analyza neni metodicky
zvladnuta, ale jejichZz spaleym rysem je toxické {sobeni na citlivy organismus. Test
stanovuje skutaou aktivitu toxickych latek, které mohougobit nafasy.
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3.2.1 Princip méreni pristroje

Detekéni prvek biosenzoru t¥dzelené sladkovodriasy. Jsou velmi citlivé na z&isteéni
Zivotniho prosiedi, maji vhodnou velikost a velmi debznamy Zivotni cyklus. Jsou
pouzivany roviz ve standardnim testu popsaném nor@i8iN EN ISO 8692(SN EN ISO
8692, 2012). Norma umaije pouzivani &kolika typa fas. Metodika je zpracovana piasu
Scenedesmus quadricaudgosenzor nepracuje s imobilizovanyiaisami (imobilizace gmi
jejich vlastnosti a neni dlouhod®lstabilni). Bioaktivnim prvkem je suspengas v malém
bioreaktoru (2 — 5 ml)Rasy jsou osttlovany s¥tlem o vinové délce 680 nm (maximum
absorbce Z@&ni chlorofylem). Periodicky je istlano os¥tleni a tma. Produkce kysliku je
signal biorekogrini slozky biosenzoru a je detekovan kyslikovou tetelou, slouzici jako
pievodnik. Pokles produkce kysliku je indikatorem efdickou informaci) fitomnosti
toxickych latek. Kyslikova elektroda je optimalizma tak, Ze jeji dlouhodoba stabilita (24
hod) @i konstantnim atmosferickém tlaku a konstantnidgpje lepSi nez 0,1 % rovnovazné
koncentrace kysliku. RozliSovaci schopnosteni kysliku je lepSi nez 0,05 % rovnovazné
koncentrace kysliku. Tyto parametryiizeni umo#uji presré stanovit velmi malé zgmy
Zivotniho cykluras. Tim je dana citlivost stanoveni toxicity.

3.2.2 Prehled zakladnich pojmi
Roztok — homogenni soustava, ktera se sklada z atedypou chemickyistych latek.

RozpousEdlo — jedna ze slozek roztoku, zpravidla ta, kter&gstoupena v nejtsSim
MNoZstvi.

Latkové mnozstvi (n)— mnoZstvi elementarnich jednotek, které je stghé mnoZstvi
elementarnich jednotek vdaite hmotnosti referaemi latky.

Mol — latkové mnoZstvi obsahuijici 6,022045 + 0,00008Eelementarnich jednotek.

Pozn. Elementarni jednotkou ime byt atom, molekula, ion, foton, chemicka
vazba.(MOORE, 1979)

Molarni koncentrace i- té sloZzky (molarita) roztoku (¢) — podil latkového mnoZstvi i-té
sloZky na objemu roztoku V.
nj
v

Molalni koncentrace i-té sloZzky (molalita) roztoku(m;) — podil latkového mnozstvi i-té
slozky n a hmotnosti mrozpoustdla.

C =

n;
m; = —
my.

Pozn.Molarita zavisi na teplétnaopak molalita na teptozavisla neni.
Molarni zlomek i-té slozky (%) — podil latkoveho mnoZstvi i-té sloZzky a latkového
mnozstvi vSech slozek.
nj

N .
j=11

Xj =

Objemovéa koncentrace i-té slozky (@ — podil hmotnosti rozpudté i-té slozky ma
objemu roztoku V.

C = <

\Y



Hmotnostni koncentrace i-té slozky (W — podil hmotnosti rozpudié i-té slozky m
a hmotnosti roztoku.

m;
N
j:

Wi =
1My

Parcialni tlak i-té slozky (p) — podil na celkovém tlaku stsi plyni (p), ktery vyvozuje
jeho i-ta slozka.

Pozn.

1 pi=xp
2. Jestlize),p; = p potom je srs plyni idealni (Daltoiiv zakon aditivity parcialnich

tlaka)
Henryho zakon — parcialni tlak pi-té slozky snisi plynu nad kapalinou je (fmy jejimu
molarnimu zlomku xv kapalire.
pi = KuX;
Pozn.
Henryho zakon se uvadi i ve tvarech:

_ ol
Xi = K'up;
_
¢i = K'upi
_ LI
m; = K'yp;

Tab. 3.1: B teplo& 20°C a tlaku 1,01325- 105 Pa jsou hodnoty klIIH

K"y [mol-I* P&’

Ny 5,377-10
0, 1,073-1C
CO, 3,162-10

Ostwaldiv sowWwinitel rozpustnosti i-té sloZzky (rozpustnost) ¢) — podil parcidlniho
objemu V plynu rozpusiného v objemové jednotce kapaliny pfi dané teplat.
Vi
o = V_O
Pozn.

1. Proidedlni plyny Ostwald/ sowinitel rozpustnosti nezavisi na tlaku.

2. Pojmova nejednoziaost. Rozpustnost udava také r&Vv moznou koncentraci,
kterou niZze dana latka ve zvoleném rozped& dosadhnout za stanovenych
fyzikalnich podminek. Jednotkou je libovolna vela charakteru koncentrace. Vztah
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s Ostwaldovym satinitelem rozpustnosti Ize &t pro idealni plyny a roztoky pomoci
stavoveé rovnice.

V nekterych literarnich pramenech je Ostwaldsowinitel ozna&en jako Bunseiwv
koeficient. Bunseiiv koeficient je definovan jako objem plynu rozpumho
v jednotkovém objemu vodyfipteplo® a tlaku trojného bodu. (p=1,01325°1a, T=
273,15 K)

Rozpustnost Q ve vod
Tab. 3.2: Rozpustnost O2 za normalniho tlaku (1261805 Pa)

Rozpustnost Q za normélniho tlaku (1,01325 . 10Pa)

T C T c T c T c

[°’C] [mg/ll [pM] [°C] [mg/ll [pM] [°C] [mg/ll [uM] [°C] [mg/l] [uM]
0 146 456,3 11 11,0 3438 21 89 2781 31 7,4 231,3
1 14,2 443,8 12 10,8 3375 22 8,7 2719 32 7,3 228,1
2 13,8 431,3 13 10,5 328,12 23 86 2688 33 7,2 225,0
3 13,4 4188 14 10,3 3219 24 84 2625 34 7,0 218,8
4 13,1 4094 15 10,1 315,6 25 8,2 256,3 35 6,9 2156
5 12,7 396,9 16 98 306,3 26 8,1 253,1 36 6,8 2125
6 124 3875 17 9,6 300,0 27 79 246,9 37 6,7 2094
7 12,1 378,1 18 94 2938 28 7,8 243,8 38 6,6 206,3
8 11,8 368,8 19 9,3 2906 29 7,7 2406 39 6,5 2031
9 115 3594 20 91 2844 30 75 2344 40 6,4 200,0
10 11,3 353,1

Pozn.
1. Ustalovani p zmeéné teploty nebo tlaku je pomaly proces. PIné rovngvatokolni

2.

3.
4.

atmosférou za daného tlaku a teploty je dosazerdelZahodin.

Kalibrace kyslikové elektrody neboéheni mize byt zkresleno ipsycenim roztoku
kyslikem nebo roztokem v nerovnovazném stavu.

V podrobrgjSich tabulkach jsou uvedeny postupy oprav naisalinztok.

Pokud je pouzita metoda vimtho standardu, vySe uvedené poznamky netliv
vyznammi meieni.

Rozpustnost @, CO, a N, ve vod pii 1,01325-10 Pa v zavislosti na teplat. (regresni
kiivky — viz tabulka 3.3)

Hodnoty jsou pevzaty z International Union of Pure and Appliede@istry ,Solubility
Data Series". Rozpustnost je vyféda jako molarni zlomek rozp&sého plynu x

Data jsou aproximovana rovnici:

* * * T
In(x) =A+B-T*+C-In(T") kde T = —



Teplota je vyjatena v [K]. K plynu je udanarpsnost aproximace a rozsah teplot¢ma
j& mozZno aproximaci pouzit.

Tab. 3.3: Vyjadleni rozpustnosti N2, O2 a CO2 pomoci regresnickdiun
Xi[-]

TIK]  Dusik (No) (Mr=28) Kyslik (O5) (Mr =32) Oxid uhlity (CO,) (Mr = 44)

288,15 1,386.10 2,756.10 8,21.1¢*
293,15 1,274.10 2,501.1F 7,07.10°
298,15 1,183.18 2,293.1F 6,15.10"
303,15 1,108.18 2,122.10F 5,41.10"
308,15 1,047.10 1,982.1C 4,80.10"
A -67,3877 -66,7354
B 86,3213 87,4755 Plati Henryho zakon
C 24,7981 87,4755
SD +0,72 % + 0,36 % +1,1%
Fig;ﬁft‘h 273,15 aZ 348,15 273,15 - 348,15 273,15 - 353,15

Tab. 3.4: Rozpustnost plyjako Ostwaldv koeficienta za normalniho tlaku (1,01325-105
Pa) v zavislostina T.

T Plyn
[°C] 0, N, CO, Vzduch

0 0,049 0,0239 1,713 0,0288
10 0,038 0,0196 1,194 0,0226
20 0,031 0,0164 0,878 0,0187
30 0,026 0,0138 0,665 0,0156
40 0,023 0,0118 0,53 -

50 0,021 0,0106 0,436 -
60 0,019 0,01 0,359 -

Oprava na skutany atmosféricky tlak

Ve \&tSirg aplikaci je postaujici pouZziti linearni opravy

X, = - X
P

P Pn
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kde @ je normalni tlak 1,01325 - 1@a, p je aktudlni tlakipmetent. X je koncentrace
rozpuséného plynu ¢ nebo moléarni zlomek rozgagtho plynu x

3.2.3 Popis pristroje

Popis pistroje je provedendetns vSech podfirnych gistroja. V piipact plného vybaveni
j& mozno pistroj pouZivat nejen pro rutinni stanoveni toyicdle i jako pistroj pro vyzkum
v algologii, vyvoj novych metodik stanoveni toxictaktivit latek, a pro gfeni biologické
aktivity. FrisluSenstvi, které neni nutné pro zakladgifeni je oznéeno *.

3.2.3.1 Mechanicka konstrukce
Pristroj tvai mald kompaktni jednotka, kter4 obsahuje termdsidt .... 60 °C),tizeni
osWtleni,fizeni otéek michadla aifsluSenstvi.

Zakladni gisluSenstvi tvi:
1) Rozebiratelna regki nddobka
2) Michadlo s pesnymiizenim otédek
3) Vymeénné michaci kuzely
4) Nahradni sklegtné nadobky
5) Zzatky k uzaveni reakni nadobky
6) Kyslikova elektroda
7) Vzduchovaci strojek
8) Vsuvka pro udrzovani standartni atmosféry nad htadn®reni Ketrg filtru
9) Vymeénné zdroje sitla
10)Sitovy adapter
11)Potenciostat

Specialni pisluSenstvi tvii (*):
1) Fotometr pro réeni Urovig swtla uvnitt reakéni nadobky
2) Externi teplomdr Pt 1000 nebo Ni 5000 proéieni teploty uvnit reakni nadoby
3) Promyvaka pro syceni standardni atmosféry vihkosti
4) Konektor pro ndfeni s biosenzorem s imobilizovanymi enzymy
5) Nastavec na¢paku pro sekveeni neieni.

DalSi vybaveni (standardni vybaveni labofafd*):
1) Mikroskop (z¥tSeni az 1000x)
2) Burkerova konirka
3) Pipety a Spiky



4) Kultiva¢ni box s os#tlenim
5) Trepa&ka

6) Luxmetr

7) Teplomer

8) Centrifuga

Obr. 3.2: Pristroj AlgaTox

Deteleni ¢asti @Fistroje je reakni nadobka s kyslikovou elektrodou a michadlerredsivy
otvor s normovanym kuzZelovym zabrusem NZ 13 je katibgni se sklednymi chemickymi
dily ukortenymi NZ 13. Sedovy otvor je ufen pro michadloCtyii mensi otvory jsou
opateny normovanym zabrusem NZ 10. Jsoteny pro nasik vzorku a umisini dalSiho
piislusenstvi (@ senzor, biosenzory, fotometr, zdrojéda, zatky). Reasni nadobka je
hermeticky uzakena zétkami a standartni atmosféra je zZg@tpromyvanim filtrovanym
vzduchem.

Pii méfeni je reakni nadobka umisha v nédéném termobloku fistroje. Teplota
termobloku jefizena vrozmezi -10 °C az +60 °C termostatem seR®iym clankem.
Teplota v reaéni nadobce se ustalujetase < 10 min.

Celni panel je tviten membranovou klavesnici a displejem. Display aphje aktualni
teplotu termobloku a nastavenou teplotu nebo infmeno nastaveni termostatu. citka
membranové klavesnice umngi nastavit parametry termostatu.

Do pristroje je integrovan drzék, ktery unioge umistni vika reakni nadobky, fipadré
jeji omyti tak, aby nebylo zéméno geometrické uspadani kyslikovéha@idla a michadla.
V zadni ¢asti horniho krytu fistroje jsou umishy konektory napajeni zdroje &la
a napajeni michadla. Na zadnim pandiigtmje je konektor jeho napajeni a USB konektor
pro komunikaci s blokerfizeni michadla a bloketizeni sétla.
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Meftici cela

Elektronika
fizeni michadl

Termoblok

Izolace na \

délici roving N
~ Ridici elektronik
Chladi .
\ Kryt ze specialnihg
plastu

Elektronika
fizeni s¥tla / ChladE

Odvod . /g A

kondenzatu |

Obr. 3| Chladici ventilator elektronil

3.2.3.2 Elektricka konstrukce
Elektrickd konstrukce je roZttna do dvoucasti. Ristroje a potenciostatu. riBtroj
zahrnuje bloky elektroniky:

Rizeni termostatu
Rizeni michadla
Rizeni sétla

Kazdé zeif zaizeni ma vliastni mikroproces@®izeni michadla a gtla komunikuje s PC
prostednictvim jednoho USB portu. Zméimé # bloky maji spoléné napajeni
12 V odebirané ze standardniho adapteru.

Pristroj obsahuje vykonové prvky. Potenciostat je astatny oddleny blok. Tim je
snizeno ruSeni vykonnymi prvkyiiptroje. Zdizeni je univerzalni. Je mozno pouZit i
potenciostaty (Ppadreé oxymetry) jinych firem.

3.2.3.3 Napajeni
Pristroj je napajen sobvym adaptérem, ktery je s nim dodavan, a kterkyiage vystupni
vykon 100 W (Peltiétv ¢lanek 75 W, elektronika 10 W, ventilator 10 W = 95 5 W
rezerva na LED a michadlo). Adaptér sg@uje prostednictvim konektoru na zadniést
pristroje

3.2.3.4 Zdroj swtla pro mégieni.
Jako zdroj s#tla slouzi LED dioda gervenym swtlem, ktera vyzauje swtlo o vinové
délce 680 nm, které je optimalni prosttas, resp. odpovida maximalni absorpdena



chlorofylem. Zdroj s¥tla je opaten kuzelem NZ 10 pro jeho pevnéarté vlozeni do otvoru
realkéni nadobky. Z#eni je givadkno nad hladinu vzorku sttovodem.

3.2.3.5 Technické parametry
Referekni bod termostatu

Pracovni teplota

Rozsah regulovanych teplot
Teplotnicidla

programovatelny: termoblok, hostrana PTE
(Peltier Termo Element), dolni strana PTE,
pracovni prostor nadobky — externi teptom

programovateln&ity v rozsahu regulovanych
teplot

-9.9 °C - +59.9 tegfer. bodu v termobloku

Ctyfi odporovd, RTD (Resitive Temperature
Detector) typu Ni5000 nebo Pt1000&Mteplotu
termobloku, horni a dolni strany PTE a externi
teplotu v pracovnim prostoru. Automatické
rozpoznani typdidla

RozliSeni nastavitelné agiiené teploty 0.1 °C

Pouzity PTE

Ovladani

Zobrazovaci jednotka

Regul&ni algoritmus

Typ akéni veliciny

Kmitocet PWM

Rozsah stdy PWM

Dosazitelny rozdil teplot pdIPTE
Napajeni

3.2.3.6 Popis gFislusenstvi

CP 85438 V-INFINITY, 8.5 A/7T5 W
sedmi tdtky nacelnim panelu fistroje
dviadkovy LCD po Sestnacti znacich
adaptabilni PI regulator
dvanactibitova PWM (Pulse Width Modulation)
cca 85 kHz
10-90 %
50 °C
$bvy AC-DC adaptér 230 Vac/12 Vdc, 100 W

Rozebiratelna regki nadobka, nahradni skkaré nadobky, zatky jsou na obr. 3.4.

