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ABSTRAKT

Tato bakaldiskd prace se zabyva méfenim a regulaci kysliku v atmosféfe a
v kapaliné uvniti bunécnych inkubatori. Vychazi ze stanovenych pozadavki( a
parametri zadanych laboratofi biofyziky FEKT VUT. V teoretické Casti jsou popsany
typy a principy senzorti. Hlavni ¢ast prace je zamétfena na ndvrh a naslednou realizaci
senzoru pro méfeni kysliku pomoci mikrokontroléru.

KLICOVA SLOVA

Bunécny inkubator, elektrochemické senzory, Clarkova elektroda, fluorescencni
barviva, mikrokontrolér, Arduino

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the measurement and regulation of oxygen in the
atmosphere and in liquid inside incubators for cell culture. It is based on specified
requirements and parameters set by the Laboratory of the Biophysics of the Faculty of
Electrical Engineering and Communication of BUT (FEKT VUT). In the theoretical
part, types and principles of sensors are described. The theoretical part describes the
types and principles of the sensors. The main part of the thesis is focused on the design
and subsequent realization of oxygen sensor using a microcontroller.

KEYWORDS

Cell incubator, electrochemical sensors, Clark electrode, fluorescent dyes,
microcontroller, Arduino
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UvoD

faktorti pro udrzovani zivota a rtstu (proliferaci) bunéénych kultur. V piipadé kolisani
koncentrace O, a s tim souvisejici koncentrace CO,, dochazi k bunécné smrti. Tento
proces je neobnovitelny.

Bunécné kultury dnes patii mezi zékladni techniky pouzivané v klinické praxi a ve
védeckém vyzkumu. Ziskavaji se izolaci bunék, jak zivocisného, tak rostlinného
puvodu. Prvni kulturu izolovanych bun¢k oznacujeme jako primarni kulturu neboli
primokulturu. Po namnozeni bunéénych kultur se pivodni kultura rozd¢li do novych
kultivacnich nadob. Tim ziskame sekundarni kulturu. Mnozeni primarnich kultur se
pouziva v ptipadé, ze k danému pokusu potfebujeme vétsi mnozstvi bunck. Takto
ziskavame smés bunck, ze které odd€lujeme pozadované buiiky. Nejjednodussi, i kdyz
ne zcela spolehlivou metodou, byva pouziti kultiva¢nich podminek, které umozni rast
pouze pozadovaného bunécného typu

Mezi kultivacni podminky muzeme zaradit koncentraci O, v atmosféfe a
v kapaling, ve které se buiky kultivuji. Méteni lokalnich koncentraci O, a gradientl ve
tkanich a v buiikach je dilezité pro oblast vyzkumu, jako je metabolismus rakoviny,
neuroscience, u¢inky hypoxie na bunééné fyziologie, biomedicinskych pfistrojii a hojeni
ran. Méfeni a regulaci koncentrace O, zajisStujeme pomoci jednoho ¢i vice senzoru.

Historie senzort sahd do roku 1985, kdy C.R.Lowe piedpokladal, ze nejvétsi
rozvoj senzorl bude vyuzivan v oblasti zdravotnictvi jako biosenzor pro u¢innou péci o
pacienta. Na zacatku se uvazovalo o implantaci biosenzort piimo do téla pacientli pro
davkovani 1€kd. Tento princip ma uplatnéni u diabetickych pacienti dodnes. Prvnim
objevem byl polarograficky biosenzor vroce 1922 J. Heyrovskym. Pomoci
polarografické metody byli védci schopni méfit koncentraci kysliku v biologickych
tekutindch a jejich spotiebu zivymi organizmy, tim vznikla rtutova kapkova elektroda.
Vyznamnou zménu v oblasti biosenzorti provedl v roce 1956 Leland C. Clark Jr., ktery
pomoci védeckého pokusu ziskal spolehlivy méfici systém vedouci k mnoha aplikacim
a ke zrodu biosenzort. Biosenzory byly diky uvedenym vyzkumtim od 20. stoleti
zatazeny do oboru kazdodenni péce o pacienta, jejich vyzkum a vyvoj pokracuje az do
soucasnosti.
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1 PESTOVANI BUNECNYCH
KULTUR

1.1 Podminky pro péstovani bunéénych kultur

Bunécna kultura je systém bunck, kdy jsou in vitro kultivovany prokaryotickeé,
eukaryotické ¢i rostlinné buiikky za zvlaStnich specifickych podminek. Pfi dodrzeni
specifickych podminek maji bunééné kultury velkou fadu vyuZiti. Zivo¢isné kultury
maji velky vyznam v genectice (napf. klonovani savcl, mapovani genomu a prenatalni
vystieni), imunologii (napf. vyroba monoklonalnich protilatek) a mikrobiologii. Velmi
Casto se vyuzivaji také ve vyzkumu, kde slouzi predevsim jako zdroj materialu. [35],
[49]

K tomu, aby kultivované bunky in vitro pfezivaly, je nutné zajistit vhodné
slozeni kultivacniho média a vlastnosti prostfedi. Nejéastéji vyuzivanou kultivaéni
nadobou je polystyrénova nadoba s povrchovou hydrofilni upravou. Kultivacni médium
podle skupenstvi a zavislosti na pouziti délime na tuha a kapalna. Teplota vhodna pro
kultivaci bunék se uvadi, jako teplota blizka teploté télesné, tedy pii 37 °C. Atmosféra
v inkubac¢ni komote obvykle obsahuje 5 % CO,. Zvysena koncentrace CO, se podili na

udrzeni konstantniho pH, ¢imz zajistime delSi Zivotnost bunéénym kulturam. Relativni
vlhkost atmosféry se udrzuje kolem 90 %. [49], [9], [13], [11]

1.2 Bunécné inkubatory

Vsechny vySe uvedené vlastnosti prostiedi zajist'uji tzv. bunécné inkubatory neboli
bunééné termostaty. Bunécny inkubator pro udrzeni specifickych podminek vyuziva
senzory k regulaci a méfeni teploty, pH, vlhkosti a koncentrace O, a CO,. Kromé
regulacniho vybaveni musi kazdy bunéény inkubator umoZznovat snadné Cisténi,
dezinfekci a poptipade 1 sterilizaci povrchii tak, aby nedoslo ke kontaminaci kultur
bakteriemi ¢i plisnémi. [13], [35], [49]

Ve védecké oblasti 1 klinické praxi je pouZivano velké mnozstvi rliznych typu
bunécnych inkubatord. Rozdéleni bunéénych inkubatorti podle cirkulace vzduchu:

1. Inkubatory s prirozenou cirkulaci vzduchu - Princip je zalozen na
gravitanim proudéni vzduchu v elektricky vyhtfivané komote bunécného
inkubatoru. [17]

2. Inkubaitory s nucenou cirkulaci vzduchu - Princip Cinnosti je zaloZen na
proudéni vzduchu pomoci ventilatoru, ktery zajiStuje vytvofeni spirdlovité
stoupajiciho vzduchu uvnitf komory bunééného inkubatoru. Tento proces
simuluje pfirodni déje a zajiStuje optimalni prohiivani bunécnych kultur.
Inkubéatory s nucenou cirkulaci mohou byt modifikovany o pfidavné chlazeni a
regulaci vlhkosti. [17]

3. Inkubatory s nucenou cirkulaci vzduchu - Princip Cinnosti je zaloZen na
jemném gravitaénim proudéni pracovniho plynu v elektricky vyhfivané komote

11



pii vysoké relativni vlhkosti. Tento systém nahrazuje praci ventilatoru, ktery
muze diky vibracim zapfi¢init kontaminaci vzorku. Vyuzivaji se pro vyzkum a
v oblasti in vitro fertilizace. [17]
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2 SENZORY

2.1 Obecny senzor

Senzor (ekvivalent pojmil detektor nebo snimac) je obecné definovan jako zatizeni
ur¢ené k meéfeni a snimani pozadovanych informaci fyzikdlniho, chemického C¢i
biologického charakteru. zdroj informaci pro fidici systém. Kazdy senzor je tvoien
snimacem, zesilovacem, filtrem a z obvodu pro zpracovani signalu. Obecné schéma
senzoru je znazornéno na Obrazek 2.1. Senzor snimd méfenou veliCinu, kterd je
transformovana na signal. Nejcastéji se jedna o signal elektricky. Signal je
prostiednictvim zesilovace zesilen a filtrovan. Takto upraveny analogovy signal je A/D
pfevodnikem pieveden na signal digitdlni.  Dal$i zpracovani signalu provadi
mikropocitac. [19], [38], [54]

MERENA o ) o ,
VELICINA —| SNIMAC ZESILOVAC FILTR =ZPSRf?}§IOA\LﬁN] VYSTUP

Y

Y

Obrazek 2.1: Obecné schéma principu ¢innosti senzoru, upraveno a pievzato z [38]

2.2 Biosenzory

Biosenzory jsou analytickd zatfizeni, ktera jsou schopna detekce chemickych nebo
biologickych latek ¢i pfitomnosti mikroorganizmii. Kazdy biosenzor se sklada
z biologického prvku (bioreceptoru) a pievodniku. Citlivy biologicky prvek udrzuje
pfimy kontakt s fyzikdln¢ chemickym pfevodnikem. Bioreceptory jsou latky, které
rozpoznavaji analyticky cil (tj. latka, ktera ma byt analyzovana). Jako bioreceptor se
v Iékafstvi nejcastéji vyuziva enzymi, protilatek, bilkovin, apod. Dullezitou soucasti je
také nosi¢ bioreceptoru. Samotnou informaci nam pak poskytuje pfevodnik, ktery
analyticky cil pfevede na méfitelny signal. NejCastji se jedna o signal elektricky, ale
muze se jednat i o signal teplotni ¢i opticky, to je ddno typem biosenzoru. Takto
pfevedeny signdl nam zajisti snadnéjsi analyzu. Vystupem biosenzoru je elektricky
signal, ktery je pfimo umérny koncentraci chemické latky ve vzorku. Na Obrazek 2.2 je
schematicky znazornén obecny princip biosenzoru. [8], [21], [40], [59], [64]

Imobilizovany Detektor Zaznamové
biologicky zafizeni
material

- L

Biologicky signal Prevedeny signal

Obrazek 2.2: Obecny princip biosenzoru, upraveno a pievzato z [63]
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2.3 Rozdéleni biosenzori podle typu pirevodniku

2.3.1 Optické senzory

Optické senzory pracuji na principu méfeni intenzity emitovaného svétla
dopadajiciho na pfijimaci C¢éast senzoru nebo na principu zmeény indexu lomu,
odpovidajici vysledku biologické nebo chemické reakce. Ve zdravotnictvi je mizeme
vyuzit pro stanoveni davky léCiva, k méfeni tclesné teploty pacienta, k detekci
biologickych latek apod. Vyhodou optického senzoru je vysoka rozliSovaci schopnost.
[10], [19]

2.3.2 AKkustické senzory

Tyto senzory jsou zalozeny na piezoelektrickém jevu. Piezoelektricky jev je
schopnost krystalu generovat elektrické napéti pfi jejich deformaci. Jevem opacnym je
pak deformace krystalu v elektrickém poli. Zafizeni tedy obsahuje piezoelektricky
prvek, ktery pfi dané frekvenci osciluje. Jednd se o monokrystalicky kiemen jemné
pokryty zlatou vrstvou. Zlatd vrstva pak plni funkei elektrody. Na povrch elektrody je
nanesena biologicky aktivni latka, kterd vdze analyt v roztoku. Po navazéani dojde ke
zvySeni tuhosti systému a k umérnému snizeni rezonanéni frekvence oscilace. Vyhodou
je mozna miniaturizace zafizeni a nizké cena, ktera ma za nasledek malou specifitu,
selektivitu a citlivost. Vyuziti v lékafstvi nachdzeji v diagnostickych neinvazivnich
technologiich. [19], [53], [65]

2.3.3 Termometrické-kalorimetrické senzory

Termometrické biosenzory pracuji na principu zmeény tepla v prubéhu
exotermickych reakci mezi analytem a biomolekulou imobilizovanou na teplotnim
senzoru. Pozorovanou zména entalpie systému Ize nepiimo vyuzit k detekci koncentrace
analytu. Vyhodou termometrickych biosenzorl je snadna udrzba pfistroje nevyZadujici
Cast¢ kalibrace pfistroje. Nevyhodou je, Ze jsou malo citlivé na optické a
elektrochemické vlastnosti vzorku. Nejcastéji se vyuZzivaji k analyzdm v oblasti
farmacie. [19]

2.3.4 Elektrochemické senzory

Elektrochemicky senzor méifi hodnotu koncentrace plynu a pomoci
elektrochemického prevodniku prevadi neelektrickou veli¢inu na veli¢inu elektrickou.
Vystupem analyzatoru je tedy informace ve formé elektrického signalu. Kazdy senzor
musi byt navrzen tak, aby odpovidal pozadavkiim nutnym k jeho provozu v daném
prostiedi. [18], [60], [56]

ProtoZe se tento typ senzorl konkrétné tyka zadani bakalaiské prace je dale
podrobnéji popsan v kapitole 0.
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24 Elektrochemické senzory

2.4.1 Princip a sloZeni elektrochemického senzoru

Principem elektrochemickych biosenzorti je méfeni elektrochemického signalu,
ktery vznikd béhem biochemickych interakci mezi biologicky aktivni sloZzkou a
substratem. [18]

Elektrochemicky senzor se sklada z kapilary, hydrofobni membrany, pracovni
elektrody, referen¢ni elektrody, pomocné elektrody, elektrolytu (pevny, kapalny) a ve
zvlastnich ptipadech i filtru. Obecné schéma elektrochemického senzoru je znazornéno
na Obrazek 2.3. Takovy filtr slouzi k odfiltrovani nezadoucich ¢astic a ke zlepSeni
selektivity celého senzoru. Tyto komponenty jsou uzavieny do tzv. cely. [19], [22], [27]

Kapildra Pracovni elektroda Pomocna elektroda

+ FILTR

—t— Elektrolyt

Hydrofobni membrana Referenéni elektroda

— Cela

Obrazek 2.3: Obecné schéma elektrochemického senzoru, pfevzato a upraveno z [22]

Plyn prochdazi pies kapilaru, jejiz funkci je omezeni mnozstvi pfichdzejiciho plynu
do snimace. Dale plyn difunduje ptfes hydrofobni membranu, tvofenou tzv. pory, které
slouzi jako sekundarni filtr pro omezeni mnozstvi plynu ptichdzejici do kontaktu
s povrchem pracovni elektrody. Diky své hydrofobni upravé slouzi membrana jako filtr
k odstranéni nezadoucich castic vody, které by mohly omezit funkcnost snimace.
Velikost pora tvoticich hydrofobni membranu ovlivituje dulezité parametry senzoru.
VEtsi pory zajisti vyssi citlivost senzoru, kterd je zajiSténa ptivodem vét§iho mnozstvi
plynu k povrchu pracovni elektrody za detekce mensi zmény plynu. VEtSi pory maji
také sva uskali, dochazi predevs§im k rychlejSimu vysychani kapalného elektrolytu a tim
se vyrazné sniZzuje zivotnost celého senzoru. Pracovni a pomocna elektroda je oddélena
elektrolytem, ktery slouzi jako zéklad pro chemickou reakci na povrchu elektrod,
umoziuje tedy tok iontd mezi elektrodami za vzniku elektrického signalu. Na povrchu
pracovni elektrody dochdzi k redoxnim reakcim, které jsou katalyzovany pomocnou
elektrodou. Tyto reakce jsou popsany na Obrazek 2.4. Redoxni reakce jsou chemické
reakce, pti kterych dochdzi ke zméné oxidacnich ¢isel nékterych atoma prvki. Kazda
redoxni reakce je tvofena dvéma, které probihaji soucasné. Tyto dvé poloreakce
nazyvame oxidace a redukce. Pfi oxidaci se oxidacni Cislo atomu prvki zvysuje. Atom
pii oxidaci ztraci elektrony, zatimco pii redukci se oxidacni ¢islo prvku snizuje, dochézi
tedy k pfijmu elektrond. Oxidacni ¢islo urcuje soucet kladnych a zapornych ionth
v atomu, ¢imZ soucasné¢ udavd 1 polaritu iontu. Elektrochemicka reakce je déna
sloZzenim a skupenstvim elektrolytu, tvarem a materidlem elektrod, ¢imz udava zakladni
parametry elektrochemického senzoru. [11], [19], [22]
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Obrazek 2.4: Redoxni rekce probihajici na elektrodach, pievzato z [19]

Pro elektrochemické reakce vyuzivame tyto druhy elektrod: [19]

a)  Vodikova elektroda
e clektroda je ponofena do roztoku iontli svého druhu
e piima vymeéna iontli mezi elektrodou a roztokem
e druhy elektrod: kovové nebo plynové (napt. kationové, aniontové
amalgdmové)

b)  Referencni elektrody, iontové selektivni elektrody — tzv. ISE
e jsou tvofeny kovem pokrytym vrstvou jeho malo rozpustné soli nebo
hydroxidu
e piima vymeéna iontd mezi elektrodou a roztokem
e druhy elektrod: kalomelova, argentchloridova, merkurosulfatova

¢)  Pracovni polarizovatelné elektrody, vodivostni elektrody
e material — uSlechtilé kovy (Au, Pt, Hg)
e clektrody jsou nerozpustné v roztoku obsahujici jak oxidovanou, tak
redukovanou formu dané latky
e vymeéna naboje probiha prostiednictvim elektronu, jsou polarizovatelné