Obr. 3.4: Rozebiratelna reghi nadobka bezifsluSenstvi.
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Reakni nadobka o celkovém objemu 25 + 2 ml jéama pro umishi vzorku a niieni
prabéhu analyzovanych reakci. Nadobka ma jeden centré&hnip opatny normovanym
zadbrusem NZ 13 (normalni zabrus 13), ktery je kdibpai se skléskymi vyrobky se
stejnym zabrusem. Centralni vstup slouzi pro viozaichadla. Do dalSickityt otvorn
s normovanym zabrusem NZ 10 se vklada zdr&jlayvfotodetektor, vzduchovactipravek a
uzaviraci zatky. Vstup s uzaviraci zatkou slouXing® pro gidavek vzorku do sklemé
nadobky.

Rozebiratelna
reakéni
nadobka
N\

-

N 7~ N
Nihradni / / \
\\.

. y
N
sklenéné nadobky
A
Zitky —

O

Obr. 3.5: RozloZen4 reaki nadobka, &etre prisluSenstvi.

Plastove vicko =
otvory

Matice s tsnénim

Sklenéna vymeénna cast

Plastove vicko =2
zathkami

Obr. 3.6: Plastové ko se zatkami a rozebrana nadobka, kteroti slderéna vynenna
¢ast, matice srenim a plastové ko s otvory.

Obr. 3.6 ukazuje jednotlivé dily a postup sestaveakni nadobky. Michadlo a michaci
kuZely jsou na obr. 3.7.

Michadlo umisiné do stedového otvoru je op@no normovanym kuzelovym zabrusem
NZ 13. Kuzel je umigh na matici, jejimZ ot&nim Ize nastavit poZzadovanou vysku michadla
nad dnem nadoby a vzdalenost mezi michadlem anaktipovrchem senzoru. \fipact
meieni pomoci kyslikové elektrody se pouziva michagbu 1. V gipac méreni za vyuziti
tisténych senzar se pouZzije michadlo typu 2. Kyslikovéa elektrodageobr. 3.8.



Michadlo
smichacimi kuZzely

Stavitelna matice pro
* piesné nastaveni
= vviky michadla

Michadlo pro

Ioydlikovou —= : "

elekirodu typ 1 T +—— Michadlo pro
tisténé senzory

tvp 2

Obr. 3.7: Michadlo s michacimi kuzely a stavitelnou matid p‘esné nastaveni vysky
michadla, které poskytujggsné&izeni otéek.

Telo .
elektrody .

Referencni —=tLF a 2
Ag B
elekiroda i Kot

pra-r:s:r\-'ni Pt
elektrody

h
P i P \
racovm Pt '
Membrana

elektroda

Obr. 3.8: Kyslikova elektroda sloZzena &4 elektrody, referaimi Ag elektrody, pracovni Pt
elektrody, krytu pracovni Pt elektrody s membrartelektroda je v krytu poriena do
elektrolytu KCI.

Kyslikova elektroda je Clarkova typu. Sklada sela elektrody, v 8mzZ je upevano
skleréné €lo katody, ktera je z platiny (Pt). Na skéeém tle je umistna referetini
elektroda ze gitbra (Ag). Aktivni¢ast senzoru je zakomponovana v krytu pracovni releit
V misg aktivni plochy pracovni elektrody je undish teflonovd membrana uniajici
pirestup pouze kysliku akterych dalSich plyin (N2). Kryt se Sroubuje n&lb elektrody a je
naplren elektrolytem 1 M KCI. Vzduchovaci strojek, firvzduchovaci vsuvka jsou na obr.

3.9.

Vzduchovaci strojek, filtr a koncovka pro promyvdntynem jsou ufeny pro udrZovani
standartni atmosféry nad analyzovanym vzorkem. ®laduaci strojek se hatkou propoji s
filtrem a koncovka op&tné kuzelem NZ 10 se umisti do jednoho z ditveakini nadobky
(viz obr 3.6). Vyngnné zdroje sétla jsou na obr. 3.10.
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Vzduchovad
strojek

Obr. 3.9: Vzduchovaci strojek spolu s filtrem a vzduchowestivkou zajiguji promyvani
vzorku filtrovanym vzduchem.

-

-

»
_f" \\

= < :

Svétlovod

LED dioda s
chladicem

Obr. 3.10: Vymeénny zdroj s¥tla, ktery se sklada z LED diody s chiéetin.

Zdroj swtla tvoii vysoce svitivd LED dioda (680 nm) produkujiciierdi, které je

Obr. 3.11: Externi teplotntidlo slouzici ke sledovani teploty vzorkéhem ngreni.

Externi teplotntidlo je odporové&idlo Ni 5000, které je ulozeno v nerezovéem pl&3kas’
je umistn v zétce s kuzelem NZ 10idlo je mozné pouzit prtizeni teploty termostatem na
z&klad skute&né teploty vzorku. Ve stejném uspdani lze pouzit &idlo Pt 1000. Ob
teplotnicidla rozezna termostatiptroje AlgaTox automaticky.



Svétlovod

Obr. 3.12: Fotometr, ktery se sklada z fotodetektoru &levodu.

Speciélnim gisluSenstvim fotobioreaktoru je fotodetektor. @élifotodioda je umigha ve
$pice tubusu vyrobeného z plexiskl@elni plocha je vylegha do tvaruc¢ocky, ktera
sousted’'uje z&eni na aktivni prvek fotodiody. Vystupni signéaljedeny stisnym plas¢m
tak, aby fotodioda #fila swtlo odrazené od hladiny vzorku. Fotodioda je usmiatv drzaku
s normovanym z&brusem NZ10.

Obr. 3.13: Konektor pro niteni s biosenzory pitdo specialnihoisluSenstvi
fotobioreaktoru.

Obr. 3.14: Promyvé&ka
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Konektor umoznuje vyuZiti ti§hych elektrod ve stejném ugpdani v jakém se pouziva
kyslikova elektroda.

K syceni niéfeného roztoku se pouziva promyka, ktera je na obr. 3.14.
Pro michani vice roztdknajednou je mozné vyuzit nastaveciepaku (obr. 3.15).

Obr. 3.15: Nastavec nai¢paku pro sekvetni mgieni.

3.2.4 Dvoukompartmentovy model funkce gFistroje

Analyticky fotobioreaktor umatuje velmi gesné provathi biochemickych experimeint
s cilem jejich vyuziti pro detekci toxickych latdkmoziuje detailni sledovani fibéhu reakci
v biorekognéni vrstw pokud pracuje jako biosenzor.

Teorie fotobioreaktoru je slozita, zejména diky kdexnosti a nelineastrovnic, které
popisuji chemické &e, které probihaji ip reakcifas na osvit Z&nim. Uspéadani reatni
nadoby fotobioreaktoru je schematicky zobrazenobra3.16.

\l

ST

%

Obr. 3.16: Schematické znazofni reakni nadoby analytického fotobioreaktoru, (OE —
kyslikova elektroda, ST-michadlo gepnymiizenim otéek)



Objem kapaliny ve fotobioreaktoru jes\d objem atmosféry nad kapalinou jg. Mypicky
je Vs =5 ml a VA = 15 ml. Celkovy objem, s uvaZzenim elektrod a radth, je 25ml.
Nejjednodussim modelem je dvoukompartmentovy model.

Kompartment atmosféry nad vzorkem (Kom1)
Kompartment roztoku, ktery je v dynamické rovnay&ZKoml (Kom2)

Kompartment Kom1 rize byt promyvan plynem o zndmém slozZeni. Tim j&t¢ap, Ze
slouzi pro Kom2 jako chemostat.

Jedno z dinnych acastych zjednodusSeni je analyzat@@nich reaknich rychlosti. B
této analyze nejsou¢gk ovlivnény piitomnosti produkt reakci, pesrgji, jsou zanedbatetn
ovlivnény pritomnosti produkt reakci.

Vyznamnou roli hraji reakce, které Ize stimulovaitiem. Lze je spustit tééh okamzit.
Zmeny koncentraci zjsobené difuzi jsou podstétrpomalejSi, a proto je moZzno th
reakci po stimulaci stlem povaZovat za reakci vychazejici z ustadlenéhous Stimulace
swtlem miZze byt kratkd a nasleduje po ni faze bez stimulkdg, se systém navrati do
rovnovahy. Opakovanim étehto sekvenci je mozno obdrzet signal, ktery odpévi
probihajicim chemickym reakcim s vysokym pé&glaim Sumu.

Struktura systému z hlediska kompartmentového noogelna obr. 3.17 (JACQUES,
1985).

Kom?2 Kom1
nz(t) Koo > C1O2 (t) — Cg
0202 ® — kecor Ccor(t) =
Cco? (t) < k102 T (t) =T,

T (t) = TO < K1 co2

T I (1)

Obr. 3.17: Kompartmentovy model funkce analytického bioreakto

Vyznam parameitrpopisujicich kompartmentovy model:

n (t) paet jedind fas, které jsou sledovany
No paiet jedind fas na z&tku experimentu
cloz (1) koncentrace kysliku v kompartmentu 1
clcoz (t) koncentrace COv kompartmentu 1

oz (1) koncentrace kysliku v kompartmentu 2
C%coz (t) koncentrace C©v kompartmentu 2
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T teplota
To teplota, na kterou jsou termostatovany kompartynen
I (t) intenzita s¥tla stimulujici produkci kyslikdgasami

Oba kompartmenty jsou intenzivmichany, takZze koncentrace v jejich objemu jenstej
jako u hranice, f&s kterou dochazi kgnosu latky (C@a ) mezi Koml1 a Kom2. Interakce
mezi kompartmenty je dana pouze toky latek mezi KanKom?2.

Toky jsou charakterizovany kinetickymi konstantakiio, kizcoz Koioz Koicoz Jejich
vyznam vyplyva z rovnic

‘J1202: k1202' c4202 (t) - k1202' Cl02 (t)

J2c02= Kizcoz: ¢ coz () — kcoz: ¢ coz (1)
D102= K102 0202 (t) — k102 Cloz ()

‘J21C02: k21002' c'2002 (t) - k21C02' ClCOZ (t)

kde
Ji1202 tok kysliku z Kom2 do Kom1
Ji2co2 tok oxidu uhléitého z Kom2 do Kom1
D102 tok kysliku z Kom1 do Kom2
Jico2 tok oxidu uhlgitého z Kom1 do Kom2

V kompartmentu Kom2 probiha chemicka reaktibliné popsana rovnici (BRAYNER a
kol, 2011).

6CO, + 6 HO + hy — CsH1206 + 6O,

V nejjednodussim modelu Izégupokladat, Ze rovnovdha mezi Kom1l a Kom2 se ugavu
dostateén¢ rychle a reakcéas jsou tak pomalé, Ze systém lze povazovat v kaadamziku
meéteni za rovnovazny. Potom plati:

K2102 _K oz (t) = X (1)

K202 02 ooz (t) = Y (1)

Kk 02 (0) = %o
21892 — Keoz C’co2(0) = Yo

Kde o2 (0) a éo2 (0) jsou pdatesni koncentrace ©a CQ.



Kompartment 1 je tvi@n plynem. Jeho slozZeni |Iépe vystihuje parciaak @ a CQ (po:
a Poy. Vztah mezi parcialnim tlakem plynu a jeho moiarnziomkem rozpughym
v roztoku (Komz2) vyjatuje Henryho zakon. (MOORE, 1979).

Rovnovazna konstantae@ CQ v Kom2 je dana vzorci:

p
c3, () = _KZZ = ¢o
2 _ Pcoz __
oz () = Keoy Cc

Kde m2 a oz jsou parcialni tlaky kysliku a oxidu utitiého nad roztokem.

Rovnovazné konstantyds a Kcoz maji vyznam Henryho konstant ve formulaci Henryho
zakona pro molarni koncentrace a parcialni tlak.£K"y (05), Kco= K'h (CO))

Kompartment Kom2 je periodicky stimulovaniem s obdélnikovym gibéhem.

lopro<pr+ts>U<pr+t..ton+tTt+ts>U ...
1(t) =
Opr0<0,(§1>U<bl+r+tS... o1+ 2t>U ...

Na za&atku experimentu se musi systém (Koml a Kom?2) Istabat. Tento proces
popisuji rovnice:

X () = Koz (co - X (1)
Y () = Kcoz (cc- Y (1) 1)

S paatenimi podminkami

X (0) = Xo
Y (0)=Yo (2)
reSeni je

X(t) = (Xo —co)efozt 4 ¢q

YO = (Yo —coecort +c 3)

V ¢ase §; je zapnuta stimulace &lem arasy z&nou produkovat kyslik. Proces je popsan
soustavou rovnic:

K1v. Ig. K1coz . Y (V)
(K2v+lg) . K2co2+ Y () °

X (®) =Ko, (Co - X (t)) +
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K1v. Ig. Klcoz. Y (t)

Y (t) = KCOZ (CC -Y (t)) + (K2v+lg) . K2¢co2+ Y (1)

Z (4)

D¢je spojené s produkci kysliku maji charakter vgdadobny enzymovym reakcim. Proto
P . ., . , - Vv 1o K1S .
ma tvarclenu popisujiciho produkci kysliku tvar sonu prispivki tvaru.—, kde K1 je

rychlostni konstanta protiglusnou reakci a K2 je zobetra Michaelisova konstanta pro
danou latku.

Vyznamy symbal v (4) jsou:
K1v  reakni rychlost produkce kysliku apobena osvicenitias intenzitoud

K2v  zobecwna Michaelisova konstanta popisujici saturaci pkodikysliku v zavislosti
na s¥tle

Klco2 zavislost produkce kysliku na koncentraciZCO

K2co2 zobecwna Michaelisova konstanta popisujici saturaci pkedikysliku v zavislosti
na koncentraci CO

Z sowin ¢lena tvarulzl%zzi , kde Z je koncentrace dalSich nutriér(f-tého nutrientu)
Z i

nutnych pro produkci kysliku, které musi byt obsgze suspenzias.

Reseni rovnic (4) je mozné numericky. Pokud je citatezeni takového modelu, ktery je
dostatén¢ jednoduchy a saasré dostaténé presny, aby umaibval jednoduchou
identifikaci paramefr K1 a K2 v nichZz se projevi vliviiomnosti inhibitoru, je nutno
optimalré nastavit experimentalni podminky. Pokud je sp¢éwavrzen Zivny roztok (Z je
konstantni), koncentrace GQe dostaten¢ nizka KZo, >> Y () a intenzita sstla je
dostatén¢e nizka, aby K2 >> Ip a sodasre je lo dostaténé vysokd hodnota, aby poskytla
vhodny pongr signal/Sum (fi méreni QQ), Ize rovnice (4) linearizovat.

X(®) = Koz (Co-X(D) +aY(®)
)
Y () = Keoz (Cc-Y(®)-aY(®)

Informace o pitomnosti inhibitofi je obsaZzena nelinearnimigobem v konsta#ta, které
zahrnuje vSechny vlivy, které jsou konstantni ackg] konstantnost je zaj&ta vhodnym
navrhem experimentu. Formalplati

- Ky M.Z.Io (6)

K2y ) K2¢co2

kde vSechny parametry mohou zaviset na koncerittaitiitora nebo toxickych latek.



Predchozi analyza vyjadie podminky, za nichZz &eni bude citli¢ reagovat na
piitomnost inhibitoru.

* Produkce kysliku nesmi byt limitovana nedostatkemnients;

» koncentrace COmusi byt vyrazé nizSi nez zobe@&ma Michaelisova konstanta
K2co2 a sodasre dostaténé vysoka, aby produkce kysliku nebyla limitovana
nedostatkem C© Rovnovaha se vzduSnou koncentraci ,C8e ukazuje
post&ujici;

* intenzita oswtleni musi byt vyrazhnizSi nez zobe@mnéd Michaelisova konstanta
K2, a sodasré dostaténé vysoka, aby byl dosazen dostat& nizky ponér
Sum/signal. Hodnota vhodného &deni je nastavena pe¥m byla optimalizovana
pii navrhu zdroje sstla.

Rovnice (1) a (5) umaidiji sestavit celkovy model funkce analytického badtoru pi
konstantnich parametrech Kom1. DalSi zjednoduzenpiovést, pokud bude vgbytku CQ.

Klasicka aproximace pouZzivana v enzymologii jéedpoklad, Ze zasoba GOve
fotobioreaktoru je dostated, CQ se rychle dopiuje z kompartmentu Koml. Za&chto
predpoklad se velmi rychle ustavi nova rovnovaha a lze pol&Zit) = 0 (viz. Udaje o
rozpustnosti Cg). Potom plati:

Y (®)=Cc (7)

Dosazenim do (7) obdrzime nejjednodussi model fuakalytického fotobioreaktoru,
ktery je popséan jedinou diferencialni rovnici.

X (0 = Ko, (cO - X (t)) + aCe pro swtlo

X(t) = Koz (Co - X (D) pro tmu (8)

V nejjednodussim modelu kineticka konstaiig, popisuje dynamiku ignosu Kkysliku
mezi Kom1l a Kom2 atsobeni inhibitoru je nelinearnim igopbem obsazeno v parametru a.
Parametr a je extensivni a zavisi naétpdourek ras. Rovnice (8) ukazuji, Ze v nejjednodussim
piipadt stai studovat pouze produkci kysliku zéedpokladu dostateého gebytku oxidu
uhlicitého. Ten je zajigh tim, Ze rozpustnost GQre vod je ténei o dvaiady vyssi nez
rozpustnost ¢

V dalSim textu bude odvozen Henryho zakon (jetleté z hlediska pochopeni
probihajicich &u) a odvozena metoda vyhodnoceni pro nejjednodus$jzu dat.

3.2.5 Odvozeni Henryho zdkona a principu vyhodnoceni sigilu analytického
AlgaTox
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V dvoukompartmentovem modelu, kde kompartment luZlojako chemostat, je
kompartment Koml charakterizovan sloZzenim plynuehoj tlakem. SloZeni plynu je
vyjadieno molarnim zlomkem x[i] a tlak plynu je p.ékéni se provadi za tlaku, ktery se
podstatg neliSi od atmosférického tlaku. Z&chto podminek Izeipdpokladat, Ze je spin
Daltomiv zakon a vSechny plynné slozky lze povazovat ealid. Potom je parcialni tlak
jednotlivych slozek p[i] dan vztahem (9)

pi = PX; 9)

Pravd@podobnost, Ze molekula latky opusti své okoli jgihyinu, tak v kapaliéje Umerna
jeji koncentraci v tomto okoli. V nejjednodussitiippd kysliku, ktery je obsazeny v Kom1l
je pravdpodobnost, Ze molekula,@stoupi do kapaliny, tj. opusti Kom1 éma k02 Zcela
analogicky je pravgpbodobnost, Ze molekula,@ystoupi z Kom2, tj. zkoumaneho kapalného
vzorku, a vstoupi do Kom1 je @&ma k10, Koncentrace v obou kompartmentech se mohou
menit v zavislosti natase. Oznéme Xo; (t) molarni zlomek kysliku v plynu v Kom1 &os
(t) molarni zlomek kysliku ve vzorku - Kom2. Potopiati rovnice (10) a (11) pro
koncentrace kysliku v plynu a kapalném vzorku.

d
ax(ljz (1) = Ky202%62(t) — K2102%52 (1) (10)

d

ot X602 (1) = —K1202%8, (1) + Ka102%62 (1) (11)

Rovnice (10) a (11) popisuji latkovou bilangéjﬁi pfi ustalovani rovnovahy kysliku v
Kom1l a Kom2. V rovnovaze jsou derivace nuld¥ésenim dostaneme

K2102X02() (12)

X202(®) = k1200

Vyjadiime-li molarni zlomek kysliku v Koml pomoci jeho rpdlniho tlaku z (9)
a dosadime do (12) dostaneme Henryho zakon. Zgble vztahu vychazi, Ze v rovnovaze
plati

Xéz(t) = ka%)z (13)
kde
_ k2102
ky = PKi202 (14)

Posledni rovnice je ale Henryho zakon.



Stimulace s¥tlem

I c O vKom2 Prabéh koncentrace ©v Kom?2
1+
0+ —

t[s]

At=1-0,1s

A T~ 500- 1000 : t[g

Vyswvétleni index:
I = light t) = tim@ignt ta = timeyark

Obr. 3.18: Schematické znazasni pribéhu experimentu. Rovnovazny stav popsany
Henryho zakonem.

Obrazek 3.18 ukazuje typickyiiéh experimentu a sdéasré vystihuje i podminky, kdy
vysledky ngéreni budou poskytovat spolehlivé udaje o toxicit

1. Meéfeni vychazi z ustaleného stavu popsaného Henrkuome.

2. Po stimulaci sétlem se Kom2 navraci do rovnhovazného stavu. Dakiugace ot

vychazi z rovnovazného stavu.

3. Toxické misobeni isobi malé zny v odez¥ na stimulaciCasové niiitko v ¢aset
je schopno zachytit kinetiku inhibiich proces.

4. Produkce kysliku je dostate nizk4, takZe Izefpdpokladat, Ze koncentrace v Kom1
je konstantni a odpovida rovnovazeganém tlaku a teplét

Za platnosti pedchozich podminek neniildzZité znat detailni ib¢h odezvy systému na
stimulaci, ale postalje znalost pouze pmérné produkce kysliku v Kom2.

% [P bdt (15)

Rovnice (10) se zami
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d
acéz(t) = _k1zozcg)2(t) + k2102‘3(1)2 . (16)

Protoze produkce kysliktasami zmini rovnovahu, je postajici sledovat pouze zmy
rovnovazného stavu.

AC(Z)Z (t) = Cg)z(t) - C(z)z (0) (17)

C?02(0) Ize vyjadit z Henryho zékona v jeho tvaru pro koncentrace

Ba(o0) = 22 (19
po dosazeni

2 Ac3, (1) = —Ky2070¢3, (1) (19)
Pro zjednodusSeni provedeme osra

Acd,(t) = X (1) (209

Ki202 =k (20b)

SX(® = —kX (1) (21)

M¢éieni probiha nasledujicim igobem. Po doby je Kom2 stimulovan sitlem. Potom se
navraci do rovnovahy. Experiment je tedy popsamdvrovnicemi, jejichZeSeni je spoijité.

SX() = —KX(®) + P(x,t) (22)
ieSeni (22) je

X() = (f; (. §e* dg) e~ (23)
Po ukorieni osvitu Wase t +toude
X() = (f; P(r,ekedg) ek (24)

Reseni Ize vyjétit jako pocastech spoijitou funkci
X = ( [P, z)ekidz) ekt t <

X(t) =
X = (fotl P(t, ek dE) e Kt otherwise

(25)

Plocha P1 podikvkou v ¢ase od O e

 ky (Jp! Peperiag)-(J! P(rp)dt)

P1: K

(26)



Odezvy v piibehu ustalovani (bez osvitu).

Plocha pod kvkou v ¢ase t.p*t| je

0

pr,E)ekéd Bk _ okt ) o—ktj(14B)
Pzz(f (tHe E)(ek e t)e 27)

Ze vztalt (26) a (27) Ize wit pramérnou produkci kyslikdasami wase 0. d

tl T
Jy PCDAE (P + o) (28)

t te 1—e(1-B)kte

Posledni vzorec je obecny. Zvolime beta = 2

P(1) = w (29)

Popsany postup je exaktni a stanovugsgE definovanou produkci kyslikiasami po
jejich stimulaci s¥tlem jako

P(t) = = [ P(r,O)dt (30)

Volbou T Ize zjemnitasové nititko sledovani pomalychefti, které probihaji b interakci
ras a vzorku.

V piipac, Ze se systém vraci do rovnovahg > 1. Potom Ize gimérnou produkci
kysliku P) stanovit velmi elegantniako celkovou plochu pod odezvou na stimulagilswmn
(P]_+P2).

Podobg Ize velmi eleganthstanovit parametr k. Je tasova konstanta procesu, kterou se
systém vraci po uk@eni stimulace do rovnovazného stavu. Nejjednodiagoveni
produkce kysliku je na obr. 3.19.
Produkce kysliku je
P-k
P(r) =—
£

V piipack, Ze je znam peet jedind fas n je moznoiepcaitat produkci na jednoho jedince dle
vzorce:
P-k

P(T) = tl_l’l
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C’o2 (t) [uM]

| ;l /P P1+ P2

P2

aproximace
poklesu funkci

Aek t-10-1)

t[s]

tot+t

Obr. 3.19: Stanoveni produkce kysliku.

3.3 Postup m éreni — zakladni navod

Pro praci sfistroem je vybrana a pouzivanatyiburééna rasa Desmodesmus
quadricauda kmen GREIFSWALD/15 z CCALA febai. Tii dny pred z&atkem ngieni je
zahéjena fedkultivace za staléhoepanitasy v ¥2 Simmer — Setlik méditi peplo 24+1°C
a osétleni 6000 — 7000 lux. Optimalni b&ma hustotarasy pro mgieni je 700 000 -
1 300 000 bugk/ml.

Na za&atku mefeni je spoitana bugcnd hustotaras pod mikroskopem za pouZiti
Burkerovy koniirky. Pro néfeni je pouzito 5 mligdkultivovanychias, které se napipetuji do
reakéni nadobky. Jako standard se dogaje pouzit nafiklad AgNG; o koncentraci 1 mg/I.

Parametry pro méreni suspenzéas pristrojem AlgaTox
a) Swtelny cyklus — 300 s stlo, 300 s tma
b) Pcatet cykii — 5 cykli kontrola
- 10 cykl vzorek
- 5 cykh standard
c) Rychlost michadla — 450 rpm




d) Teplota—33°C
e) Potenciostat - -650 mV, vzorkovani 1 s
f) Mezera mezi michadlem a kyslikovou elektrodou ¢ba-QL mm

Pristroj jako celek se sklada Zkolika jednotek.

» Bioanalyzer — mze byt vyuZit oxymetr, potenciostat (Palmsenseyl@rbioanalyzer
« Jednotka AlgaTox, kteriddi swtlo, ot&ky michadla a termostatuje ré&alk nadobku
e Vzduchovani

Spuséni pristroje:
1) Pripojeni @istroje AlgaTox ke zdroji napi 12V/10A a jeho zapnuti stisknutimditka
ON

OFF *
2) Kontrola zapojeni do sita propojeni vSectasti.
3) Spuskni PC.
4) Start programu Silo.
5) Kontrola¢asovani (1.000 ms), nahranéminého cyklu.
6) Spuséni michadla.
7) Nastaveni ot&k.
8) Spuséni Bioanalyzeru.
9) Kontrola parametr (vzorkovani a polarizai nagti).

Reakéni nadobka

Pred mefenim se sestavi reak nadobka, &etnd prisluSenstvi (zatka, vzduchovani,
kyslikova elektroda, michadlo a &W). U kyslikové elektrody se zkontroluje mnozstvi
elektrolytu KCI (gipadre se doplni). Nastavi se mezera (0,5 — 1 mm) mezhadiem
a elektrodou. Membrana umist v kyslikové elektratl by nengla vyschnout, proto je
dulezité, aby byla kyslikova elektroda po skeni n¥feni uchovavana poiena
v destilované voé Do reakni nddobky pipetujeme 3 — 5 ml vzorkas. Reakni nadobka by
méla byt cista a, po fipadném vyplachnuti destilovanou vodou, vysuSerezijgdnotlivymi
meienimi je vhodné nejen vyplachnout skieau reakni nadobku, ale oplachnout a opétrn
osusit také michadlo a kyslikovou elektrodu. Pap®tpvani vzorkuas do reasni nadobky
je dulezité odstranit vzduchové bubliny, jejichZitpmnost negativh ovliviiuje vysledky
meieni. Pro jejich odstrani je vhodna injeéni jehla. Ped neienim je dobré zkusit natisto
funkci michadla. Mieny signal udavé aktualni koncentragivQreakinim roztoku. Z pikbéhu
koncentrace @béhem osvitu je vyp&tena paimérna produkce kyslikuRasova suspenze se
nech& cca 15 minigd neéfenim temperovat na poZadovanou teplotu za stélécioami.

Nastaveni teploty - AlgaTox

Rasovou suspenzi je mozno temperovat v rozmezi 21868 °C termostatem, ktery je
integrovan v gistroji. Méteni se provadiipteplog 33 °C. Temperace se spoustiitieem

S:TAOT . Teplota readni nadobky se stabilizuje za 10 — 20 min. Ostaimhovahy se ustavi za

20 min. Start iéfeni se provede po 20 minutach, tj. po ustaveni ahech rovnovah.

36



Michadlo — program DRIVER

Produkce kyslikurasami je mifena za stalého michani. Linearni michadlorigeno
programem Driver.

Na paitaci se oteve slozka Driver a rozklikne se ikona MDrive.exe.j&i se okno
Motor driver, kde se klikne na Get a poté na Appkonou START se michani spusti a
ikonou STOP zastavi (obr. 3.21).

€7 Motor driver v 3.1 - USB disconnected

FW version info: Speed:
1 Gt ) v?? 1}
—
I — Selected: —_— Usedt
. 30 %] rpm ‘ apply > | D 777
Motor contral:
e Selsct direction
Lo D @drections  Odrectonb

Obr. 3.21: Hlavni okno programu Driver.

LED dioda — program Swtlo

Rasova suspenze je @é#iovana a potom nechéana ve &m ndkolika opakujicich se
cyklech. To umoznilo zrychlit Zivotni cyklugs. K ovladani LED os¥leni slouzi program
Swtlo.

Na PC se spusti programde. Otevwe se portizeni diody tldgitkem OPEN. Je vhodné
manuali zkusit funknost s¥telné diody pes zalozku Manual control. LED dioda se zapne
ikonou ON (zelena — stlo sviti) a vypne ikonou OFFc¢drvena — sitlo nesviti).
Pred spudnim swtelného cyklu musi byt v Manual control OFF (oh223.

PUSBIO - Control Software
Cannection properties
froducti  [LUSE Tn Rty 3 BB PUSBIO - Control Software
viD: [4pg | PID: [00DF Cannection properties
B Product: [
| Marual Contral | Timers | Automatic Control vib: [[05 | D la
o1 Manual Conliol | Timers | Autamatic Cantial
oz oy [ OFF B
o3 o | OFF vor [on )
o4 o I OFF L i
yos oy OFF &3 PUSBIO - Control Software
/o6 On OFF Conneetion propertiss
vo7 an ] oFF Product: - ™
/08 0N OFF VID | PID: | [
Close swry. Paadation. com Manual Control | Timers Au@umet[ﬁ ED""D!
1701 o | |
yoz o

Obr. 3.22: Zapnuti LED diody.

V ikon¢ Settings se nastavi parametryteiného cyklu, kde se musi zvolit oded
zvolené délky trvani tmy/stla (optimalni je odpg&itavani po 1.000 ms). Aby se na konci
swtelny cyklus vypnul a nepokkaval znovu od z&tku, je nutné vypnout opakovani Repeat
in a loop (obr. 3.23). Stelny cyklus je pedem nadefinovany. Po ustaleni koncentrage O
(cca 1000 — 2000 s) seswiny cyklus spusti ikonou Start (obr. 3.24).



# Settings !E H PUSBIO - Control Software HEE

Connection properties

General ] 140 settings] About ] Product: Close
Global settings wiD PID:

I Setthe default configuration after startup Manual Control | Timers  Automatc Canel I

Timers C:\Documents and Settings\Administratar?l  Open fle
W Shaw the time on buttons ThTT =
DEL#Y=240 :‘
. CH1-0
Automatic Control DELAY=240
. CH1=1
¥ Time intereal |1.000 me hd DEL&Y=240
H1=0
™ Repeat in a loop EE%A:(‘M'
DEL#Y=240
CH1-0
DFI Av=741 =

Line: 0 Delay Os

(¢ oK 2 Cancel L,

4 Port is opened successfully s Pandfatron.com

Obr. 3.23: Nastaveni parametr Obr. 3.24: Spuséni swtelného cyklu.

Nastaveni néreni — Bioanalyzer

Pro zaznamenévani dathtem n&reni se pouziva program Bioanalyzer.

Spusti se program Bioanalyzer, kterym se ovladaodybcovaci jednotka. V zalozce
Parameters — edit se nastavi parametiem.

e Vref [mV] — -650 mV ( = nagti refererni elektrody)

e Sampling [s] — 1 s ( = vzorkovani, v jakékasovém intervalu ma bioanalyzer
zaznamendvat ziskana dat&‘emi)

* Electrodes - WRK REF dvouelektrodové gteni

Nastaveni paraméirse potvrdi kliknutim na ikonu Send (objevi se dwédhlaseni, které
se zave kliknutim na Cancel a Close).

Program Bioanalyzer ma také funkci vkladani pozrianidote) k paibéhu meieni.
Poznamky jsou dvojiho typu (obr. 3.25).

L Bioanalyzer 'E n

File Setting He\p

10
3
3
i
7
Parameters
[ Vo
g ersion o
= 5 [
E Ve [mvE: [0
4
inht [3 450.0
3 arkness [3] [0
lo
2 0. of cycles B
1 i "
0
0 T T T T T T T T T
i 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 -
time [=] Samplingls} 04
2 VT Forp revoiution mivy O
Time window [y | ED visible Elecrodes
W o T A5 s vl ,7 e ’7 A Start recard  WRK REF 7 WRE REF ALY
Data Bioanabzer _— =2 fos
T 5
ime (5] 0 = a Send cive |
Ik [} 443313 Bioanalyzer | ¢/ . . . . .
Settings Pump off Pump on
Close
Wref ] = ) Q
Electrodes el
(ol al

CoML V4.3 Charge

Obr. 3.25: Nastaveni paraméitma typy poznamek v programu Bioanalyzer.
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1) Zalozka - Note na hlavni liStslouzi ke vkladani jednoduchych poznamek &bgnu
méteni @imo do grafu (pohyb sifstrojem, pidavek analytu + koncentrace, &ma
teploty, apod.) a také umije znenu parametfr tykajicich se poznamky — Note 2 (obr.
3.26).

o (W] i
Parameters
e Edit

Obr. 3.26: Note na hlavni list

Parameters slouzi k nastaveni paraineto vkladantasované poznamky, kde Time to
insert, jecas ke vlozeni poznamky v sekundach a Countdowdpesitavani

v sekundach (obr. 3.27).
Timbiwatls B
Countdown (5} r_
Cancel \

Obr. 3.27: Nastaveni paramétpro vkladantasované poznamky.