2.4.2 Zakladni parametry a poZzadavky na elektrochemické senzory

Z praktickych divodi jsou pro kazdy senzor dulezité rozméry zatizeni. U kazdého
navrhu, se snazime dosdhnout miniaturnich, tento pozadavek je vSak protichidny
z hlediska dulezitych parametri senzoru, proto je nutné volit kompromis. Kazdy senzor
1 biosenzor, musi spliiovat zdkladni pozadavky:

1.  Stabilita
2. Ptesnost
3. Citlivost
4. Odolnost (pretizeni, poskozeni)

Pro optimalni praci senzoru je nutnd Uprava vzorku a volba vhodnych pracovnich
podminek prostfedi (teplota a tlak, ...). Tyto pracovni podminky jsou nutné k tomu, aby
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nedochazelo k pfili§ velkym odchylkdm métfeni nebo k pfimé degradaci vzorku. [19],
[39]

2.4.3 Rozdéleni elektrochemickych senzoru

Teplotni senzory

Teplotni senzory jsou nejcastéji zaloZzeny na vzniku tepelného efektu na fazovém
rozhrani kapalina/tuha faze nebo plyn/tuha faze. Plyn nebo kapalina jsou analyzovanym
vzorkem a tuhd faze je teplotnim senzorem, jehoz povrch je vhodnym zplsobem
upraven latkou (katalyzatorem) umoziujici reakci analyzované slozky vzorku a
reagencie, kterd se ke vzorku v dostatecném mnozstvi priddva. Mozné je také
uspotadani, kdy latka nanesena na povrch teplotniho senzoru pfimo reaguje s analytem
v plynné nebo kapalné fazi za vzniku tepelného efektu. [39]

Impedanc¢ni/vodivostni senzory

Princip impedan¢nich/vodivostnich senzort spo¢iva v méfeni elektrické vodivosti
nebo odporu roztoku v zavislosti na koncentraci analytu. Biochemicka reakce probiha
mezi biologickou aktivni latkou a analytem. Impedan¢ni senzor vyuzivé interdigitalni
strukturu elektrod. Ukédzka interdigitalni struktury je na Obrazek 2.5. Vhodnym
materidlem pro tento typ elektrod je napt. polyetheruretan, ktery lze vyuzit pro detekci
etanolu. [19]

citliva polymerni vrstva

kontakty

pouzdro

Obrazek 2.5: Ukazka impedancniho polymerniho senzoru s interdigitalni strukturou, prevzato z
[19]

VyuZivaji stejnosmérné nebo sttidavé metody:
a) Stejnosmérnd metoda — Konduktometrické senzory — 1ze stanovit pouze
odpor.
b) Stfidavd metoda — Impedimetrické senzory — Ize stanovit aZ 4 parametry

(modul, faze, realnd a imaginarni ¢ast).

Potenciometrické senzory a pH senzory

Zakladni princip potenciometrickych senzorti a pH senzort je zaloZen na zjiStovani
potencialu fazového rozhrani vznikajiciho mezi kovem a roztokem. K méfeni vyuzivaji
iontove selektivnich elektrody. Do tohoto typu senzorG zafazujeme amperometrické
senzory a senzory iontove selektivni. [39], [68]

Princip amperometrického senzoru je zaloZen na méfeni proudu vznikajiciho pii
vloZeni stejnosmeérného napéti mezi dvé elektrody ponotfenych v elektrolytu. Jedna
elektroda je oznacovana jako katoda, slouzi jako pracovni. Je tvofena vzacnym kovem

17



nebo tiSténou vrstvou pokrytou biologicky aktivni latkou. Druhd elektroda anoda je
platinovd nebo stfibrnd. Napéti na katodé¢ se pak nastavuje vzhledem k elektrodé
vztazné. Ponofime-li elektrody do roztoku obsahujici analyzovanou latku, dojde
k vytvoteni chemické reakce na rozhrani roztoku a katody. Po pfilozeni stejnosmérného
napéti dochazi k polarizaci méfici elektrody a obvodem prakticky neprotéka proud. Pii
zvétSovani napéti se po prekondni energetické bariéry mezi elektrodou a roztokem
zaCne projevovat diftize ¢astic depolarizatoru a vznika diftzni vrstva s proménnym
gradientem koncentrace. Proud obvodem pak nartsta. Pii ur¢itém napéti na VA
charakteristice (na Obrazek 2.6) proud vykazuje skoro konstantni hodnotu i1 pii
rostoucim napéti. Hodnota proudu je umérna koncentraci kysliku. [38], [68]

I[uA] I [uA]

c [%0]

_/

U [V] b ¢ [%]

Obrazek 2.6: V-A charakteristika a linearni proudove-koncentracni charakteristika, pfevzato z
[19]

Iontové selektivni senzory jsou zaloZeny na principu méfeni potencidlu mezi
dvéma elektrodami. A to elektrodou pomocnou a referencni, jejiz potencial nezavisi na
koncentraci analyzovanych iontd. Tteti elektroda je mérna, jejiz potencial zavisi na
koncentraci podle Nernstovy rovnice:

f 0,059
z

E=E

logc (1)

kde E [V] je potencial mémé elektrody, E ] je formalni potencial elektrody,
ktery je zpravidla konstantni, z /-/ je nabojové Cislo analyzovaného iontu a ¢ [mol/l]
jeho koncentrace v roztoku. [39]

Je-li elektroda citliva na kationty, pak s rostouci koncentraci roste 1 jeji potencial a
naopak, je-li citlivd na anionty, pak s rostouci koncentraci jeji potencial klesa. Nenabité
neutralni molekuly nelze urcit. [39]

Polarografické senzory

Polarograficky princip spociva ve vyhodnocovani zavislosti elektrického proudu na
napéti privedeném na dvojici elektrod (anoda a katoda) ponotfenych v elektrolytu. Prvni
elektroda je tzv. pracovni - katoda, slouzi jako rtutovad kapajici elektroda, kterou
predstavuji neustale se tvotici a odkapavajici kapicky rtuti. Vrstva rtuti na dné nadobky
muze slouzit jako referencni elektroda a pfedstavuje soucasné anodu. Schéma
zékladnich casti polarografu mizeme vidét na Obrazek 2.7. [28], [66]
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Obrazek 2.7: Schéma polarografu - zdkladni soucasti, pievzato z [66]

Pii zvySeni potencidlu mezi elektrodami dochédzi ke zvySeni proudu. Proud je
omezen poétem iontil v roztoku. Zavislosti maji tvar vin Obrazek 2.8. Cast kiivky, ktera
odpovida vzestupu proudu zjedné jeji vodorovné prodlevy na druhou, se nazyva
polarografickd vlna. Stanovani ptileného potencidlu slouzi k identifikaci redukovaného
iontu. Hodnota limitniho proudu fizeného diftzi je pro kazdy ion Umérnd jeho
koncentraci. [28], [66]

Obrazek 2.8:Zavislost proudu na napéti pro roztok obsahujici ionty Cu2+, Tl+, Zn2+, [66]

2.4.4 Clarkova elektroda

Na principu polarografie je zalozena Clarkova elektroda znazornéna na Obrazek
2.9, kterd slouzi ke stanoveni mnozstvi kysliku. Clarkova elektroda je tvofena
platinovym dratkem (Pt), ktery je zataven ve skle, anoda je tvofena argento-
chloridovym dratkem (Ag/AgCl), ktery je potazen velmi tenkym filmem elektrolytu a
ponofena do fosfitového pufru. Mezi elektrodami je vloZeno napéti odpovidajici
pulvinému potencialu -0,63 V. Pokud je v testovaném vzorku ptitomen kyslik, dochazi
k jeho difuzi ze vzorku pfes membranu do fosfatového pufru a tim dochazi ke zvySeni
intenzity proudu. Intenzita proudu je nasledné redukovana na katod¢ a jeji mnoZstvi
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odpovida pO, (parcialni tlak kysliku). V piipadé, ze kyslik v testovaném vzorku obsazen
neni, proud neprotéka. [7], [66]

a Au (Pt) elektroda
I / zatavena ve skle
Ag/AgCl elektroda

Elektrolyt

Tranessnnmans®

Obrazek 2.9:Schéma Clarkovy elektrody - zakladni ¢asti, upraveno a ptevzato z [7]

Pted pouzitim Clarkovy elektrody je nutna kalibrace elektrod. Kalibraci provadime
z ditvodi procesti starnuti membrany a pasivaci obou elektrod, tyto vlivy by bez
kalibrace mohly ovliviiovat pfesnost méfeni. Pouziva se jednobodova ¢i vicebodova
kalibrace. V ptipad¢, Ze zvolime dvoubodovou kalibraci, pak odezva mérné elektrody
odpovida linedrnimu pribé¢hu a mizeme hovofit o presném méieni kysliku v rozmezi 0
% az 100 % s minimalni odchylkou méfeni. Vyhodou Clarkovy elektrody je delsi
zivotnost ve srovnani s béznymi elektrochemickymi analyzatory. Omezit jeji Zivotnost
je mozné mechanickym poskozenim nebo zaschnutim polypropylenové membrany —
nezvratny stav. Nevyhodou oproti galvanické kyslikové sond¢ je, ze vyzaduji vlastni
pfevodnik nebo oxymetr, stavény na konkrétni typ ¢idla od konkrétniho vyrobce. [7]

2.5 Senzory na principu fluorescenc¢nich barviv

2.5.1 Fluorescence

Fluorescence je fyzikéalné-chemicky jev, ktery fadime do kategorie luminiscen¢nich
jevi. Tento jev vznika excitaci atomu (pfechodem do stavu s vyssi energii) plisobenim
jiného zareni a naslednym navratem atomu do zakladniho stavu. Luminiscenci lze
rozdélit podle jevu, kterym se projevuje pravé pii navratu atomu do rovnovazného
stavu. Rozdéleni jevil je na Obrazek 2.10. [1], [42], [53]

Luminiscence

!

r 1

Fotoluminiscence Chemoluminiscence Termoluminiscence

r 1

Fluorescence Fosforescence

Obrazek 2.10: Schématické rozdéleni jevi luminiscence, ptevzato z [51]
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Jev fotoluminiscence, se projevuje zafenim dané latky. Jedna se o latky, které jsou
schopny absorbovat kvanta zafeni o urcitém mnoZzstvi energie. Tim se latka dostava do
tzv. excitovaného stavu. Excitovany stav je stav, kdy ma latka vyssi energii nez je jeho
zakladni (klidova) energie. Po excitaci se latka snazi dostat zpét z vysSich energetickych
tfid do rovnovazného stavu, k tomu dochdzi pomoci zarivému piechodu. Zafivym
pfechodem dochazi k emisi svételného kvanta do okoli. V piipadé€, ze by dochazelo
k tzv. nezativému ptfechodu, pak mluvime o chemiluminiscenci ¢i termoluminiscenci.
[1], [51], [53]

Fotoluminiscen¢ni zafeni mé kone¢nou dobu trvani. Podle doby trvani zéfeni
fotoluminiscenci rozdélujeme na: na fluorescenci a fosforescenci. Fluorescence je
zéafeni, u kterého dochazi k dohasnuti ihned (fddové v nanosekundach) po odstranéni
zdroje excitace. Pokud zafeni ptetrvdva 1 po odstranéni zdroje, jev se
nazyva fosforescence. [1], [51], [53]

2.5.2 Obecny piehled fluorescen¢nich barviv (sond)
Fosforeskujici Pt (II) - a Pd (II) — porfyriny
Tato barviva patii mezi nejvice vyuzivané k méfeni kysliku v kapalinach. Nésledujici

Tabulka 1 uvadi zdkladni rozdily mezi porfyritovymi barvivy.

Tabulka 1: Vlastnosti porfyrind Pt (II) a Pd (II) [6], [45], [48], [55], [62]

Typ barviva Pt (I) porfyriny Pd (II) porfyriny
Doba zateni — fosforescence [ms] 40 -100 400 — 1000
Rozsah méteni O, [uM] 0-200 <50
Absorpéni pasmo UV [nm] 370 -410 370 -410
Absorp¢ni viditelné pasmo [nm] 500 — 550 500 - 550
Emise [nm] 630 — 700 630 — 700

Néktera porfyritova barviva maji posunuté budici pasmo od 590 nm az 650 nm pfi
zéteni 730 nm az 900 nm a vé&tsi jas, tyto barviva oznacujeme jako longwave.
Porfyrinové barviva (napt. Photofrin a chloriny) pii méfeni kysliku v extracelularnim i
intracelularnim prostfedi nevykazuji pfi standardnich podminkéch fototoxicky ucinek.
Miuzeme jim tedy ptitadit vlastnost fotosenzitivity. [6], [30], [45], [48], [58], [62]

Ru (IT) komplex

Dalsi vyznamnou kategorii barviv pro méteni kysliku v kapalinach je fosforeskujici
Ru (IT) komplex. Jednd se kationové barviva, jejiz vlastnosti je vyborna fotostabilita a
niz§i uroven jasu (niz§i nez u porfyrini). Nevyhodou je vSak niz$i Zivotnost
fosforescence 1-5 ms. Tato nevyhoda ma za nasledek nizsi citlivost a vyssi rychlost
detekce kysliku v kapaling. [25], [48]

Cyclometallated komplexy Ir (I1I)

21



https://cs.wikipedia.org/wiki/Fosforescence

Cyclometallated komplexy Ir (IIl) vykazuji vysoky jas a stfedni zivotnost, ve
srovnani s PT-porfyrinu a Ru (II) barviv. Nevyhodou je nizkd fotostabilita, ktera
omezuje jejich pouziti pro zobrazovaci systémy kysliku. [5], [71]

Souhrn vlastnosti nejcastéji vyuzivanych barviv pro méfeni kysliku v kapalinach
jsou uvedeny v Tabulka 2.

Tabulka 2: Vlastnosti barviv pouzivanych pro méfeni kysliku v kapalinach [30], [48]

Indikétor (barvivo) Excitace [nm] Emise [nm] fos f(iie‘g?;terll::;t (us)
PdTPCPP 415524 690 ~ 800
PdTCPTBP 442 — 631 790 240

PtCP 380 — 535 650 ~ 60
PtTBP 416 — 609 745 50

PtCPK 400 — 596 767 24
Ir(IIT)(Cy)2(acac) 472 — 444 563 11,3

2.5.3 Vyvoj a vyzkum barviv (sond)
V ramci méteni kysliku v kapalinach, 1ze definovat n¢kolik kategorii sond (barviv).

Ve vod¢ rozpustné PATPCPP, Ru (II) barviva a slouceniny PtCP, obsahujici
hydrofilni barvivo struktury. Nevyhodou sondy je ndklonnost k nespecifické vazbé na
proteiny bun€k a migrovat v ramci vzorku. Vykazuji niz$i citlivost na slozeni vzorku
(pH, iontova sila a obsah proteinu). Tyto problémy lze fteSit konjugaci s citlivym
barvivem. Z této kategorie se nejcastéji vyuzivd sonda MitoXpress, vyuziva se
v respirometrickych screeningovych testech u izolovanych mitochondrii a pro malé
organismy. [23], [29], [32], [41], [57]

Dalsi sondy jsou vyvinuty skupinou Vinogradov pro zobrazovani tkani a cév. Jedna
se o sondu tvofenou meso-substituovanych Pd / Pt-porfyrinu upravenych pomoci ¢ty
karboxylovych skupin s dendritickymi polyglutamovymi fetézci. Tyto sondy byly
vyrobeny s vlnovou délkou 400 — 700 nm a emisi vinové délky od Cervené do blizké
infraCervené oblasti. Vykazuji odliSnou citlivost. Jejich specifické vyuziti je stale ve
vyvoji. [20], [43]

Dalsi skupinou molekuldrnich sond jsou konjugaty barviv fosforeskujici s peptidy,
pro snimani intracelularniho kysliku. V tomto piipad¢ je luminiscencni ¢ast [a Ru (II),
barvivo nebo Pt-coproporphyrin (PtCP)] je piipojena piimo k polyargininu nebo
prolinu. Tyto latky jsou bohaté na peptidy. Konjugace zlepSuje funkéni vlastnosti sondy
s moznosti snimani intracelularnihé kysliku a umoziuje jednoduchou analyzu
bunéénych populaci na komerénim fluorescenéni ctecky. Nevyhodou je nizka
fotostabilita, kterd zapti¢ini nemoznost zobrazovani mefeného kysliku. V budoucnu by
muselo dojit k Gprave vyuzivanych barviv s vyssi fotostabilitou. [15], [16], [17], [24]

Dalsi skupinou jsou sondy na mikro a nanocastic. Sonda je kovalentni nebo
nekovalentni vazbou zabudovana do barviva. Sonda se zhotovuje impregnaci polymerti
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(napft. polystyrén) se zaClenénim barviva a tvorba jadra s obalem metodou srazeni. Tato
skupina kyslikovych sond je nyni pod aktivnim vyvojem. Vyhodou téchto sond je
vysoké jasové rozliSeni, fotostabilita. Nevyhodou je toxicita pro aplikace in vivo. [36],
[37], [46]

Endogenni O, citlivé sondy se skladdaji z fotoluminiscencni struktur, které jsou
kodovany geneticky. V dnesni dobé byly vyuzity k zobrazovani respiracni aktivity
buné¢k pomérové analyzy fluorescencniho donora elektroniti a redoxnich indikatora
NADH a FAD. Vyhodou je, ze tyto ukazatele jsou pfitomny ve vSech bunéénych
liniich. Nevyhodou je nizkd kvantova vytéznost fluorescence, kterd se pohybuje v
hodnoté¢ mensi nez 1 %, proto aplikace vyzaduje intenzivni osvétleni vzorku. Tyto
sondy byly také riizn€¢ modifikovany (napf. protoporfirinem) a provéieny pro méieni
kysliku u izolovanych hepatocitii a in vivo kardiocytti. Vysledky této modifikaci byly
stejné jako u predchozi varinaty. Mimo jiné se vyskytovala i pomérné nizka fotostabilita
a fotosenzibilita zapfi¢inéna piitomnosti protoporfinu. [69], [72]