Edit — slouzi ke vloZzeni obséahlejSich poznamekékem. Mohou to byt dopljici
informace k pitbéhu mereni nebo doplujici informace kéasované poznamce (obr.
3.28). V poli saved notes se zobrazi jiz uloZzerenpmky.

Insert new note je pole pro vloZeni poznamky demi (nastaveni, zény v pribéhu
meéieni, apod.).

& Notes o] E jmf

Close:

Obr. 3.28: VloZeni obsahlejSich poznamek.

2) Note 2 ve spodndasti programu Bioanalyzer slouzi k uloZzeni poznamiyo vcéase
provedeni, kdy se takto vloZzena poznamka ulozZi aosrenych dat a fimo do grafu

(obr. 3.29).
Poznamka / vlofit

Obr. 3.29: VloZenicasované poznamky.




Po napsani textu do okna a kliknuti na ikonu Inserspusti 5 sekundovy odjeb pro
povedeni ukonu, ktery chceme v ramaiieni gesré ¢asow zaznamenat. Po skieni
odpcitu provedeme ukon. Tento igob vkladani poznamky e slouZzit pro fesné
zaznamenani spustii swtelného cyklu nebo pro napipetovani vzorkurakovée
suspenzi.

Vzduchovaci soustava

Pro udrzeni konstantniho slozeni atmosféry nagenym roztokem slouzi akvarijni
vzduchovy strojek.

Start méreni

Méieni v programu Bioanalyzer se spusti kliknutim tetSecord, objevi se okno, které
nabizi misto uloZeni nafifenych dat. Zvoli se sloZka pro uloZeni dat a kliknuiha UlozZit se
spusti ndfeni. Pokud chceme na obrazovcecvidely zaznam, je vhodné sigal spusinim
zaznamu zvysit hodnotu Time window tapa 10000s (obr. 3.30).
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Obr. 3.30: Start n&feni

Jakmile dojde k ustaleni koncentrace kysliku (digeadrzi na uité stalé hodnet cca po
1000 — 2000 s), tak sefgs v programu S¥lo spusti peddefinovany sitelny cyklus
v zaloZce Automatic control pomoci Start. Tim sesspzaznam setrétlanim interval swtla
atmy.

Pro fesné zaznamenani startuéteiného cyklu se v Bioanalyzeru do kolonky NOTE
napiSe START (= start &telného cyklu) a spusti se ikonkou INSERT. Pakethgecasovy
odpaet pro spu@ni swtelného cyklu, ktery se spusti v programuét®y ikonou Start.
Spuséni swtelného cyklu bude zaznamenano, jako poznamkaan®ranych dat. Naifklad,
aby start sételného cyklu zé&al pri 1000 s ngieni, vloZzime poznamku v 994 sekgmdereni.

Nasleduje 5 sérii stelného cyklu pro @eni kontroly (=Cisté suspenzias).
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Pridani vzorku

Po uplynuti 5 cykl pro kontrolu se konkrétnim otvorem napipetuje ekoOgt je vhodné
pouzit funkci Note s od@tem pro pesné zaznamenanfigavku vzorku. Po fidani néfime
10 serii s¥telného cyklu produkci kysliku.

Pridani standardu

Po uplynuti 10 cykl pro vzorek se konkrétnim otvorem napipetuje stahdaap.
AgNO3). Optt je vhodné pouzit funkci Note s odipem pro pesné zaznamenanfigavku
standardu. Poigani néfime 5 sérii sételného cyklu produkci kysliku.

Ukonéeni méreni

Po uplynuti peddefinovaného stelného cyklu se S¥lo automaticky ukoé&i diky CH1=0
na konci, ale ukateni nefeni v Bioanalyzeru je nutné ukihmanuali ikonou Stop record.

Pokud neni u ieddefinovaného cyklu CH1=0 na konci, je nutné zéistidani sétla a
tmy v zaloZce Automatic control pomoci Stop. V Zake Manual control se zkontroluje, zda
je LED vypnuta (OFF ¢ervena barva pole).

Michani fasové suspenze se ukoiv programu Motor driver kliknutim na ikonu Stop.
Sklerend nadobka reaki cely se umyje a naplni destilovanou vodou, abgmbrana
elektrody nevysychala. &feni se vyhodnoti v progranidakro Excel, jehoz funkce jsou
popsany v nasledujici kapitole.
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Obr. 3.31: Vizualizace celkového pb¢hu nmeteni.



Vysledny graf méireni

Po ukoreni neieni je mozné vizuatnzhodnotit pabéh meteni, tzn. otekit graf, ktery
zobrazuje produkci kyslikiasami.

Pro oteweni finalniho grafu se pouzije ikona v horni, hlamabidce - Display, a dale se
rozklikne prvni nabizena funkce Chart Iwrk. Potaenzebrazi vysledny pbéh meteni (obr.
3.31).

Do zobrazeného vysledného grafu lze vlozit poznamikeré byly v piibéhu meteni
vytvoieny pomoci funkce Note. Pro jejich zobrazenkistdiknout na ikonu €ervenou
teckou (obr. 3.32). Nebo je mozné sicilou oblast mdieni z¥tSit/zmensSit pomoci funkce
Zoom (obr. 3.33), kdy sefimo v grafu ozné oblast kivky, ktera ma byt zétSena/zmensena
a poté se klikne na ikony slupou. Pomoci dalSikbn, Ize vysledny graf okaméit
vytisknout, ulozit neboieformatovat ziskana data do programu Excel.

] 500 1,000 1,500 2000 2500 3,000

3
aal

Vybranad oblast grafu pro
zvétSeni.

o

Obr. 3.33: Zv¢étSeni/zmenSeni oblasti grafu.
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Postup méreni

V piipact vzorka Zivotniho prostedi, kdy se fedpoklada, Ze toxicita nebud#lig vysoka,
je nutné pouzit nasledujici postiasy se zcentrifuguji (3000 ot/min, 5min — zaleZitypu
centrifugy) a supernatant se slije. Do rgdknadobky se da 5ml ¥ SS médiariad# se takové
mnozstvi zakoncentrovanyéhs, aby buétna hustota v nddobce byla v rozsahu 700 000 b/ml
— 1500000 b/ml. Suspenze se necha cca 15 min. ghéndt a temperovat na nastavenou
teplotu a poté se spustiéfani stejnym zfisobem, jako byl popsan vyse. V damastiku (tj.
po uplynuti 5 cyki) se obsah nadobky vylije a oplachne destilovanodou. Do prazdné
nadobky se napipetuje 5ml vzorku spoliasami a necha seiet 2 cykly, aby se vzorek
vytemperoval na nastavenou teplotu. Po wkoih neéteni se postupuje stejnym tgmbem,
jako je popsano vyse.

Postup mdfeni vzork Zivotniho progedi:

* napipetovani suspenkas do reaéni nadobky (3 — 5 ml);

» uzaweni nadobky;

» kontrola bublin a zapnuti michadla;

» vloZeni reakni nadobky ze stojanu do minitermostatu;

* 15 min - michani a temperatasové suspenze na pozadovanou teplotu

» start méieni bioanalyzerem, oxymetrem nebo potenciostatem;

* po ustaleni koncentrace, @ca 1000 - 2000 s) spust swtelného cyklu;

e métenicisté suspenzias — 5 setelnych cykh

* vyjmuti reakni nadobky z minitermostatu a jeji vloZeni do staja

» odcdleni plastov&asti od skle#éné reakni nadobky;

» wyliti kontroly, vyplachnuti a vysuSeni reaik nadobky;

» oplachnuti michadla a kyslikové elektrody + vysiSen

» naSroubovani reghi sklergné nadobky z§;

* napipetovani vzorku (3 — 5 ml);

» kontrola bublin, zapnuti michadla;

» vloZeni do minitermostatu;

e 15 min - michani a temperatasové suspenze na pozadovanou teplotu;

* pokraovani od bodustart méieni, kdy vzorek se &t po dobu 10 cykli a
standard 5 cyki,

» konec ngieni (automatické vypnuti 8tfa, zastaveni gteni bioanalyzeru);

Postup miteni chemickych latek:

* napipetovani suspenkas do reaéni nadobky (3 — 5 ml);

» uzaweni nadobky;

» kontrola bublin a zapnuti michadla;

» vloZeni reakni nadobky ze stojanu do minitermostatu;

e 15 min michani a temperat&sové suspenze na pozadovanou teplotu

» start méieni bioanalyzerem, oxymetrem nebo potenciostatem;

* po ustaleni koncentrace, @ca 1000 - 2000 s) spust swtelného cyklu;

e méteni - 5 cykli bez chemické latky, 10 cyklméieni s pidanou chemickou
latkou, dalSich 5 cyklméfeni se standardem;

» konec ngieni (automatické vypnuti 8tfa, zastaveni gteni bioanalyzeru);



* vyjmuti reakni nadobky z minitermostatu a jeji vloZeni do staja
* uvolreéni sklergné reakni nadobky;

» wyliti vzorku, vyplachnuti a vysuSeni regik nadobky;

» oplachnuti michadla a kyslikové elektrody + vysiiSen

* naSroubovani reghi sklergné nadobky z§;

» zaliti kyslikové elektrody destilovanou vodou.

Po ukoreni meieni se skletnda reakni nadobka, michadlo a kyslikova elektroda
oplachnou a vysusi. Pro ochranu membrafed pryschnutim, se kyslikova elektroda necha
pondend v destilované ved

3.4 Postup m éreni - pokro €ily uzivatel
Pokraily uzivatel nize z&izeni vyuzivat v SirSich aplikacich, nez je darmakladnim
nastaveni. V dal&fasti je popsano nastaveni jednotlivych kistroje.

Realk’ni nddobka a piprava n¥ieni

Nastaveni teploty — AlgaTox

Po zapnuti pistroje AlgaTox tlal'tkem% se na displeji objevi:
Ready, Tw=Tb a Tr = +33,0, kde:

» Tw — pracovni teplota

e Tb - teplota bloku

» Tr—regulani teplota

ZkuSeny uzivatel ftie vyuzit dalSich moznosti termostatistpoje AlgaTox. Tlditkem Sel
(Select) nize zvolit misto jehoz teplota bude vzata jako pratdw a vzhledem k niZz budou
pracovat regulani algoritmy.

Stiskem Sel se kurzor posune za Thkéildam Tt Ize volit z nasledujicich mozZnosti:
* Tb —teplota bloku (Temperature of block)
* Tu - teplota horni strany Peltierov#anku (Temperature upper)
* Tl —teplota spodni strany Peltiéro¢knku (Temperature lower)
* Te —teplota R¥end externim teplogrem (Temperature external)
» Tr—regulani teplota (Temperature control)

V zakladnim nastaveni (Tw = Th) je regulovana tepldoku na zadanou hodnotu#iP
nastaveni (Tw = Tw) je teplota regulovana vzhlederplot horni strany Peltierovalanku.
Pri nastaveni (Tw = TI) je teplota regulovana vzhiediee spodni stranPeltierovaclanku.
Pri nastaveni (Tw = Te) je teplota regulovana vzhiade externimu tepladru, ktery je
umistn vtemperovaném roztoku. Jako externi teptotae pouzit teplogmr Ni 5000
(nominalni odpor 5 &) nebo Pt 1000 (nominalni odpor X Pristroj AlgaTox teplorry
rozeznava automaticky.
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Pri nastavovani mista regulace teploty jefitko T- neaktivni.

DalSim stisknutim tlkdtka Sel se kurzorigsouva do polohy nastaveni poZzadované teploty.
Na prvni polohu nastaveni znaménka teploty. Znamén& nénit stiskem tlaitka T+.
Tlacitko T- pesouva cyklicky kurzor na dalSi pozici. V kazdéigpase nastaviciselna
hodnota tlaitkem T+. DalSim stiskem tidka Sel je ukaden vylér mista regulace teploty na
niZ se ma regulovat.

Tlacitkem Set se nastaveni hodnotgnese do mikroprocesoru.

Tlacitkem Disp se ovlada zobrazovani teplot. Standas#nzobrazuje ve vypnutém stavu
(obr. 3.34)

Ready
Tw=Thb Tr=+33.0

Obr. 3.34:Vypnuty stav.

Stav pFistroje (ready) misto regulace (Tw = Th) a pozadwvaeplota (Tr = +27 °C).
Tlacitko Disp je neaktivni.

START START

STOP

Temperace se spousti d.‘itkem . Po stisknuti tléitka ——

zprava,

se objevi na display

Control Tr=427.0
Tw = +27.1

kde funkci termostatu indikuje Control a je zobrs#mwa aktualni hodnota teploty
v pracovnim bod Tw = 27.1 a pozadovana teplota Tr = 27.0. ditkem Disp je mozno
zobrazit teploty v ostatnichéfenych bodech (obr. 3.35),

B: 27,9 E: 92,7
U: 53,8 L: 14,4

Obr. 3.35:Teploty v ostatnich #rienych bodech.

kde B je teplota chlazeného bloku, U je teplotanhstrany Peltierovailanku, L je teplota
dolni strany Peltierovalanku a E je teplota gifena externim teplogrem. Pokud neni externi
teploner pripojen je zobrazena teplota 90 — 100. Ostatnfitka jsou neaktivni.
START

oP’

Kontrola teploty je ukadfena stiskem tlcatka

Pristroj AlgaTox je vypnut ttﬁtkemm

Michadlo — program DRIVER




Na paitaci se oteve slozka DRIVER 3.0 a klikne se na ikonu MDrive.©tgevi se okno
Motor driver, kde se klikne na Get a poté na Applykore Selected se nastavi poZzadované
otacky — optimalni 450 rpm. Kliknuti na Apply se potvitonou START se michani spusti.
Pro zm¢nu ota’ek se michani ikonou STOP zastavi¢rinse otéky a ikonou START se
michani zase spusti.

Rizeni svtla — program S¥tlo

Rizeni os¥tleni suspenz#as je provadno vysoce svitivou LED s maximalnim vykongim p
vinové délce 680 nm. Napajeni LED je spodt multifunknim relé s USB rozhranim
PUSBIO1R (obr. 3.36).

Obr. 3.36:Modul PUSBIO1R

Technické parametry LED H2W5-680 (obr. 3.38)
* optical power: 550 mW at 2 A

* beam angle: +/-75°, lambertian high dome lens
» compatible with many collimating optics

* chip size 2 x 2mm

» 20mm diameter aluminium groundplate

Tab. 3.5: Elektrické a optické charakteristiky LEB25°C).

Parameter Symbol Conditions  Min Typ Max Unit
Forward voltage \4 [r=100 mA 1,75 2,10 V
Reverse current rl Vg=3V 100 LA
Radiant intensity o Ir =100 mA 3,0 mW/sr

Special bandwidth at 50% Mos Il =100 mA 22 nm
Switching time gt lr =100 mA 35 ns
Peak wavelength A I[r =100 mA 680 nm
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Obr. 3.37:LED dioda.
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350
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Obr. 3.38:Graf znazo#iujici spektrum z&ni diody H2W5-680.

Technicka specifikace PUSBIO1R

Relé s pepinacim kontaktem 3A/125V. lzdia pevnost vstupdo 3.000 VRMS s CMR
10kV/us (typ). Vstup podporuje, jak logické Uamalogové nagii i mechanicky/elektricky
kontakt (vyvedeno napdjeci r#ip+5V). Rizeni a monitorovani z USB portu s konektorem
typu USB B. Moznost automatickéa reakce vystupumeaw stavu vstupu. Podpora gitani
znen na vstupu. Rozsah pracovnich teplot od -20 do %Z0Napajeni imo z USB portu

PC. Ovladani programem PUSBIO Control Software \Wiodows.

Modul PUSBIO1R

Modul PUSBIO1Robsahuje jedno vykonové relé /epinacim kontaktem. Na desce je
vyveden integrovany seériovy port — UART (TxD, RxBND), modul nize byt tedy pouZit

rovneZ jako grevodnik z USB na sériovy port.
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Obr. 3.39:Schéma zapojeni modulu PUSBIO1R.

Zakladem modulu je obvod MCP2200. Obvodien krystalem Qi 12 MHz, ze kterého si
uvnit* svého pouzdra vytvé48 MHz prorizeni USB (1.1, 2.0, 3.0 komp.) portu. Vystup (pin
GP7) je ges digitalni tranzistor T1 veden na vykonové re¢dl R prepinacim kontaktem.
Indikacni diody LED D1 a D2 zaji§iji informaci o provozu modulu a stavu (sepnutig.re
Vratna pojistka F1 (300 mA) zajife ochranu USB portu/d pipadnym zkratenvi
pretizenim.

Schéma a rozmisti sowastek je na obr. 3.40 — 3.43.

| 5] @
@
(; @
Obr. 3.40: Rozmisini soudstek
(TOP) (TOP)
3 s N - ] a
S @ 553 28
R | W = B
80 & pg = 8
Obr. 3.42: Rozmisini souwdastek Obr. 3.43:Motiv desky s ploSnymi spoji
(BOT) (BOT)

Krome konektoti, krystalu a vykonoveho relé jsou vSechnyéstky v provedeni SMD ve
standardni velikosti 0603.

PUSBIO — Control Software

PUSBIO - Control Software (dale jen Control Softe)afje speciald navrzenym
programem pro ovladani modufady PUSBIO1R.

Tento panel je vyuzZit pro programovatelfiéeni LED. Program je n#@tén z externiho
textového souboru, umagiciho snadnou modifikaci. Program se editujextaeém editoru
wordpad.

Vytvoeni jednoho sitelného cyklu se skladda z pokypro svtlo/tmu spolu s délkou
trvani.
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CH1=1 (svtlo)

DELAY = ... [bod] (nami zvolena délka trvanétia)
CH1=0 (tma)
DELAY = ... [bod] (nami zvolena délka trvani tmy)

Jeden bod je roven jedné sekeéndokyny pro sitlo a tmu se v tomto padi opakuji podle

poZzadované délky cyklu. Aby se celbtedmy cyklus bez problému ukdnje dilezité vlozit
na konec sitelného cyklu pokyn CH1 = 0 (bez DELAY). Pokud nemfeddefinovaného
cyklu CH1=0 na konci, je nutné zastavitidani svtla a tmy v zaloZzce Automatic control
pomoci Stop.Zvoleny s#telny cyklus niaze vypadat nasledown(vytvoeny v textovém

programu Poznamkovy blok):

| Bez nazvu — Pozndmkovy blok

Soubor Upravy Format Zobr:

Napovéda

Swtlo po dobu 480 sekund

CH1=1 |
DELAY=480

CH1=0
DELAY=720
CH1=1

N Tma po dobu 720 sekund
e ‘7“22 — P
DELAY=

CHI=T
DELAY=480

CH1=0 Konec ndreni = konec

—720 .
%E“L—g_z'/ osvitt

CH1=1

DELAY=480 jeden cyklus
CH1=0

DELAY=720

Délka jednoho cyklu = 480 +720 = 1200 hbd 1200 s = 20 minut

Zvolena 3 opakovani = 3 cykly délk&emi = 60 minut
o e EiE
E [E[x)]
Connection propertiss )
2K
VID PID: Settings Oblast hedénf: | (3 pusbiont_control_software v Q= m-
5 (Ssource ]
Manual Contral | Timers  Automatic Control 9 ] had.tut
Posledni | ] programt txt
I dokumerty ] rasy2.tet
q Opentie_|) H ! Y
—— = rasy3.pe
= 5} rasy bk
Plocha ] rasys.bxt
vasy. bt
] rasy 60 90.kxt
| rasy_240_240.bxt
nokimeey | M1 ] rasy _240_da0.bxt
] rasy_240_720.txt
] rasy_240_960.txt
] E rasy_450_480.txt
" | rasy_s80 720,000
Line: 0 Delayr Oz Terto poitat
Start Stop - ) : —
ﬁ,,] Nazev soubons || v Dleviit
< ! d
Port is opened successully s Pandatron.com Mistavsiti | Soubomptypur  |"Text file (“tal] v Storno

Obr. 3.44:Nacteni vytveeného sstelného cyklu.



Now vytvaeny, uloZeny s#telny cyklus se n#e do programu S%o pres zalozku
Automatic Control a ikonu Open file, ve které sev@ nov¥ nadefinovany stelny cyklus
(obr. 3.44).

Rizeni funkce pomoci internicliasovai

Panel — Timers slouZidasovémurizeni vystupniho relé. Pro relé je mozné nastawrval
sepnuti/rozepnuti v rozsahu od 1s aZz 99s. je moaséavit periodické spinani. Timto
zpisobem lze nastavit rychle bez programovani perk@diosétlovani se stejnou délkou
swtla a tmy, bez poeby vytveeni programu (obr. 3.45).

4l PUSEIO - Control Saftware ol
Cannection propeties
Product: | LISE i Fals Closs
wiD: [oepe | PID: D0DF Settings
Marwal Contral | Tmer | Automatic Carérol

Hor  Mn  Sec Perodcaly

o1 o Hp ik St |
yor o EpPEHPE Stat |
yo3 o P [ st |
yoa D == s |
yos o iz gl |5 St
/o6 =1
o7 D EpBEpPE ot
ljos 0 240 =D |5 Sea

Port is opened successfully ey nandtron. o

Obr. 3.45:Panel Timers aplikace Control Software.

Pri programovéani a pouziti modulu je nutno kontrolbwakladni jednotkwasovani.
V aplikaci pistroje AlgaTox je 1000 ms (¥ipade 100 ms vSechnyj@ budou probihat 10 x
rychleji) (obr. 3.46).

# Settings HEE

General l 140 settings | About |
Global settings

[™ Set the default configuration after startup

Timers

W Sk the time on buttons

Autornatic: Control

V' Time interval |1.000 ms - |

™ Repeat in aloop

ok | | Cancel

A

Obr. 3.46:Nastaveni jednotkgasovani.

Nastaveni ndireni — Bioanalyzer
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Koncentrace kysliku je diena amperometricky Clarkovyridlem. K néreni slouzi
potenciostat Bioanalyzer nebo jiny vhodny poteriaios Program potenciostatu je
univerzalni a umoilje mereni nejen se senzorem Kkysliku, ale i s dalSimtretdglemickymi
senzory. Funkce nutné proéfani jinymi senzory nebudou v tétasti popsany. Popis se

soustedi pouze na funkce nutné préreni s pistrojem ALgatox.
Po spu&hi programu se objevi jeho zakladni menu (obr.)3.47

" & Bioanalyzer =
File Setting Parameters Display Processing Note Help) 1
10
9
&
-1
T:
13
z
-
4
3
-0
2
1
o T T T T T T T T T
] 10 20 30 40 0 80 70 80 90 100
time [s]
A
Time window [ |ED Visible i ot M Lo Nots
100 s [ Asis ek auto 0 nd i nd i ERE S
Data Bioanalyzer Pl ool
Time [5] P E
ok [ P | E— 1
Vet ] T— -
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Obr. 3.47:Zakladni menu potenciostatu Bioanalyzer.

Obsahuje listu zakladnich funkci (1), oblast vs$gZzobrazuji na#fiené hodnoty (2) a

oblast pro nastaveni paramétmereni (3).

LiSta zakladnich funkci

* File -rozbalovaci menu umiadje otevit a nahrat soubory s nafifenymi
hodnotami.

» Settings - neni vyuzZivano pro ALgaTox.
» Parameters rozbalovaci menu Parametry obsahuje parametemi.
e Display —umozuje rnizné moznosti zobrazeni vysl&dk

* Processing specialni metody pro elektrochemicka&eni se senzory. Nejsou
potreba pro nérreni kysliku s fistrojem AlgaTox.

* Note- vloZzeni poznamky do zaznamu experimentalnicheted do zobrazeni
nanerenych dat.

* Help - neni implementovan
Detailni popis pouzitych funkci proifistroj AlgaTox
Parameters



Parameters rozbalovaci menu umoje nastavit vzorkovaci frekvenci a poladmeanagti
elektrody. Pro r¥"eni kysliku se nastavuje polaripa nagti = 650 mV. Zakladni vzorkovaci
frekvence je jedendreny vzorek za 1 s.

Display

Rozbalovaci menu Display ma 6 funkci (obr. 3.48&p meieni s pistrojem AlgaTox maji
vyznam prvni 2 metody zobrazeni. Prvni je &iamy proud a druhd poloZka je derivace
proudu podle‘asu.

a Bicanalyzer
File Setting Parameters | Display | Processing Note  Help
‘ Chart Twrk
Chart dlwrk ==
-500
Chart dlwrk/Twrk
-905
a1 Chartd2iwrk:
15 Chart d2Iwrk/Twrk
_920 Chart d2Twrk/dwrk

-825

(it

Obr. 3.48 Z&kladni menu potenciostatu Bioanalyzer.

=1

ke [nA]

Z&kladni zobrazeni vysledkwrk je na obr. 3.49. Struktura okna a vyznamchsSion
jsou stejné i pro dalSi okna.

1) Ikony funkci pomoci, kterych Ize ovladat zobrazoedprovadt Gpravy namgenych
hodnot.

2) Mysi lze vybratast zobrazenych dat, které I1ze&t&it nebo zmenasit.

3) Ve stavovémadku je mozno kontrolovat polohu kurzoru a agnou hodnotu.
V pripade vypaitu zde jsou zobrazeny vysledky.

& lark =8

alal <+ & ﬂ%klmwzl L |

2015/03/30 14:10:57 T=0,0C Vref=850mV Light=4800s Dark=14800's NoDarkLight=10 Serial number =1 1

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45 000
s]

5

Snaast V-osen fn-onon | [

Obr. 3.49 zZakladni menu potenciostatu Bioanalyzer.
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Ikony v oblasti 1 maji nasledujici vyznam (podesva doprava):

* Navrat o jednu UrovezwtSovani (zoom) zp

* Oblast grafu vybrana mysi se zobrazi na celou abaz

e Zobrazena oblast se posune o rozsah osy x doleekud je to mozné)

» Zobrazena oblast se posune o rozsah osy x dopfjaekLd je to mozné)

» Aktualni nargrrena data se vytisknou

» Aktualni nargrena data se vlozi do schranky a je mozno je \doziextového
souboru viz piklad obr. 3.50.

2015/03/30 14:10:57 T=0,0C Vref=-650myV Light=4500s Dark=480,0s NoDark-Light= 10 Serial number = -1

IhA)

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
5]

Obr. 3.50 VloZeni dat z aktualniho okna vyhodnoceni (viz 849) do textoveho souboru.

» Aktualre zobrazena data se vlozi do Excelu (obr. 3.8I9rvnimi/adku je popis
mereni, z @hoz byla data exportovans.druhénmvadku je definice jednotlivych
sloupai exportovanych dad tetihoradku jsou postuphzapsany nadiené
hodnoty Poznamka uloZena v grafu je uloZzena ve sloupcibD @52).

&l = pokus - Microsoft Excel o] 15
Domd | Viofeni  RozloZeni stranky Data  Revize  Zobrazeni s @oF
= X Calibri - - Obecny - 5= Viodit ~ T A ‘
J—‘é‘ B I U~ A A aH- B oo 00 & g% ogstrantt + | [~ Z? ﬁ
VieHt | .. S | Sefadita Majita
- F | H S A b 3% - | BHrormat~ 2 filtrovat = whrat
| schianka Pisme | Zarovnani Cislo . Buriky Upravy |
M22 i 5| b
A B C D E F G H | 1 K LT
1 2015/03/3014:10:57 T=0,0C Vref=-650mV Light=480,05 Dark=480,05 Mo Dark-Light=10 Serial number=-1 =
2 |time[s] lwrk[nA] Light Note |
3 0 -901,784 ]
4 1 -901,715 0
5 2 -902,895 o
6 3 -503,641 o
7 4 -902,547 ]
8 5 -902,207 ]
5 6 -903,782 o
10 7 -301,093 o
11 8 -900,849 ]
12 9 -898,805 o
13 10 -900,368 o
14 11 -901,607 0
15 12 -902,01 ]
16 13 -898,68 o
17 14 -898419 o
13 15 -900,132 0
19 16 -300,336 ]
20 17 -899,894 ]
21 18 -902,864 0
| 22 | 19 -500,021 0 -
W b ¥ dataLstl Ls@2 o Ls3 [ od 0 K — I i 1+l
Fiipraven | |[EE @ 1w (= 1 3)

Obr. 3.51 VloZeni dat z aktualniho okna vyhodnoceni (viz 849) do textového souboru.



/B4 M0 -B20,37 u

7605 7602 -919,795 0

7606 7603 -921,227 1 start svetlo

7607 7604 -920,973 1

7608 7605 -920,125 1 |

Obr. 3.52 VloZeni poznamky.

» Aktualni zobrazena data se vlozi do textového soubear dat v textovém souboru je
v obrazku 3.53.

] pokusl — Poznamkovy biak [E=RE
Soubor Upravy Formdt Zobrazeni Napovéda

PFHead -
FILTER 2015/03/30 14:10:57 T=0,0cC vref = -650 mv Light = 480,0 s park = 480,0 s No Dark-Light = 10 St
#Data i
23635.00 -935.288 0

22636.00 -935.187 0

23637.00 -934. 364 0

23638.00 -933.979 0

23639.00 -933.501 0

23640.00 -934.199 0

23641.00 -934.135 0

23642.00 -934.129 0

23643.00 -934.762 0

22644.00 -933.514 0

23645.00 -933.70 0

23646.00 -934, 525 0

23647.00 -934.311 0

23648.00 -934.626 0

23649.00 -934.165 0

23650.00 -933.739 0

23651.00 -933.232 0

23652.00 -933.704 0

23653.00 -934.105 0

23654.00 -933.120 0

23655.00 -934. 859 0

23656.00 -935. 588 0

23657.00 -932.571 0

23658.00 -933.834 0

23659.00 -935. 356 0

21660.00 -935.088 0

23661.00 -933.425 0

23662.00 -934. 340 0

23663.00 -933.059 0

23664.00 -934. 297 0

23665.00 -933. 668 0 -
Fl m v

Obr. 3.53:Struktura aktuélnich dat vioZzenych do Excelu.

» DalSi polozka je nastaveni grafu a moznosti fikragynalu. Po stisku ikony se objevi
okno nastaveni grafu (obr. 3.54). Je moZno nassatomatické nebo pevneé
nastaveni os, nastavit na osackizky, definovat popisy os a provést kalibraci asy y
Dale je mozno signal filtrovat. Je implementovarérni filtr s p@tem 1 — 100 bad

7 B
a Setup chart L ﬂlﬁ

*-auis langht: ]im v Grid

Min.Y: 98049 [~ GidY

Paw 528,70 v Setup' auto

Constant of calibration: 10‘4 9120092 [ Draw points

I Calibratedy’

Mame of calibration:

Marne of awis of cal.;

|

i Filter -
Lenath of filker: 10 .:]
Concel
[ = - = — g

Obr. 3.54:0kno nastaveni grafu.
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Priklady:
Méreni proudu (v hlavice je popis @¥eni).

& Iwk =B J
ala| <+ &8 2 mlu e wlevl o

2015103730 14:10:57 T=0,0C Vref= 850 mV Light=480,0s Dark=450,0s NoDarkLight=10 Serial number=-1

s3] |
932
o34 M
9%
8389
840
9s2] |
EYPE
a6
TS
9504
8521 |
954 !
956 |
wsa] |
w60 !
ga2] |
884
£
68| !
w70 |
-872.
g7ad
976 |
o8]
- - - - — - - — -
24000 26000 28000 30000 32000 34000 36 000
s}

lini)

(= 7139085 [v=os61587  ffpo = o6soms |

Obr. 3.55:Zobrazeni vyseku naitenych hodnot.

Jsou- li zadany parametry kalibrace dle obr. 3.86yni se zdznam na vysledek na obr.
3.57. Osa y je kalibrovana.

& Setup chart =l E

-
13026.3 I Grid %

Min., 58043 I~ GridY
928,70 ¥ Setup ¥ auto

Constant. of calibration 025000000 I~ Draw points

Mame of calbration: [Erery Fonostaoe Fpslk, T Calbrated Y

Names of axis of cal: [catiace kyshku [mikiod]

Filter -

Lengtholfiter. [7 3]
Fecalculate

Cancel I

Obr. 3.56 Parametry kalibrac Obr. 3.57: Vysledek wmreni po jeho
kalibraci

* Filtrace
Nanv¥iena data jsou na obr. 3.55. Pokud se nastavidikice 50 bod, odstrani se Sum.
Filtrované n¥reni je na obr. 3.58.



& Twrk =8 J
oo «|+| = =l el 1] -+

20150330 14:10:57 T=0,0C Vref=-850mV Light=480,0s Dark=480,0s NoDark-Light=10 Serial number =-1
832

Ina)
ik bl ey

24 000 26000 28000 30000 32000 34000 36000
tis]

Obr. 3.58:Vysledek @¥eni po jeho filtraci — linearni filtr — 50 bad
» Prepinani zobrazeni vertikalnisfiky.
* Prepinani horizontalni rizky.
» Aktivace automatického rozsahu na ose Y.
* Prepinani mezi gfenim proudu a kalibrovanym signalem.
» Aktivace zobrazeni jednotlivyckefanych bodu.