2.5.4 Aplikace a biologické vyuziti

Pro mapovani kysliku v zivé tkani se vyuzivaji extracelularni sondy, které
injikujeme piimo do krevniho ob&hu nebo tkan&. Sonda ptfi pokusu in vivo ziistane
v cévach bez proniknuti do bun€k a vykazuje nizkou toxicitu pro nékteré organy, jako
jsou napf. ledviny ¢i jatra. Pro méfeni miry spotieby kysliku a souvisejicich in vitro
aplikacich s kultivovanymi bunkami se vyuzivaji extracelularni sondy rozpusténé
v médiu. Piehled aplikaci a biologického vyuziti obsahuje Tabulka 3. [26], [31], [45]

Tabulka 3: Shrnuti aplikace a biologického vyuziti extracelularnich sond [26], [31], [45]

Nazev a typ sondy Aplikace a vyuziti sondy Excitace Emise
Mapovani kysliku v Zivych 416 nm az
PATPCPP tkanich — cévy a kapilary 523 nm 690 nm
Oxyphor R2 . . .o
patpcpp | MapovantkyslikuvZiich |y o0
dendrimer SM) y priary
Mira spotieby kysliku
MitoXpress (PtCP buitkami, mitochondrie, 340 nm az 640 nm az
conjugate) vyhodnocené bunécné 420 nm 660 nm
energetiky. Sonda pfidavna.
PTP-C343 . . v
(PtTAOP-Kumarin l\flffri’lg‘lni lZZ\S/hl;uk\; ZiIIV;;Ch 840 nm 682 nm
343 dendrimer) SM y priary
Tkanové piechody kysliku in
vivo, mapovani nadoru, 428 nm az 698 nm (R4)
Oxyphors R4 a G4 krevni a cévni sonda, sonda 530 nm a 813 (G4)
pro intersticialni prostor.
PS-NP (polystyren L , ,
NP dotovan Mapovani kysliku v nddorech 635 nm 670 nm
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2.5.5 Barviva CPOx a MM2

Pro ucely méteni zmén koncentrace kysliku v kapalindch mlizeme v podminkach
laboratoie biofyziky na UBMI vyuzit tyto typy barviv: CPOx a MM2. Obg¢ tato barviva
jsou ve formé¢ velmi malych fluorescenc¢nich kulicek, které slouzi jako sondy. Tyto
sondy jsou citlivé na elektricky signal (potencial) vznikajici v bunécnych kulturach,
ktery vznikd v disledku nerovnovahy koncentrace kysliku v intracelularnim a
extracelularnim prostoru. Na zdkladé meéniciho se signalu (potencialu) jsou schopny
zmeénit svoji spektralni charakteristiku a tim podavaji optickou informaci do svého
okoli. Detekce zmén spektralnich charakteristik se provadi pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu nebo pomoci optického méticiho systému Ibidi OPAL. Systém slouzi jako
optoelektronicky hardware a software pro generovani a zpracovani fluorescence
zivotnosti signalt kysliku. Méfeni mizeme provést bud'to v bunééné kultuie ¢i ptimo na
tkani. [33], [34]

Fluorescenc¢ni barvivo CPOx

Fluorescen¢nimi sondy obsahujici barvivo CPOx ve formé nanokulicek jsme
schopni monitorovat zmény extraceluldrni koncentrace kysliku v zivych eukaryotickych
buikach a tkanich. Skladaji se z biokompatibilni latexové matice, kterd obsahuje
senzorové barvivo a fotografické stabilizatory, které zabrani sniZeni intenzity (blednuti).
Sondy jsou k dispozici ve dvou standardnich barvach oranzové a emisni ¢ervené. Jejich
spektra miizeme vidét na Obrazek 2.11. [33]

Phosphorescence CPOx orange Phosphorescence CPOx red
Dye Ru-Phenanthroline derivative Dye Pt-Porphyrine derivative
Rec. excitation 530 nm (510-550 nm) Rec. excitation 540 nm (500-550 nm)
Emission 600 nm (570-670 nm) Emission 650 nm (640-670 nm)
Lifetime (37°C) 4.0ps (21% Oy) Lifetime (37°C) 20 ps (21% O2)
5.3ps (0% Os) 57 ps (0% O3)
Measurement range  0-21vol% O Measurement range  0-100 vol% O,
25004 A
CPOx orange 2500 /| CPOx red
= 2000/ — Excitation £ 2000 ||| — Excitation
5 Emission E | — Emission
T 1500 2 1500 ([
- z | I|
£ 1000 Z 1000 [
5 2 I| \
8 £ .
= 500 500 I.'I I\n
(] \___
0 400 500 600 700 80O
400 500 600 700 800
Wavelength / nm Wavelength / nm

Obrazek 2.11: Spektra fluorescenéni sond CPOx pro zakladni barvy, pfevzato z [33]

Skladovani sond je mozné pii teploté 2 °C az 8 °C, bez piimého slunecniho zafeni
a mimo jasné svételné zdroje. Svételnym zdrojem rozumime UV zafeni a ultrafialové
svétlo. Kratkodobé umisténi na svétlo vliv nemd, delsi expozice by mohla zptisobit
sniZeni intenzity nebo posun kalibraéni kiivky. Vyhnout bychom se mé¢li 1 skladovani
s piimym kontaktem s nepolarnimi rozpousStédly (aceton, cyklohexan, toluen,
chloroform) a lepidel na bazi polyakrylati, tyto latku zpasobuji naruSeni
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fotostabilizatorii. Ohiev je mozny do teploty 125 °C, vyssi teplota zapficini shluky
nanokulicek. [33]

Monitorovani extracelularniho kysliku pomoci sond provadime v bunéénych
kulturéch ve vodnych roztocich. Pred aplikaci rozvifime vodny roztok bunééné kultury
a tim dosdhneme rovnomérné distribuce sond. Pfi pouziti v kultiva¢nich miskach
aplikujeme sondy ptimo k buitkam. Aplikaci provadime vzdy pomoci pipety, kterou lze
zajistit sterilni podminky prostfedi. Pied pouzitim je vzdy nutné provést kalibraci.
Standardni rozsah méteni pfi splnéni podminek prostiedi je 0 % az 100 % p0,, coz
odpovida 0 - 1 mmol / 1 O,. Pfesnost méfeni je £ 1 % na 100 % vzduchu nasyceni (coz
odpovida 21 % objemu O,). Doba odezvy v fadech sekund. Pomoci této sondy jsme
schopni sledovat zmény koncentrace kysliku ,,lifetime* rychlost je dana procentudlnim
zastoupenim kysliku a to napt. 4,0 us pro 21 % O, a 5,3 ps pro 0 % O,. [33]

Fluorescenéni barvivo MM?2

Fluorescencni sondy obsahujici barvivo MM2 je stejné jako ptedchozi CPOx ve
formé nanokulicek, stejn¢ tak slouzi k monitorovani extracelularni koncentrace kysliku
v zivych eukaryotickych bunkéch a tkanich. Vyhodou tohoto barviva je moZnost mé&fit i
intracelularni okysli¢eni bun¢k. U kvantifikacni detekce kysliku vyuzivame castéji
fluorescen¢ni mikroskop v zdkladnim vybaveni. Pod mikroskopem jsme schopni méfit
zmény koncentrace v redlném case ,,lifetime®. Nanokuli¢ky jsou dostupné ve standardni
emisni ¢ervené barveé. Spektrum mizeme vidét na Obrazek 2.12. [34]

i Wavelength [nm]

Emission 1 Emission 2
(Reference Signal) (O,-sensitive Signal)

- Excitation
= 100+ Emission at 0% O
= Emission at 10% (52 i 0%O0,
® 80- — Emissionat21% O, [
= i 10% O
= 60 - 2
=
i::'} 40 = H : 21 0/0 02

20 - | :

0 Tt
300 400: 500 600 i 700

Obrazek 2.12: Spektrum fluorescenéniho barviva MM2, ptevzato z [34]

Skladovani nanokuli¢ek je obdobné jako u barviva CPOx, vyjimkou je teplota
skladovani a to 4 °C, tato teplota je omezena prav€ vysokou citlivosti barviva na
teplotni zmény. Nutnosti je skladovdni mimo piimy zdroj svétla, skladujeme nejlépe
v temném prostiedi. Pfi nedodrZeni skladovacich podminek muze dojit k necitlivosti
sondy, kterd se projevi pouze velmi kratkym expozi¢nim ¢asem. Doba pouZitelnost je
obvykle 1-2 tydny pro 1 mg/ml zésobniho roztoku. [34]
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3 VLASTNI NAVRH ZARIZENI

Pfi navrhu zafizeni bylo nutné brat ohled na potfeby bunécénych kultur.
PredevSim na prostfedi, ve kterém jsou schopny buiky kultivace. Od toho vznikly
pozadavky na zafizeni, kterymi jsou variabilita vstupnich parametrl, rozsah méteni
koncentrace 0 % az 100 %, méfeni v kapaliné¢ a logovani do citelného nebinarniho
formatu. Pro splnéni pozadavku variability vstupnich parametrii (interval méfeni a pocet
méfeni) je v navrhu zafizeni zafazeno Cteni z konfigura¢niho souboru na SD karté.
Me¢fteni v kapalin€ v rozsahu koncentrace 0 % az 100 % je splnéno vhodné zvolenou
Clarkovou elektrodou, kterd byla vyrobena podle individualnich pozadavki na zakazku
od firmy Theta 90. Posledni pozadavek logovani vystupnich hodnot (¢as, datum méteni,
koncentrace kysliku) je splnéno zapisem na SD kartu do vhodného nebindrniho formatu

(13
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3.1 Blokové schéma detektoru kysliku

Na Obrazek 3.1 je graficky znazornéno blokové schéma detektoru kysliku.