3 ok = Efa] (g i _j|
alal |+ alemEe vl ey gkl el «[» &s8m e mluElw vl o
2010350 141057 T=00C Vret= 65D MY Light= 48005 Dark= 420,05 Ho Dark-Light=10. Sl rumber=-1 SO HOST T 00C Vret B0MY. Light= 48005 Dark= 48005
559 10
v | | | 09
e 5

850,05 :
~ss0,1

28322 28324 28328 28328 2322 28324 2836 2838
1 s

lx= 2832265 v= 050875 ffo0 = 9503634

Obr. 3.59:Nan¥rena data bez zobrazeni namnych bod (vlevo) a se zobrazenim
nanmerenych bod (vpravo).

» Prolozeni nandi‘enych hodnot pimkou

ProloZeni naryenych hodnot v aktualnim aklinearni zavislosti metodou nejmensich
ctverai (numerické vyjageni vysledk je ve stavovenradku) (obr. 3.60).
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@ Iwrk

i

2] «|+| &)sela & mfu £ =fele o

201503/30 14:10:57 T=

0,0C Vref=-850mV Light=480,0s Dark=480,0s NoDark-Light=10 Serialnumber =1

9499
949,95
950
-850,05

-850,1
850,15

-850.2
850,25

28322

28324 28326 28328

I ¥ = -0,134734(t - 28321,400000) + -950,009000 I

Obr. 3.60:ProloZeni naryenych dat ;amkou

e Zobrazeni poznamek

Vyznam funkce zobrazeni poznamek je na obr. 3.61.

& Twrk

=1

2015003/30 14:10:57

ala] || & mlu el ww]y e

T=00C Vref=-650my Light=480,0s Dark=480,0s MNoDark-Light=10 Serial number=-1

A

24000

26000

28000 30 000 32000 34000 36000

sl

Obr. 3.61:Funkce ikony zobrazeni poznamek.

V okre dlwrk je zobrazena derivace. Okna jsou propojena a psetaobrazuje stejné

meritko (obr. 3.62).

Vzduchovaci soustava

Pri dlouhodobém éreni, nagiklad p'es noc, je vhodné upravit provzdagani rasove

v

suspenze. Upraveni se provede tak, Ze se pomooutkobnizi pitok plynu do reatni

nadobky.
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tis] fis}

Obr. 3.62:0brézek vlevo - nagveny signal, obrazek vpravo derivace r@emého signalu.

Vyména membrany a kalibrace kyslikoveé elektrody

Kyslikovou elektrodu tvo platinova elektroda, kter4 je zatavena ve sklestdbrna
refererni elektroda. Elektroda je vloZzena v nadobce s mé&nauw, napl@né do 2/3 roztokem
1M KCI. Pro spravnou funkci elektrody je nutné, abgmbrana filéhala k elektrod. Pri
vymené membrany se nadobka naghé 1M KCI naSroubuje na elektrodu. Sroubuje se,
dokud se neustali signél. To se sleduje gpir¥t zdznamu v programu Bioanalyzér. Musi se
dat pozor, aby nedoslo k protrzeni membrany.

Zarizeni lze kalibrovat vzhledem krovnovdzné konaentilO, v destilované vad
s kontrolou zbytkového proudu oxidacfigtanu. Tato kalibrace zavisi na atmosférickém
tlaku a teplog. Pro pesna rdreni Ize systém kalibrovat rozkladersC(A peroxidazou nebo
pridavkem @vytvo'enym chemickou reakci.

Na kalibraci se pipravi roztok sficitanu sodného rozpuitim 1g této chemikélie v 5ml
destilované vody. Do skleme reakni nadoby pistroje se napipetuje 5 ml destilované vody.
Spusti se michani a v programu Bioanalyzér se ispyseni. Po ustaleni se do nadobjda
200ul pipraveného roztoku Aritanu sodného. Po 30 — 60 s séd@ druhy gidavek 200 ul
siFicitanu sodného a po dalSich 30 — 60-atit piidavek. Signal by sednustalit na hodnat
okolo 0 nA.

3.5 Vyhodnoceni vysledk d

Vyhodnoceni nagienych hodnot je zpracovano v programu Excel. Progeavytvaen
jako Sablona, do niZz se n&fana data vlozi. Program pracuje s velkymi objemy. da
Proto vyzaduje vhodnou konfiguraci PC.

3.5.1 Obecné vilastnosti

a) Paradi listi urcuje postup vyhodnoceni. Cely proces vyhodnocerdzeilen do 12 list.
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List

Charakteristika

Vychozi data
Graf - data

VlozZeni vychozich nagitenych dat.
Automaticky vytvd@eny graf z vychozich dat.

Zadani parameira casovani experimentu do editovatelnych

Parametry vyhodnoceni tabulek, tabulka se  synchronizovanymdéasovanim

Synchronizace
Synchronizace 1
Synchronizace 2
Kalibrace
Vyhodnoceni
Vyhodnoceni 1
Vyhodnoceni 2
Produkce O, celkova
Produkce O, na buiku

experimentu.

Synchronizace naghenych dat s osvitem pro kontrolu.
Synchronizace naghenych dat s osvitem pro vzorek.
Synchronizace naghenych dat s osvitem pro standard.
Kalibrace proudu na koncentraci kysliku.

Vyhodnoceni produkce kysliku pro kontrolu.
Vyhodnoceni produkce kysliku pro vzorek.
Vyhodnoceni produkce kysliku pro standard.

Vysledny graf celkové produkce kysliku.

Vysledny graf produkce kyslikurigpasitané na jednu hiku.

b) Barevné rozliSeni buk.

Zelené biiky — editovatelné.

Zluté buiky — vysledky a mezivysledky.

Cervené bitky — editovatelné hiky, které se po spravném vypiri zmsni na zelené.

c) Grafy. Grafy maji peddefinované osy. e se stat, ze graf nic nezobrazajenutno

d)

zmenit forméat osy.

Uzivatelska Uprava programu. Pokud se nastavi paErgnmeieni a rozsahy grafpro
dané ndteni, které se bude opakovat, je mozZno nastaveriitujako Sablonu.
Vyhodnoceni potom pra@hne automaticky.

Jednotlivé faze mfeni. Program pracuje séeini skupinami dat - kontrola, vzorek
a standard. Kazda skupina je nezavisle vyhodnodépépad, Ze neni pouzit standard,
nebere se jemu odpovidajici list v ivahu. Kontrajeistym fasam odpovidaji listy
Synchronizace a Vyhodnoceni Vzorku, tj. neznamé latcefigané kcistym fasam
odpovidaji listySynchronizace 1laVyhodnoceni 1 Standardu, tj. latce o znaméwgtinku
narasy nalezi listysynchronizace 2aVyhodnoceni 2

3.5.2 Postup vyhodnoceni

3.5.2.1 VlozZeni dat

* Vymazat pedesla data v listWychozi data.

» Vychozi data oteiit z textového souboru v novém souboru Excel.



e Zobrazeni Rivodce importem textu — 2 x DalSi, potéiggnit a zmnit Oddilovad
desetinnych mist garky na téku, nakonec Dokafit.

» Nakopirovat (Ctrl + ¢) vychozi data a vlozit (Ctrlv) do buiky Al v Sablog pies
funkci Vlozit (V) (obr. 3.63)

ntingencni Tabulka | Obrazek Klipart Obrazce Smart
ulka + -

K
Tabi

abul  rial S0 - AT 4 S o gy
A

BLEO-A-H-wiHd
1 1
2 & Vjmout
3 B3 Kopirovat ..
: Viozit (V)
B
T
8
9
10 Odstranit...
il Vymazat obsah
12
13 Eiltr

Obr. 3.63: Pouzita funkce pro vloZeni n&renych hodnot.

3.5.2.2 Kontrola naméifenych udaii
Po vloZeni vychozich dat je v lis@@raf — data mozna kontrola gibéhu mefeni podle
automaticky upraveného grafu, ktery graficky zné&mg@ nov vloZzena data.

3.5.2.3 List Vychozi data

List Vychozi data obsahuje data ziskana Zzieni, ktera budou vyhodnocenaie®
vloZenim novych dat se nejprve musi vymazat déagsla (viz 3.5.2.1 VloZeni dat). Pro
spravnou funkci automatickychigpaita je dilezité, aby na konci vychozich dat byla
smazéna hika RESULT spolu s dalSimi poznamkami. JestliZze zéstane text, osa x u Graf
— data nebude §ase [s], ale ¥ase [bodech], a to by potom tgmbilo chyby v dalSich
vypoétech.

ZaveEhos1 Drowdu na S88e PRO FUENY pomer Svella IMa

[} 20 o s B tnjan [E 100 sean sedan 20900

71 |

] |
-1 /'- 'I/wl I J"{-‘ IF 'II./“' .'I.

Obr. 3.64: Graf — data.
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3.5.2.1 List Graf - data

List Graf - data obsahuje graf na#henych hodnot, ktery se automaticky aktualizuje
v zavislosti na vloZzenych vychozich datech (ol#43.Podle pdtby se upravi gfitko osy x
a y tak, aby byl graf ddb rozvrzen. Po kontrole zaktualizovaného grafu #gdp na
nésleduijici lisParametry vyhodnoceni

3.5.2.2 List Parametry vyhodnoceni
V listu Parametry vyhodnoceni se nachazi 5 tabulek, kde utabulek A a B se luprav
parametry nieni podle jeho aktualniho provedeni (obr. 3.65)st Limoiuje zadani
parameti, pri nichZ bylo néfeni provedeno.

A B D

Zakladni parametry méfeni Zadané éasovani experimentu Synchronizované £asovani experimentu
n Syni [ Syn2 [ sy Syn1 Syn 2
300 [s 300 300 300 |s

300 300 |[s Trvdnitemné fize] 300 300 300 [s
600 600 |5 Trvani periody 600 600 s
Start osvitu| 5975 s

Pocet sérill 5 10

odet el
Potal e; hledani maxmin] =20 s I s
Zkraceniintervalul B, 03 | s
s s
Aprox. exponencialyl = 0,1 0.1 0,02 Zakatek exp abs E‘ s
Aprox. exponencialy] 0,6 0,6 0,19 Zatatek exp abs. 180

Obr. 3.65: Tabulky \ listu Parametry vyhodnoce

Podle provedenéhodteni se doplni parametry:
» vzorkovani;
* pocet jedind tas;
* teplota;
o tlak;
» koncentrace kysliku;
* objem vzorku;
e trvani osvitu;
e trvani temné faze;
o za&atek osvitu;

*  pocet sérii.

Vzorkovani musi byt zvolené tak, aby ziskanygiodat nepesahnul 30 000. Trvani
periody je automaticky sdéet trvani osvitu a trvani tmy. Koncentrace kysl{kumol/l] za
normalniho parcialniho tlaku 101325 Pa, settale ilozené tabulky 3.2. Rozpustnost €a
normélniho tlaku (1,01325 - 1®a), podle teploty, ipkteré bylo nsteni provedeno. Ret
sérii se zadava podle nastaveni experimentu ndbe j&it z listu experimentalni data.

Zacatek osvitu se zadava podle protokoléremi. Lze jej zjistit takeé z grafu v list@raf -
data. Je to hodnota ziskana z maxima prvniho piku. &ipkySi se najede na vrchol piku a
poté se samovodobjevi ukazatel, kdetslo“ je hodnota z&tku osvitu (obr. 3.66).
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Aannm/
%\ﬁﬁ_\—(%—\wjﬁﬁi\\ Maximalni  hodnota
| | H{ prvniho  piku = zeatek

i IEIRIERIRE osvitu

Obr. 3.66: Zjisteni za&atku osviw.

Proud [nA]

V tabulce C se nachézi parametéatek hledani max/min ktery stanovuje, Ze minimum
a maximum se hleda v intervalu, kteryired nap. 20 bod: pied zahjenim osvitu. Dale je
v tabulce uveden parametkraceni intervalu, ktery uguje druhou mez intervalu, ve kterém
se hleda maximum a minimum, jako podil z celé dobyitu a tmy. DalSimi uvedenymi
parametry jsouaproximace exponencialy(v grafu Vyhodnoceni znazaofma jako zelené
body) uréujici interval, ve kterém se provadi aproximaceojglodil délky intervalu temné
faze. Ri vyhodnoceni je dlezité, aby aproximace exponencidly nebyla v z&pdrn
hodnotach (uteni podle 2. grafu v listech Vyhodnoceni).

Méteni je velmi citlivé na&asovani. Drobné négsnosti Wasovani, které se projevuji na

raiznych PC, mohou Zgobit chyby. Proto je nutno n&iena data synchronizovat s osvitem.
Po upraveni Synchronizace se upravené parametrgzobtabulce D (obr. 3.67).

A B D

Zaidadni parametry méfeni Zadané Easovani experimentu Synchronizované £asovani experimentu

m Syn1 Syn2
300 300

300 300 |s
600 600 |s
6000

10

ocel séri]
PnEé;eEmeda’m’maxme 20 s
Zkraceni intervalul O 03
s s
Aprox. exponencialyl 04 01 002 Zatatek exp abs E‘ s
Aprox. exponencialy] " 0,6 0,6 0,19 Zatatek exp abs 180

Obr. 3.67: Tabulky v listu Parametry vyhodnoceni

Po Upra¥ parametit se postupuje dale k listu Synchronizace, naslelynichronizace 1 a
Synchronizace 2.

3.5.2.3 List Synchronizace

List Synchronizace obsahuje 3 grafy a jednu editovatelnou tabulkur.(@&68), ktera
slouzi k zadani paramétrpii nichZ bylo néteni provedeno. Graf A umaidje synchronizaci
prvni odezvy na osvit. Graf B umiaje synchronizaci posledni odezvy na osvit. Graf C
zobrazuje cely gibéh méteni kontroly. Ped synchronizaci grafje dilezité upravit nititka
os tak, aby byl graf ddb rozlozen.

Do tabulky se zadavajasy:
e Start osvitu [s]

e Trvani s¢tla [s]
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e Trvani tmy [s]
Jejich nastavenim se synchronizuj&emi a osvit.

Start osvitu |t svétlo |ttma |po¢. serii] | Start osvitu|t svétlo [t tma pog. serii
| sil st st o body]| [body]| [body] [body]!
| 3000 | 300 5 2987 | 750 750 1500
1200 3000 | 300 [ s |

Clk. pocet

7500

Obr. 3.6& Grafy a tabulky listu Synchronizac

Ve druhé tabulce jsou vysledné hodnoty, které jswadeny ve zrtenych ¢asovych
bodech (poet bodi = ¢as / vzorkovani).

Razova osa definuje trvani osvitu (obr. 3.69). defipsti urcuje délka sutla a délka tmy.
Zadanim novych vychozich dat, dojde k vychyleniupikiizové osy, ktera protind pik
v maximalni a minimalni hodnbtkoncentrace kyslikudnem osvitu. Sétlo se musi vzdy
synchronizovat se spravnou odezvou signalu. Pokedpsohodi s#tlo a tma, Ize
synchronizaci proveést, ale vysledky budou zceldboRy

g

/

a a
250 -150 -0 il 150 250 350 450 550

Obr. 3.69: Grafické rozliSeni osvitu a tmy v grafech

V grafu A (prvni osvit) je tllezité synchronizovat pik Upravou hodnoty parameteut
osvitu (prvni tabulka, start osvitu) do rozme#zové osy. Jestlize je pik vychylen doprava od
raZové osy, potom se musi hodnota startu osvitu z¢#y8p. z hodnoty 740 na 767). Hodnota
start osvitu se zvySuje do té doby, nez je mininaumaximum piku v rozmezfizové osy
(obr. 3.70).
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Obr. 3.70: Synchronizace startu osvitu.

Jestlize, je pik vychylen doleva, je nutné hodnpawametru start osvitu snizit tak, aby
minimum a maximum piku protinalézovou osu (obr. 3.71).

A-Prvniosvit A-Pruniosvit
om0 — gl T P
2 S 0
- > o]
220 0

g 2m ™ \

T 5 —> \ /
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. A - \

230 * 2210 \
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2 ° 20

s tboty] oo

Obr. 3.71: Synchronizace startu osvitu.

Po upraveni grafu A (prvni osvit) se upravi podolbrgraf B (posledni osvitu), aby
maximum a minimum piku protinalédzovou osu. Pro upraveni polohy piku sénirhodnota
parametrurvani tmy. Jestlize je pik vychylen doprava agové osy, hodnota trvani tmy se

bude navySovat (n&pz hodnoty 660 na 666) (obr. 3.72).

8 - Posledni osvit B -Posledni osvit
e e
0 0 50 B 1650
2180 2150 \
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Obr. 3.72 Synchronizace posledniho osvitu.