RTC

Mé&Fici ¢ast

|

|
: Clarkova |!

ADC

| | elektroda |
: |
| |
| : Mikrokontrolérl——{ SD karta
: |
I |
| | Teplomér : >
: |
______ |

Tlacitko

Obrazek 3.1: Blokové schéma detektoru kysliku
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Meéfici ¢ast predstavuje nadoba s roztokem, ve které probiha kultivace bunéénych
kultur. K zajisténi zivotn¢ dulezité podminky udrzovat spravnou koncentraci kysliku
v prostfedi bunécného inkubatoru slouzi Clarkova elektroda, méfici napétovou zménu.
Vystupni signadl (zménu napéti) je nutné nasledné zesilit zesilovacem, aby mohl byt
piiveden na 10bitovy AD pfevodnik, ktery je integrovan v jednotce mikrokontroléru (v
nasem piipad¢ se jednd o mikrokontrolér Arduiono Uno). Software mikrokontroléru
zapiSe aktualni ¢asovou informaci do RTC modulu a provede instrukce podle vstupnich
veli¢in (interval méfeni a pocet méfeni) zadanych uzivatelem pomoci slotu pro SD
kartu. SD karta zaroven slouzi po ulozeni a archivaci vSech naméfenych hodnot.
Ptidané tlacitko slouzi pro komunikaci mezi mikrokontrolérem a wuzivatelem
v okamziku méieni kalibracnich hodnot elektrody.

Blok Clarkova elektroda

Pro ucel naseho méfeni byla vybrana atypicka kyslikova sonda typu OC-233 o
délce 30 mm. Skladda se ze dvou casti: ¢idla a membranového modulu s FEP féliovou
membranou. Z ¢idla sondy je vyveden kabel pro pfipojeni sondy ke stabilizovanému
zdroji napéti 600 — 700 mV. Po pfipojeni naplnéné sondy ke zdroji napéti a ustaleni
(polarizaci) je proud sondy cca 5 — 10 nA ve vodé nasycené vzduchem pii 25 °C.
Reakéni rychlost elektrody je do 30s, pii pracovni teploté 0 — 50 °C. Jako pracovni
elektroda je pouzit platinovy ter¢ik - katoda a jako anoda je pouzita referen¢ni
Ag/AgCl elektroda stinéna koaxidlnim kabelem. [61]

Blok zesilovaé

Pro zesileni vystupniho signalu z Clarkovy elektrody vyuZijeme operacniho
zesilovace zapojené¢ho jako rozdilovy. Jednd s o aktivni prvek s nekonecné velkou
hodnotou zesileni, nekone€nou vstupni impedanci a nulovou vystupni impedanci.
Z elektrické podstaty se jednd o stejnosmérny zesilovac s nékonecné velkym vstupnim
odporem a velmi malym Sumem. [14], [67]

Blok mikrokontrolér

Byla zvolena platforma Arduino, model Uno od firmy Atmel. Arduino Uno
(Obrazek 3.2) je 8bitovy mikrokontrolér s Harvardskou architekturou. Obsahuje
vykonny mikroprocesor ATMega 328P o frekvenci 20 MHz. Obvykle je napdjen 5 V
zdrojem napéti, piipojeny pomoci USB konektoru. Velikost datové RAM paméti je 2
kB, velikost programovaci paméti EEPROM je 1 kB. Sklada se z 14 digitalnich
vstupné-vystupnich portil, zahrnujicich 1 hardwarovy sériovy port a 6 pulzné Sitkovych
pinu a I2C rozhrani. Dale jesté¢ 16 vystupnich analogovych pinii. Soucasti zakladni
desky je 10bitovy ADC ptevodnik. Tato platforma vyhovuje pozadavkim navrhu. [3],
[44]

Blok teplomér HS18S20

Tento blok slouzi pro méfeni teploty, kterda je nutnd pro kalibraci Clarkovy
elektrody (viz kalibra¢ni tabulka v ptiloze). Jedna se o provedeni ¢idla pro méfeni
v kapaling. Cidlo je kalibrovéano s piesnosti az 0,05 °C. M&H v rozsahu hodnot -55 °C -
125 °C. Digitélni ¢idlo vraci teplotu pfimo hodnotou, neni nutny jeji pfepocet. [12]
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Obrazek 3.2: Vyvojovy kit mikrokontroléru Arduino Uno, pfevzato z [3]

Blok RTC

Integrovany obvod hodin redlného casu slouzi k pfesnému sledovani predem
nastaveného Casu z pocitace Blokové schéma muizeme vidét na Obrazek 3.3. Modul je
k Arduinu pfipojen sbérnici I2C. Jedna se o modul od vyrobce Tronixlabs, ktery ma
vestavénou baterii. Nevyhodou modulu je moznost ovlivnéni frekvence oscilatoru, ktery
tidi vnitini pocita¢ DS1307 pfi prudké zméné teploty. [2]

Pocitac Mikrokontrolér RTC

Obrazek 3.3: Blokové schéma pro ziskani casovych informaci z PC

Blok tladitko

Slouzi pro komunikaci mezi mikrokontrolérem a uzivatelem v okamziku méfeni
kalibra¢nich hodnot elektrody. Uzivatel potvrzuje nastaveni maximalni (100 %) a
miniméalni (0 %) koncentrace na vstupu elektrody.

Blok SD karta

Pro nase ucely je pouzit slot pro SD kartu, ktera je naformatovana na souborovy systém
typu FAT16. Na SD kartu jsou zapisovany vstupni parametry a po ukonceni méfeni i
parametry vystupni, které 1ze ¢ist v jakémkoliv poc€itaci pomoci vhodné ¢tecky. [1]
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3.2 Elektrické schéma zapojeni
3.2.1 Elektrické schéma vstupni ¢asti

Na zéklad¢ pozadavkl névrhu zatizeni bylo navrzeno elektrické schéma, viz Obrazek
3.4.

Gl CRr2032H
s

— R4 >

LT1004

R7
4
o | @
'~ TLC272P
1
Clarkova elektroda 3 ~ " Vystup
P 103a
GND gg[] GND GND
GND
+5V,
_LCI +] C2
=]
GND
-5V o GND GND
LC3 h e
1 “T
GND GND

Obrazek 3.4: Elektrické schéma zapojeni vstupni ¢asti

Elektrické schéma miZeme rozdé€lit na nékolik funkénich Casti. V prvni casti je
zdroj napéti G1 (alkalickd baterie o velikosti napéti 3,6 V) a odporovy délic, kterym
nastavujeme pracovni napéti 600 — 700 mV pfichdzejici na Clarkovu elektrodu. Pro
vypocet obvodovych prvki je tteba zvolit velikost proudu protékajici rezistory R7 a RS:
Ir7/rg = 0,1 MA

R, = =% = 6500 Q - 6800 O

~ 0,0001

= 2% _ 5850 0 > 6800 Q - (je ticba zvolit trimr od 0 do 6k8, fady E24)

R. =
8 ™ 0,0001

Velikost odporu R6 vychazi z parametri napétové reference LT1004 (1,23 V/20 pA),
ktera zajisti polariza¢ni napé€ti pevné hodnoty napéti.

_3,6-1235 _ 2365
6™ 0,00002  0,00002

= 118250 Q >R = 10 kQ
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Druhd cast obsahuje prevodnik proudu na napéti realizovany operacnim
zesilova¢em. Napéti na vystupu OZ1 je dano podle Ohmova zédkona zménou proudu a
odporem ve zpétné vazbé takto:

Ic; =5-10%4
Upzi = R-Icg = 100MQ -5-10"2A =500 -103V=0,5V

Rezistor, resp. trimr R1 slouZi k nastaveni napét'ové nesymetrie na vystupu (nastaveni
»huly®). Vyrobce doporucuje volit hodnotu 25 kQ. Rezistor R9 slouzi jako
kompenzacni prvek ve zpétné vazbé, vzhledem k vysoké hodnoté R2 neovliviiuje
hodnota R9 zasadné zesileni zesilovace, je zvolena hodnota: Rg = 10 k(.

Tteti Cast je tvofena operacnim zesilovacem. SlouZzi k zesileni napéti na 0 — 5V,
které ptichazi na vstup mikrokontroléru.

(R4 + Ry
Uour = _R—. IN
3

je zvolena velikost rezistoru: R; = 10 k()

pfi napétovém zesileni A = 100 pak plati, R; - 100 = R, + Rs

je zvolena velikost trimru: R = 10 MQ

pii napétovém zesileni A = 10 pak plati, R; - 10 = R, + R5

je zvolena velikosti rezistoru: R, = 1 MQ

Takto zesileny signal (resp. napéti) z vystupu IC3A je tfeba pro dal§i zpracovani
digitalizovat. K tomu je mozné vyuzit AD pfevodnik integrovany v mikrokontroléru.
Hodnota napéti pfevedena na binarni hodnotu (10bitovy pfevodnik) je dale vyuZita pro
piepocet na hodnotu naméfené koncentrace kysliku.

3.2.2 Elektrické schéma napajeci ¢asti

Napdjeci Cast elektrického schématu (na Obrazek 3.5) obsahuje na vstupu zdroj
napéti 12 V. Napéti je v jedné vétvi pfivadéno na integrovany linearni stabilizator napéti
7805, ktery stabilizuje vstupni napéti na hodnotu 5 V, toto je vyuZito jako zdroj napé&ti
mikrokontroléru kladné napajeci napéti pro operaéni zesilovace. Zaporna napajeci ¢ast
je vytvotena pomoci ménice ICL7660, ktery zméni polaritu napéti z kladného napéti o
velikosti 12 V na zaporné napéti o velikosti -12 V. Zaporné napéti je stabilizatorem typu
79L05 stabilizovano na hodnotu -5 V. Toto napéti je dale vyuzito spolu s napéti +5
V jako symetrické napéjeni pro operacni zesilovace.
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Obrazek 3.5: Elektrické schéma napéjeci Casti

3.3 Ridici software detektoru kysliku

Ridici software je sestaven pro mikrokontroléru Arduino Uno v
roz$iteném programovacim jazyce Wiring. Mikrokontrolér obsahuje vykonny
mikroprocesor ATMega 328P s malou spotiebou energie, pracujici mezi 5 V. Velikost
datové RAM paméti je 2 kB, velikost programovaci paméti EEPROM je 1 kB. Velkost
paméti je dostatecna, v pfipadé€, ze by chtél uzivatel vyuZzivat LCD, ktery nebyl zvolen
z diivodu preteceni paméti proménnych je nutné zvolit jiny mikrokontrolér, napt. AT
Mega 2560. Tento mikrokontrolér ma lepsi pamétovou vybavu RAM 8 biti a EEPROM
256 kB. Sklada se z 14 digitalnich vstupné-vystupnich pinti, zahrnujicich 1 hardwarovy
sériovy port a 6 pinu s PWM a I2C rozhrani. Soucasti zdkladni desky je 10bitovy AD
prevodnik. Tato platforma vyhovuje poZzadavkiim pro fidici software.

3.3.1 Vyvojovy diagram programu

Na Obrazek 3.6 jsou zjednoduSen¢ popsané jednotlivé bloky programu. Po spusténi
programu dojde k naéteni knihoven pro RTC modul (DS1307), slot pro SD kartu,
teplotni ¢idlo a programovatelnou pamé EEPROM. Pro teplotni ¢idlo je v této casti
nadefinovan vyvod 8 pro posilani dat.

#include <Arduino.h>

#include <DS1307.h>

#include <SD.h>

#include <OneWire.h>

#include <DallasTemperature.h>

#include <EEPROM.h>
#define DS18B20 8

Déale dojde k testovani stisknuti tlacitka. Pti stisku tlacitka sko¢i program do
smycky kalibrace (Obrazek 3.7), pti které¢ se vypiSe pozndmka (,,KALIBRACE - vloz
sondu do kalibracniho roztoku a zmackni tlacitko®) pro uzivatele na sériovy monitor a
dojde ke zméfeni napétové hodnoty (minimum) pii 0 % nasyceni (viz ukéazka
zdrojového kodu). Program pocka a provede podobné meéfeni maximalni hodnoty pfi
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100 % nasyceni. Hodnoty minimum a maximum se uloZi do programovatelné paméti
EEPROM na adresu 500 a 502.

if (digitalRead(buttonPin) == 0) {

// precti stav tlacitka a rozhodni zda spustit kalibraci
Serial.println ("KALIBRACE- vloz sondu do kalibracniho roztoku
a zmackni tlacitko");

delay (5000) ;

while (digitalRead(buttonPin) == 0) {

delay (100);

}

delay (100);
while (digitalRead(buttonPin) == 1) {
delay (100); }

Pro ziskani kalibracnich hodnot je nutné pouzit teplotni ¢idlo z diivodu zavislosti
Clarkovy elektrody na teploté. Namétena hodnota teploty vynasobend hodnotou 100
(odstranéni desetinné ¢arky) se uklada na programovatelnou pamét EEPROM. (viz
ukézka zdrojového kodu) Po naméfeni maxima, minima a teploty se vypocita kalibra¢ni
rovnice pro moznost dal§iho méteni.

teplota = (sensors.getTempCByIndex(0));
teplota = (teplota*100);
eepromIntWrite (504, teplota) ; // zapise namerenou teplotu

V dalsim bloku program provede inicializaci pamét'ové karty, nacte inicializacni
parametry (interval méfeni, pocet méteni) z SD karty, souc¢asné nastavi pocitadlo poctu
méieni a provede nacteni kalibra¢nich hodnot. V pfipad¢, ze je v RTC modulu zapsana
Casova informace (viz ukazka zdrojového kodu), tak program vytvoii fetézec, do
kterého zapiSe aktualni Cas meéfené hodnoty teploty, napéti a zpracovani hodnoty
koncentrace kysliku.

RTC.get (rtc, true); // zapide data z modulu do
pole ¢isel rtc

char cas[20]; // pfripravi pole znakl pro
cas

sprintf (cas, "%4d-%02d-%02d;%02d:%02d:%02d", rtcl6], rtc[5],
rtcl[4], rtc([2], rtc[l], rtc[O0]); // zapide do pole znaka datum

a cas hodnoty z rtc

Dale dojde k naformatovani fetézce pro zapis namefenych hodnot, k jejich odeslani
a uloZeni na SD kartu do souboru data.csv. (viz ukézka zdrojového kddu)

String dataString = ""; // inicializuje proménou pro
data
dataString = cas; // Cas do proméné data

dataString = dataString + ";"; // vhodny odd&lovac
dataString = dataString + String(mereni);

dataString = dataString + ";"; // vhodny oddé&lovacd
dataString = dataString +

String ( (analogRead (0) * (maximum/ (AOMAX-AOMIN) ) ) - ( (maximum/ (AOMAX-
AOMIN) ) *AOMIN)) ;
dataString = dataString + ";"; // vhodny odd&lovac

dataString = dataString + String(sensors.getTempCByIndex(0)) ;
File dataFile = SD.open("Data.csv", FILE WRITE); // otevie soubor
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if (dataFile) { // kdyZz soubor existuje
zapise do né&j
dataFile.println(dataString); // samotny zapis - zapiSe a
skoC¢i na novy tradek
dataFile.close () ;

Program pficte do proménné pocet méfeni Cislo 1 a v pripad€, Zze se proménna
rovna zadanému inicializaCnimu parametru poctu meéfeni, program se ukonc¢i. Na
sériovym monitoru je uzivatel informovan o ukonfeni méfeni a moznosti dalSiho
zpracovani dat z SD karty (viz ukazka zdrojového kodu).

Serial.println ("Mereni dokonceno - Data byla pridana do souboru
DATA.CSV") ;

3.3.2 Softwarové reSeni

Na zacatku uzivani detektoru je nutné spustit podprogram pro zapsani a
synchronizaci aktudlniho ¢asu do RTC modulu (viz kapitola 3.1 - Blok RTC). Stejny
proces musi uzivatel provést i v ptipadé, Ze dojde k vyméné baterie v RTC modulu.