Jestlize je pik vychylen doleva of@iZzové osy, hodnota trvani tmy se naopak bude podle
potreby snizovat (obr. 3.73).
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Obr. 3.73: Synchronizace posledniho osvitu.

Jakmile upravime grafy A a B, &nby se automaticky upravit graf C, znaxajici cely
prabéh meieni.

Pro kazdy osvit se v grafu C automaticky stanovkimalni a minimalni koncentrace
kysliku, ktera je znazo#macervenymi body. NMize se stat, Ze dojde k jejich vychyleni (obr.
3.74). Uprava maxima a minima je mozna v liBarametry vyhodnocenizménou hodnoty
zkraceni intervalu (podle poteby zvysit nebo snizit). Hodnota zkraceni intenaddinuje,

v jakém rozgti piku ma program hledat maximum a minimum koneeg Kysliku.

AlAAL Ay
W — N
VLT | IR

Obr. 3.74: Uprava maxima a minima.

Postup synchronizace na&fanych dat pro vzorek Sfgnchronizace )} a standard
(Synchronizace 2 se provadi stefnjako pro kontrolu $ynchronizacg.

3.5.2.4 List Kalibrace

Kalibrace je proces,ipkterém dojde ke kalibraci proudu na koncentraaliku. V prvni
tabulceData pired 1. osvitemje automaticky stanoven interval, ¥mz se provadi kalibrace.
Interval z&in& 800 narérenych bod pired zahdjenim osvitu a k&in200 nansrenych bod po
prvnim osvitu. Editovatelnd data uniodi zadat parametry kalibrace a zobrazit jeji ppstu
(obr. 3.75).

Data pred 1. osvitem|

Data pro kalibraci
Zacatek |konec |z zobrazeni |z. kalibrace [k. kalibrace [k.zobrazeni}
sil  s)f qsif qsi [s)l  [s]]

875

Obr. 3.75: Tabulka v listu Kalibrace.

» Z. zobrazeni— udava z&atek zobrazeni proloZzenéimpky. LeZici v intervalu (zgtek ...
konec) (nap 367 ... 767 s).



e Z. kalibrace — zaatek intervalu ve kterém se proklada odeztiemkou. LeZi v intervalu
(zacatek ... konec) (nap367 ... 767 s).

» K. kalibrace — konec intervalu, ve kterém se proklada odezimkmu. LeZi v intervalu
(zatéatek ... konec) (nap367 ... 767 s).

» K. zobrazeni— konec intervalu, ve kterém s#mka zobrazi.

Napriklad rozgti pro dosazeni hodnot pro kalibraci jsou 367 — ({Bata fed 1. osvitem).
Jestlize je znamo ro#f, dosadi se libovolné hodnoty do Bkre. zobrazeni, z. kalibrace a k.
kalibrace vc¢asti Data pro kalibraci. VZzdy se dosazuji takovératy, aby byla kalibrace
provedena v ustélené faziéreni. Posledni hodnotu parametru k. zobrazeni d{saeu
vétSinou vysSi nez je tené rozpti, aby bylo mozno vidt, jak se projevi osvitas.

Po dosazeni hodnot se na grafu zobtariena pimka, ktera znazéuje Usek kalibrace a
dva zelené body, kteréauji positané rozpti kalibrace.Cerny bod je misto, ve kterém dojde
ke kalibraci, a pro ktery se vypita proud. Vysledna kalibéai konstanta je podil
koncentrace kysliku opravené na aktualni atmosfgritak a proudu v okamziku zahajeni
osvitu (obr. 3.76). Proud je do kalibraho bodu extrapolovan. Vyptem kalibr&ni
konstanty je kalibrace dokoéena.

Koncentrace O, pied 1. osvitem

-2100

Proud [na]

-2200 / \\-’/‘

-2300

0 100 200 300 400 500 600

Cas [body]

Obr. 3.76: Graf kalibrace.

Druha, needitovatelna tabulka vyhodnocuje zavigbostidu natase (obr. 3.78). Zavislost
proudu natase je aproximovana metodou nejmensgielrai mezi body z. kalibrace (659) a
k. kalibrace (677). Potom je proud extrapolovanbddu O, v 8mz je zahajen osvit (693).
Extrapolovany proud (proud pro kalibraci), - 214hA) je pouZit pro vypet kalibra&ni
konstanty. Kalibrani konstanta je wena jako podil rovnovazné koncentrace kysliku a ji
odpovidajicimu proudu.
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Popis vyhodnocované oblasti v mérenych bodech

Data pred 1. osvitem Data pro Kalibraci
Zacatek konec |z. zobrazeni|z. kahbrac% k. kalibrace | k.zobrazeni
[body] [body] [body] [body] [body] [body]
2188 799 63 437 | 687 962

Regrese
_0.0046482| -1244,52266

Proud pro Kalibraci [pA
-1238,974509

Kalibrac

T Konstanta (i
~0,181601799

Obr. 3.78: Needitovatelna tabulk

3.5.2.5 List Vyhodnoceni

Po uspgsSném dokodeni kalibrace je moZno pracovat s listyhodnoceni podobr jako u
lista Synchronizace, Synchronizace 1 a Synchronizadeis®.Vyhodnoceni vyhodnocuje
data, kter4 popisuji pbéh nmeteni vzorku bez fidani toxické latky (fotosyntézaas
v normalnich podminkach), nebo tak&st n€feni, kdy dochazi k ustalenfas ped
experimentem. Nasledujici li8tyhodnoceni 1se vztahuje kKasti neteni, kdy byla ke vzorku
fas ffidana sledovana neznama toxicka latka (oélnnias neznamou latkou). List
Vyhodnoceni 2 zpracovava wieni, kdy ke sledovanému vzorku byléidana standartni
toxicka latka (ovliveni fas znamou latkou), u které je znanmisqbeni naasy (nap. Uhynias
ve vzorku). ListyWyhodnoceni 1aVyhodnoceni 2jsou v Upra¥ hodnot a graf stejné jako
list Vyhodnoceni

Na listu Vyhodnocenise nachaziiittabulky a ti grafy. Po UspdSné synchronizaci dat se
vyhodnoceni vytvii automaticky. Ribéh vyhodnoceni se #ie ovlivnit parametrem
pramér, kdy znénou hodnoty se fize nenit ustédlena koncentrace kysliku (obr. 3.79).

6l Isl Isl [ Jum
347 122,0 240 1 733

N———"
Obr. 3.79: Tabulka s moZnosti Gpravytpnéru.

start osvitu | tsvetlo ttma poc. serii ) prumer >

Prvni graf znazaiuje praibéh koncentrace kysliku. Pro vyhodnoceni je vSakita znéna
koncentrace kysliku jeho produkeisami.

V listu Parametry méieni jsou uvedeny parametgproximace exponencialy které jsou
v grafu znazorény zelenymi body. Parametry aproximace exponenciglyji 2 body, uéené
jako podil délky trvani intervalu bez osvitu (0,1686 .... 0,4 x 666), v nichZ je navrat
koncentrace kysliku do rovnovazného stavu popspaorencialou.

Pii méieni produkujifasy Ehem osvitu kyslik. Jakmile produkce kysliku vzrosigd
ustalenou hodnotu, je nicst koncentrace kysliku oslabovan tim, Ze plyn nadrkem jej
odkierpava. Kdyz festane osvit, tak se znazorni procesegaani a diky aproximaci
exponencialou se zjistiasova konstanta poklesu kysliku a pak s&emopravit produkce
kysliku fasami a zjisti se realna produkce kyshfagami (odgita se tok kysliku z kapaliny do
okoli).

Druhy graf znazawje ode€tenou koncentraci kysliku po provedeni aproximace
exponenciadly a znaztwje tak ustadlenou hodnotu koncentrace Kkysliku. reldody
znazotiuji aproximace exponencialy,aujici interval, ve kterém se provadi aproximacenjak
podil délky intervalu temné faze. Pro spravné vylmmeni je dlezité, aby hodnoty
aproximace (zelené body) byly v kladnych hodnotdchtoze zaporné hodnoty bytmwmbily



chyby ve vyhodnoceni (obr. 3.80). Posun aproximeoekladnych hodnot provedeme
snizenim hodnoty gméru, ktery se nachazi v prvni tabulce.

Prib&h koncentrace kysliku

2232-1 400 964 1408— 1900 —240 2900 3400 3900 4400 sdon
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Obr. 3.80: Druhy graf listu Vyhodnoceni.

Vysledkem pepaitu jsou d¥ tabulky uvadjici realnou produkci kyslikiiasami v objemu
bioreaktoru a jednou kikou fasy a graf, ktery realnou produkci kyslikasami a jednou
bunkoutasy vyobrazuje graficky (obr. 3.81).

Produkce kysiku Produkce kysiiku ffasu . .
umol’s. G

2,01275E-06 1,15014E-12
21957806 [ osametz |
3,15097E-07 1,80055€-13
3,13207E-07 1,78975€-13

RT———

Produkce kysts a1 buku [ymots]

:::::::

Obr. 3.81: Vysledné tabulky a graf.

3.5.2.6 List Produkce Q celkova a list Produkce ©£na buiku

Posledni dva listy shrnuji vysledky. Zobrazuji prec kysliku v zavislosti n&ase pro
kontrolu, vzorek a standard. LiBrodukce O, celkovéa zobrazuje vysledek pro cely soubor
fas a listProdukce O, na buiiku jej zobrazuje pepcaitany na jedndtasu (obr. 3.82).

Produkce kysliku v zévislosti na tase Produkce kysliku v zévislosti na case

.
¥ *

+

4

Celkovi produkce kysliku [ymolis]
Celkovi produkce kysliku [ymolis/buiika]

200610 f
10

000€+00

Obr. 3.82: Celkové vysledné grat

V listu Produkce O, celkovaje shrnuto vyhodnoceni produkce kysliku kolaiais, ktera
je umistna v reakni nadobce. Produkce je stanovenanwl dwma postupy. V prvnim je
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vypoctena pimeérna produkce kyslikdkasami na zakladcelého ndfeni odezvy na jeden
swtelny pulz. K néfeni je poteba, aby se po &elném pulzu systém vratil daipodniho
rovnovazneho stavu. To vSak znamena, Ze faze $atianusi byt dostate¢ dlouha. To
prodluZuje ndteni acini ho mér efektivnim. DalSii kiivky ukazuji produkci kysliku, kdy
je jeho koncentrace korigovana na rovnovaznou kunaei kysliku bezias extrapolaci
exponencialni funkci. Vzhledem k tomu, Ze rovneakoncentrace je extrapolovana, neni
nutnoc¢ekat na ustaleni signalu a&fani je rychlejSi a stabijsi. (korigované kivky)

V listu Produkce O, na buiku je vysledna produkce kyslikuigpaiitana na jednoho
jedincefasy. Tim je signal normalizovany afani je mozno srovnavat. & jedind fas
se zadava v listu Parametry vyhodnoceni.

3.5.2.7 List Shrnuti vysledku

Cely vyhodnocovaci program umiafe zkuSenému uzivateli kontrolovat jednotlivé kyok
vyhodnoceni. Pro rutinni vyuZiti je vSak takovy fops neprakticky. Proto je vyhodnoceni
ukonteno listemShrnuti vyhodnoceni Standardni praktické vyhodnoceni potom ¢ép
pouze ve vloZzeni naftenych dat do listu 1 a zhodnoceni shrnuti vysied¥ standardnim
postupu vSechny listyistavaji stejné a neni geba n&nit parametry vyhodnoceni ani
analyzovat mezivysledky zobrazené n&idh listech. Vysledku jsouigpditeny na jednu
bunku.

Vysledky jsou zobrazeny véech tabulkdch pro kontrolu, vzorek a standard (8t83).
V kazdém poli je provedena analyza trendu vyvojedpkce kysliku linearni regresi. (Pole
Regrese) a fimérna produkce kysliku pro kontrolu, vzorek a staddar

Vyhodnocené vysledky jsou pouzity pro vy¢ebinhibice vzorkem a standardem. Inhibice
se p&ita podle vzorce

(e, -&)100
e

Kde e je stedni hodnota odp@di v kontrole, gje stedni hodnota odpe@di v testované
koncentraci toxikantu. Maximalni inhibice je 100%.piipadt stimulace jsou hodnoty
inhibice zaporné.

I = [%]

Druhym parametrem charakterizujici vysledek je tnatd inhibice kontroly, vzorku
a standardu. Relativni inhibice je stanovena jakesrsice poklesu produkce kysliku
extrapolovana Kasu pidani vzorku (kontroly, standardu) vztazena k piailukysliku
extrapolované Kasu gidani vzorku (kontroly, standardu).

Vyhodnoceni na zaklad inhibice

Jestlize je procento inhibice vzorku vysSi nez pmbo inhibice standardu, je celkoveé
toxické pisobeni na jedinciasy vySSi nezisobeni standardu.

Jestlize je procento inhibice vzorku nizSi nez prao inhibice standardu, je celkové
toxické pisobeni na jedinc&sy niZSi nezysobeni standardu.

Volbou standardu je mozno semikvantitativposoudit toxicitu. Mieni je ve svém
principu zaloZzeno na srovnaniigobeni znamé toxické latky na kolorfas a fisobeni
neznamého vzorkuigobiciho na koloniias ve stejnych podminkach.



Shrnuti vysledki

Kontrola Vzorek Standard
regrese regrese regrese
p= a‘tauth p= a‘tauth p= a*tautb
a a a

[umol/s*2] Jumol/s] [umol/s»2] [umaol/s] [umol/s2] [umaolis]

4,98E-14 1,69E-10 1,10E-14 4,07TE-10 740E-15 4,10E-10

priamér a SD priamér a 5D pramér a SD

primér SD % prameér SD % pramér SD %
[umal/s] [umol/s] [umol/s] [umol/s] [umaol/s] [umol/s]

2,38E10 4,48E-11 18,8 4,38E-10 2,07E-11 4,7 4,51E10 2,59E-11 58

inhibice Vzorek / Kontrola [%] | 83,7 inhibice Standard/ Kontrola [%] | 89,2

relinhibice [1/s] 2,94E-04 rel inhibice [1/s] 2,69E-05 rel inhibice [1/s] 1,80E-05

Obr. 3.83: Tabulky obsahujici vysledky &feni.

Vyhodnoceni na zaklaé relativni inhibice
Vysledkem jsouit relativni inhibice:

* ¢ - relativni inhibice kontroly
* 1y - relativni inhibice vzorku
* rg - relativni inhibice standardu

Mozné vysledky jsou uvedeny v tab. 3.6. Relativmiilbice umo#uje podrobgjsi a

s

Tab. 3.6: Mozné vysledky &eni produkce kysliku.

Mk ry rs ry=g Popis Toxicita Chyba
Kontrola detekujetrstias. Vzorek Chybnéredni
>0 >0 >0 - . o -
a standard stimulujiistias. standardu.
Vzorek

>0 >0 <0 ) Vzorek stlmuluplhcstrvas. stimuluje i
Kontrola detekujeirstias.

fasy.
Vzorek inhibuje produkci kysliku. Podezeni . .
>0 <0 >0 - Standard stimulujeistfas. na Chybnéredeni
SN o standardu.
Kontrola detekujetrstias. toxicitu.
Vzorek inhibujefasy vice nez
standard. Lze kvalitativn Toxicky
>0 <0 <0 U=Ts " 5dhadnout toxicitu. Kontrola vzorek. i
detekuje #@istias.
Vzorek inhibujefasy mén nez .
standard. Kontrola detekujést Podezeni
>0 <0 <0 (>rs , .. v na -
fas. Podezni na toxicitu, nizsi .-~
SR toxicitu.
nez toxicita standardu.
Vzorek a standard stimulujiist Chybnéredni
<0 >0 >0 fas, vysoka koncentraé¢as. - standardu. Vysoka
Kontrola je inhibovéna. koncentracéas.
<0 >0 >0 K> Vzorek a standard stimulufist Vzorek -
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1% ry ls ry=ls Popis Toxicita Chyba
-1E-5 fas, vysoka koncentradas. neni
Kontrola je inhibovana. toxicky
Vzorek stimuluje @istias. Kontaminace
<0 >0 <0 Kontrola inhibuje. i realéni nadobky.
Vzorek Vysoka
r«> Vzorek stimuluje #istias. : : koncentracéas.
<0 >0 <0 L stimuluje .
-1E-5 Kontrola inhibuje. fas Kontaminace
y reakéni nadobky.
Vzorek inhibuje produkci kysliku. g%%g%i&m
<0 <0 >0 Standard stimulujeistias. - .
BT Kontaminace
Kontrola je inhibovana. .
realéni nadobky.
Vzorek inhibuje produkci kysliku. o . .
<0 <0 >0 > Standard stimulujeist fas. Toxicky  Chybnérectni
-1E-5 T . vzorek. standardu.
Kontrola je inhibovana.
f<r Vzorek inhibujefasy vice nez
<0 <0 <0 v='S  standard. Lze kvalitativn ) Kontaminace
f> odhadnout toxicitu. Kontrola reakéni nddobky.
K~ 'S inhibujetasy.
VSTs Vzorek inhibujerasy vice nez
standard. Lze kvalitativn Toxicky
<0 <0 <0 p‘irs odhadnout toxicitu. Kontrola vzorek. i
K . - -y
“1E-5 inhibujetasy.
r<rs TR i Kontaminace
<0 <0 <O <l Kontrola — inhibiceras. reakéni nadobky.
fsr Vzorek inhibujefasy még nez
<0 <0 <0 v~ 'S standard. Kontrola detekuje Kontaminace
fs inhibici. Pode#eni na toxicitu, realéni nadobky.
K” V' niz&i neZ toxicita standardu.
r>rg .
<0 <0 <O Kontrola detekuje inhibici. - Kontaminace

rk<r5

realéni nadobky.




4 Srovnani novosti postup

ZnegiStovani zivotniho prosedi dosahuje v séasné dob takového stupf) Ze soustavna
a selektivni kontrola latek kontaminujicich ovzdu&du a fidu se stava té# nemoznou.
Vyznamnym faktorem negati¥novliviujicim kvalitu Zivotniho progedi se stala doprava,
zejména v fsledku naistu gepravnich vykof po vstupuCR do EU (Adamec et al., 2008).
V souwasné dob se v této souvislosti hovionegastji ve spojitosti se zr@sténim ovzdusi
prostednictvim emisi, kdy do Zivotniho préstli vstupuje nejenom cel@da plynnych
Skodlivin (Yli-Tuomi et al., 2005; Hueglin et aR006; Ho et al., 2007), ale zvySuji se také
obsahy pevnychastic (PM) a na&vazanych¢asto velmi nebezgaych Skodlivin, jako jsou
polyaromatické uhlovodiky (Harrison et al., 200&pa rizikové prvky (Lough et al., 2005;
Valius et al, 2005) a&&kké kovy (Gomez et al., 2001). Nezanedbatelny gk \waké podil na
znetisténi dalSich slozek zivotniho prestli jako jsou nap podzemni (Legret et al., 2005;
Licbinsky et al., 2007) a povrchové vody (Shinya et2000; Smit et al., 2000)5ida, biota
(Tuh&kova et al.,, 2001). Zatimco vySe uvedendésledky jsou spojovany spiSe
s dlouhodobjSimi negativnimi vlivy, se viistajici mobilitou stoupa i et akutnich
nadhodnych znasténi v podolks havérii. Tyto, zejménaip piepra¥ nebezpénych ci,
mohou mit pro Zivotni prostdi dalekosahlé nasledky (K¢ak et al., 2000).

Znegisteni zivotniho prosedi dopravou je sledovano standardnimi analytickyositupy a
toxikologickymi testy v laboratich, coz je v fipact zabezpé&ovani pravidelného sledovani
velmi nar@éné zejména z pohledu velk&asové narnosti a nutnosti vlastnit specialni
piistrojové vybaveni a disponovat stimto spojenoualiti odbornou obsluhou.
Vychodiskem niZe byt aplikace biologickych téstpro sledovani zrsténi Zivotniho
prostedi. Vyhoda biologickych testspaiva v tom, Zze umailji celkovou detekci jssobeni
chemickych latek na Zivotni praéetli a dokonce jsou schopnyeiih i ty Skodlivé latky,
jejichz klasickd analyza neni metodicky zviadnuie, jejichz spolénym rysem je toxickeé
pasobeni na citlivy organismus. Navic tim, Ze dopraviiviiuje &tSinu ekosystéfi) vznika
velmi Siroka Skala potenci@lnmoznych interakci mezi chemickymi latkami @&zmymi
matricemi v rozmanitych ekosystémech. Pokud zvaidej@st fakt, Ze neustale roste qmi
chemickych latek, které roen prostednictvim dopravy ovliiuji negativié Zivotni prostedi
a navic je neustale ro¥dvana i dopravni infrastruktura, stala se kompleklzisicka
chemicka analyza metod@éasow velmi nar@énou, nakladnou a z tohoto pohledu neefektivni.
Stejre tak toxikologické testy indikujici vliv zr&téného prosedi na Zivé organismy
provad¢né v laborattich jsou, stejgi jako chemické analyzy, wipad zabezpé&eni
pravidelného sledovani velmi néreé a to také vitsledku nutnosti vlastnit specialni
piistrojové vybaveni a s tim spojenou kvalitni odiborebsluhu. Metody a Baeni, které by
mohly nahradit vySe zméné postupy P zachovani fijatelnych vypovidajicich schopnosti,
vSak dosud nebyly vyvinuty.

Z odborné literatury je zndmo vyuzivaihiznych tym senzoi pro stanoveni kontaminace
Zivotniho prostedi tiznymi typy latek. \étSinou jsou to zidzeni vyvinuta v ramcitznych
vyzkumnych aktivit, komeiné nevyuzivana a specializovana n&ityr typ latky, pipadré
vice latek. Nap v Japonsku vyvinuli inovativni senzor na standvkontaminace par n-
hexanem, chloroformem, fenolem, benzenem (Tsuboledwh, 2001, Iwata et al., 2006). Byl
popsan odolny opticky senzor pro sledovani obshitkovin v ovzduSi (Starodub et al.,
2000), inovativni senzory pro stanovegkavych organickych latek (toluen, ethylbenzen, p-
xylen, o-xylen) ve vyfukovych plynech spalovacihesgloveého motoru (Capone et al., 2008)
i ve volném ovzdusi v podébpienosného Z&eni, které je mozné vyuzit i ke sledovani
koncentraci dalSich organickych Skodlivin jako j$mtiony, chlorované uhlovodiky, aromaty,
parafiny a alkoholy (Fang et al.,1999). DalSi slok# stanoveni koncentraciéamych
Skodlivin (CO, @Q, NO) (Baraton et al., 2004) nebo N SQ (Kim et al., 2008) ve W§3im



ovzduSi. Jsou popsany raan senzory na stanoveni vybranych latek v dalSich
environmentalnich matricich, jako rapsenzory sledujici kontaminaci pitné vody ve
vodovodu pesticidy, alkaloidy, bakteriemi a chlemnd rt'nym. (Yang et al., 2009§i
systémy na bazi potenciomitipro kontinualni rdeni obsafh amoniaku a dushani

v podzemnich vodach (Sander et al., 1993). Exisknpzory na stanoveni vlastnosidgako

je drsnost povrchu a nespojitost v iapovrchu, které odrazi obsah organické hmotydép
(Elliott et al., 1996) i multisensorové systéemynmérré uréené pro monitoring zieteni
piirodnich vod (Rudnitskaya et al., 2001). VySe popspy senzdr pracuji na principech
elektrochemie.

Biosenzory vyuZivajici k indikaci zogteni Zivotniho prosedi nefeni ukité veliciny
spojené s zivotni aktivitou organiimjsou vyuzivany vyhradn pii experimentech
v laboratdgich. Rikladem ntize byt opticky biosenzor pro dfeni herbicid ve vodéach
(Védrine, 2003) vetré odpadnich (Frense et al., 19983sovy biosenzor pro hodnoceni
toxicity vlivem znegisténi piirodnich vod (Campanella et al., 2001). Jsou znaowx?Z
biosenzory vyuzitelné ke stanoveritpmnosti par metanu v plynné fazi (Naessens a-Tran
Minh, 1998), perchloretylenu (tetrachlorethylene)fernt aerosai (Naessens a Tran-Minh,
1998) nebo khodnoceni toxicity chemikalii (antrgziDCMU) mefenim  Kkysliku
produkovaného fotosyntézaas (Shitanda et al., 2009). Popsany byly také bhimmy ke
stanoveni fitomnosti anorganickych latek jako maCu** (Alpat et al., 2007, Alpat et al.,
2008) nebo&Zkych kowa (Durrieu, 2002).

Béhem posledniho desetileti byla vyvinutada biosenzdr které slouzily k detekci
herbicidi, téZkych kowi, volatilnich organickych latek a dokonce i bojokylétek. Jejich
hlavni vyhodou je, Ze umaaji rychlé a opakované dfeni bez narné gipravy vzorku.
VSechna tato Z&eni maji biomaterial (n&pbuiky fas, sinic, mikroorganist) imobilizovan
v matrici, kterd zabrauje jeho vyluhovani bez redukce stability a akyivourek. Imobilizace
je limitujicim krokem, protoZe materidly pro imakéci musi byt netoxické pro Zivé fiky a
dostatén¢ stabilni (Lagarde a Jaffrezic-Renault, 2011)fehRed pouziti dznych
celoburgénych organism a metod imobilizace ip konstrukci biosenzar shrnuji ¢lanky
Eltzova a Markse , 2011, Lagarde a Jaffrezic-Régna0iL1a Brayner et al., 2011. Durrieu et
al., 2015 pedstavuje novou techniku imobilizace blkn fas enkapsulaci bk
v translucidnim anorganickém hydrogelu, coz uitge zlepSit vykon dchto biosenzai.
Navrzeny biosenzor byl testovan na detekci chencick{atek v ngstskych defovych
vodach.

VétSina imobiliz&nich technik je ireverzibilni. Posledni vyvoj &mje k pouzivani
nana@astic i imobilizaci, coZz umoZznuje zlepsit citlivost a Bii#&u biosenzoti. Jsou popsany
biosenzory vytviené kombinaci mikrobialnich beék's fiznymi nanomaterialy (Séovicova
a Tkac, 2014). Nanomaterialy je mozné vyu#it kpnstrukci biosenzdr pro monitoring
Zivotniho prostedi (Durrieu et al., 2012). Je popsana imobilizasy Chlorella pyrenoidosa
pomoci magnetickych nasaéstic umo#ujici efektivni a reverzibilni imobilizaci bez viivna
bungcny metabolismus (Zamaleeva et al., 2011, Fakhretlial., 2010).

Vyvijené biosenzory jsouétSinou zandrené na detekci tité skupiny Skodlivych latek. Byl
vyvinut prenosny mikréasovy biosenzor zaloZzeny na pulzni amplitudové remiPAM),
slouzici ke sledovani koncentrace Cu v nadrzictzduéz et al., 2010). Pro detekéthkych
kova (Cu, Pb, Cd) a pestidid(kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4 — D) a chloiifys) byl
vyuzit fluorescetini biosenzor vytviieny imobilizaci sinice Anabaena torulosa na membran
celulézy a naneseni poly (2-hydroxethylmethakrylgshing et al., 2013). Stanoveni rtuti
v pritomnosti iontt stibra umoznil biosenzor, ktery vyuziva imobilizacenék zelenérasy
Chlorelly pes skelnou uhlikovou elektrodu (Singh a Mittal, 201Ampérometricky
biosenzor slouzici k detekci biologicky dostupnyohta téZkych kowa, jako je zinek, rad,



kadmium, kobalt a nikl, byl vyroben za pouZitisy Chlorella sp. zachycené v polymerni
membrag piimo pipojené k povrchu platinové elektrody (Singh a Mitt2012). Zheng et
al., 2012 vyvinuli mikrofluidni¢ip pro stanoveni toxicityégkych kowi, zaloZzeny na bazi
meéteni mobility mdskychtas. Byly vyvinuty tak&asové biosenzory pro detekci pestigid
které vyuZivaji jako biosnimaci prvek imobilizovaitasy (Ferro et al., 2012, Durrieu et al.,
2011, Husua et al. 2013, Rashkova et al., 2012).

V souwasné dob jsou znama pouze 2 itzeni nabizend na trhu respizie dostupné
vyuzivajici princip biosenzoru. Prvnim jéisiroj Algae Toximeter Il firmy bbe Moldaenke
GmbH (bbe = biological biophysical engineeringindecko), detektor toxicity vyuzivajici
fasy, ktery zaznamenava aktivitu Bkrias vystavenych gsobeni protékajiciho &eného
vzorku. Metoda je zaloZena nacéimni fluorescence chlorofylu. Druhym jetigiroj
SpeedyBreedy, respirometr detekujici a monitorujfékrobialni aktivitu stanovenou na
zaklad tlakovych zmén spojenych s vysmou plym, kterd je vysledkem mikrobialni
respirace.
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5 Popis uplatn éni certifikované metodiky

Metodika byla pojata jako dokument seznamujici atdle se spravnou aplikaci a
manipulaci s nay vyvinutym g@istrojem pro rychlou indikaci zidgténi riznych slozek
Zivotniho prostedi @i provadinych mefenich v praxi. Metodika tak nalezne Siroké upiatn
jak na praktickém, tak iadeckém poli psobnosti.

Speciélni a ptom ponterné jednoduchy fstroj indikujici vliv Skodlivin na Zivé organismy
dosud neni komeén¢ pouzivan, a proto je velmi dobryegapoklad k jeho vyuzivani firmami
pusobici v oblasti ochrany Zivotniho priesti, a to nejenom v souvislosti s vlivy dopravy na
Zivotni prostedi, ale i v jinych oblastech napre spojitosti s hodnocenim kvality vodnich
zdroja ¢i s vlivem pfimyslovych podnik. Pristroj spoléné s metodikou mohou vyuziti také
organy statni spravy a samospréinnymi v oblasti ochrany Zivotniho préstli k namatkove
¢i pravidelné kontrole stavu z&iéténi sloZzek Zivotniho prosdi.

Pristroj spolén¢ s touto metodikou bude ro¥h mozné vyuZzit v ramci vyzkumnych
projekti nékterych vysokych Skol nebo vyzkumnych pracéyi&zhledem k unikatni citlivosti
a rychlosti néteni.

Vyvinuté zdizeni \&. predloZzené metodiky ma vyznamnm$irSi uplaténi nez detekce
toxickych latek ve vzorcich Zivotniho presti. Ristroj lze pouzit nap pii vyrobé
chemickych latek resp.fipjejich hodnoceni v souladu s legislativou REAGkdy si miZze
vyrobce sam otestovat vliv vyré&té chemikalie na Zivé organismy. izzni lze pouzit
nejenom pro hodnoceni vlivu ifasy, ale i pro fesné nireni biochemické spitgby kysliku,
pro p'esné nireni chemické spitby kysliku, pro testytstu burk tkani, malych Zivéicha
spotebovavajicich nebo produkujicich kyslik (respiramegt pro testy sterility na zaklad
sledovani #istu mikroorganisrin nebo pro meni pomalych reakich rychlosti, v nichz se
meéni koncentrace kysliku (nBpEnzymoveé aktivity oxidaz).



6 Ekonomické aspekty

Metodika se zabyva aplikaci a manipulaci séhayvinutym gistrojem pro rychlou
indikaci zne&isteni riznych slozek Zzivotniho prasdi resp. moznych dopadna Zzivé
organismy. V sotasné dob se k hodnoceni moznych dogagheisteni na Zivé organismy
pouzivaji klasické laboratorni techniky resp. ekdtologické testy. Nicméh klasicky test
vyuzivajici aktivity fas, jehoZz obdobou je i vyvijenyigtroj, realizovany v laboratornich
podminkach stoji cca. 3 az 5 tis¢,Kez naklad na odkr a transport vzorku do laboragoa
navic trva 72 hodin. Zejména \ipact dlouhodobého monitoringu &tnosti test 12kréat
rocn¢é, coz je Bzny interval nap pii sledovani kvality povrchovych vod, je tak sledova
z&gZe velmi vyznamnou finami poloZzkou v rozp&u organizaci, které tyto aktivity
zabezpéuji. A nezanedbatelna je také velk@sova narénost vySe uvedeneho laboratorniho
postupu.

PredloZzena metodika fmasSi novou metodu umbdjici meéfeni integralniho vlivu
zneisténi na Zivotni progedi resp. dopadna Zivé organismy, kterd je obdob6$N EN
ISO 8692 :Je vSak rychlejSi (ccatknlik hodin vs. 72 hodin) aipsrjSi vzhledem k jeji
algoritmizaci a integraci do vyvinutéhaigtroje. To ji feduuje k vyuziti ve ¥tSim rozsahu
firmami pasobicimi v oblasti ochrany Zivotniho priesti a zejména také vipad, kdy je
nutné rychle, ale objekti¢nzhodnotit mozné dopady na Zivé organisngjaké nenadalé
udalosti jako nap nehody s Unikem nebezimgch latek do Zivotniho prasdi pro pijeti
piislusnych opaeni. V gipak realizace dlouhodobého monitoringu &s&ni
piedpokladame navratnost financi vynaloZzenych namgkigtroje i @i zahrnuti naklad na
jeho udrzbu nejpozii do 2 let i zachovani stejného intervalu testovani, aitaupazovani
monitoringu pouze na jedné lok&litNavic specialni afffom ponerné jednoduchy fistroj
indikujici vliv Skodlivin na Zivé organismy dosuém kome&né pouZzivan.
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