RTC.stop () ; //zastavi Cas

RTC.set (DS1307 SEC,0); //nastavi sekundy
RTC.set (DS1307 MIN,37); //nastavi minuty
RTC.set (DS1307 HR, 20); //nastavi hodiny
RTC.set (DS1307 DATE,11); //nastavi den v mésici
RTC.set (DS1307 _MTH, 5) ; //nastavi mésic
RTC.set (DS1307 YR,17); //nastavi rok

RTC.start () ; //spusti cCas

Pfed spusténim hlavniho programu si uzivatel zapiSe pozadované vstupni
parametry (interval méfeni a pocet méfeni) na SD kartu, kterou vloZzi do slotu na desce
mikrokontroléru. Po spusténi programu uzivatel miize provést kalibraci Clarkovy
elektrody pomoci vlozeni sondy do kalibracniho roztoku sifi¢itanu sodného a zmacknuti
tlacitka pro naméteni koncentrace pii 0 % nasyceni (minimum) a teploty. Stejny proces
se opakuje pro namé&feni kalibracni hodnoty pii 100 % nasyceni (maximum), kdy je
sonda umisténa nad hladinou roztoku sifi¢itanu sodného. Kalibra¢ni hodnoty se uloZi na
pamét’ EEPROM z AD pievodniku. Z kalibra¢nich dat (maximum a minimum) vypocita
program smeérnici ptimky, tim ziska rovnici pro vypocet hodnot nasledujiciho méfeni.
Konstanty pro vypocet kalibra¢ni pfimky program uloZi pro dal$i méfeni na SD kartu.

Kalibraci neni nutné provadét pii kazdém meéfeni, o jeji nutnosti rozhoduje
uzivatel. V pfipad¢, Ze kalibrace neni vyzadovéna, vypiSe program ptedchozi kalibra¢ni
hodnoty pfi namétfené teploté. V piipadé, Ze uzivatel vyzaduje novou kalibraci (inteval
kalibrace doporucuje vyrobce 1x tydné, pii mensi pfesnosti pak 1x mésicn¢), zmackne
na zaCatku programu tlacitko a provede kalibraci podle instrukci a ulozi je na pamét
EEPROM.

Po ziskani kalibracnich hodnot a zadani vstupnich parametru na SD kartu mutze
uzivatel provést méfeni v bunééném inkubatoru uvnitt bunééné kultury. Po skonceni
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méieni jsou naméfené hodnoty ulozeny na SD kartu do souboru ,,data.csv* a vypsany na
sériovy port mikrokontroléru.
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NE ANO
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A
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Y >f VL
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Y

Obrazek 3.6: Vyvojovy diagram hlavniho programu
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Obrazek 3.7: Vyvojovy diagram kalibrace Clarkovy elektrody
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4 DISKUZE

4.1 Zména zadaného detektoru Kkysliku

Podle zadani prace mélo byt meéfeni kysliku v kapalinach uvniti bunéénych
inkubdatorii vyuzito fluorescenc¢nich sond. Jednd se o skupinu senzorti, zaloZzenych na
méieni rozpusténého kysliku pomoci fluorescencnich barviv. Tyto sensory reaguji na
elektricky signal vznikajici v diisledku koncentracni nerovnovahy mezi dvéma prostory,
na zéklad¢ zmén koncentrace jsou schopny zménit svoji spektralni charakteristiku a tim
podavaji optickou informaci do okoli. Detekce zmén spektralnich charakteristik se
provadi pomoci fluorescencniho mikroskopu. Vyhodou fluorescen¢nich sond je rychlost
az v fadech jednotek mikrosekund [ps] a malé rozméry zatizeni. Nevyhodou je vysoka
cena pohybujici se v fadech tisictl, technicka naro¢nost a moznost méfeni kysliku pouze
v roztoku nikoliv i v atmosféfe. Hlavni nevyhodou je nekompatibilita s bunéénymi
kulturami, kdy pfi méfeni dochazi k toxickym ucinkiim ptsobicim na bunky.

DalSim vhodnym typem biosenzoru pro méfeni rozpusténého kysliku je senzor
elektrochemicky, ktery méfi hodnotu koncentrace plynu (resp. kysliku) a pomoci
elektrochemického prevodniku prevadi koncentraci kysliku (neelektrickou veli¢inu) na
napéti (veli¢inu elektrickou), které jsme schopni dale méfit. Konkrétnim typem
elektrochemického senzoru vhodnym pro méfeni rozpusténého kysliku v kapaling je
Clarkova elektroda, kterd pracuje na principu polarografie. Vyhodou Clarkovy
elektrody je snadné technické feSeni, kompatibilita s bunéénymi kulturami, stabilita
systému, cena a moznosti méfeni v kapaliné 1 atmosféfe. Nevyhodou oproti
fluorescenénim sondam jsou vétsi rozméry zafizeni a rychlost méfeni v fadu jednotek
sekund [s] a vétsich.

Po dohodé s vedoucim a konzultantem bakalarskd prace pokraCovala s vyuzitim
Clarkovy elektrody. Clarkova elektroda ma vice vyhod oproti navrhovanému feSeni
pomoci fluorescen¢nich sond, které nelze pro ufel méfeni kysliku v atmosféie a
kapalinach bunéénych kultur vyuzit z dlivodu piisobeni toxickych ucink.

Clarkova elektroda byla objednana od firmy Theta 90, kterd se specializuje na
vyrobu atypicky feSenych elektrod. V daném piipadé¢ se jednalo o velmi malou
elektrodu, kterd musela rozmérové odpovidat velikosti inkubaéni (kultivaéni) komory.
Zde doslo ke zdrzeni préace, kdy se ptivodni termin dodani Clarkovy elektrody ze strany
dodavatele prodlouzil z 1 tydne na 6 tydnt. Z toho divodu nebylo mozné do data
odevzdani prace celkovy detektor odladit, v ramci feSeni byl tak proveden teoreticky
navrh a odzkouseny dil¢i ¢asti v€etné softwaru pro fidici mikrokontrolér. Tyto Casti jsou
samostatné funkéni, rovnéz software umi zpracovat ziskané hodnoty a provadét
kalibraci. Z téchto diivodd, tak ale nebyla provedena (do terminu odevzdani prace) série
testli kompletniho zatizeni.

4.2 Volba hardwaru

Prace pokracovala v navrhu softwarového a elektrického feSeni detektoru kysliku.
Pii softwarovém feSeni byl nejprve vyuzit Ethernet shield pro Arduino Uno, ktery
umoziioval komunikaci se siti. Umyslem bylo vyuzit Ethernet shield k zapisu
vystupnich dat a k ziskéni ¢asové informace piimo ze serveru. V pribéhu vyvoje bylo
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navrzeno a realizovano jiné feSeni. A to, vyuziti Data logging shield V1.0“ fy Deek-
Robot, ktery obsahuje RTC modul a slot pro SD kartu. Tim byla plné nahrazena funkce
piredchoziho Ethernet shieldu a tim odstranéna zavislost na internetu (resp. siti
Ethernet), ktera se v prubéhu vyvoje jevila jako uzivatelsky omezujici. Nové zvolena
varianta s SD kartou umoznuje zadavani vstupnich dat (interval méfeni a pocet méfeni)
uzivatelem a zaroven uloZeni a archivaci vSech naméfenych hodnot pro dalsi vyuziti.
Zménou varianty feSeni doslo k zapojeni RTC modulu (modul redlného ¢asu), ktery byl
nové vyuzit pro ziskdni casové informace, aby bylo mozné protokol casove
identifikovat. RTC modul je tieba pii prvnim pouziti nebo vymeéné baterie znovu
nastavit, k tomu slouzi samostatné¢ sestaveny programu. Moznou nevyhodou tohoto
feSeni oproti pivodné zamyslené kalibraci Casu z internetu (NTP) je menSi Casova
ptesnost, ktera vSak zdsadné neovliviiuje funkci zafizeni.

Déle bylo nutné vyfeSit moznost Cteni naméfenych hodnot v pribéhu meéfeni.
Pivodné byl navrhnut LDC, od kterého se muselo odstoupit z ditvodu pfeteceni paméti
proménnych. Po zaplnéni paméti ze 78 % doslo k omezeni uzivani SD karty. Proto lze
vystupni data v pribéhu meéfeni Cist pouze na sériovém monitoru a nelze zatizeni
pouzivat samostatn¢. Pokud bude uZivatel pouziti LCD pozadovat je nutné program
odladit na desce Arduino s vys§imi pamétovymi moznostmi, napi. Arduino MEGA
2560.

Konecny navrh a realizace detektoru obsahuje Clarkovu elektrodu a teplomér, ktery
slouzi jako méfici €ast. Teplomér byl do navrhu zatazen z divodu zévislosti Clarkovy
elektrody na teploté okolniho prostiedi. Pouziva se pii kalibraci a samotném méteni dat.
Signal ziskany z Clarkovy elektrody je nutné zesilit zesilovacem. Zesileny signal
pfichazi na 10bitovy AD ptevodnik, ktery je soucasti desky Arduino Uno. K Arduinu
jsou pfipojené jiz zminéné moduly: teplomér, RTC, slot pro SD kartu a tlacitko.
Tlac¢itko slouzi pro komunikaci mezi mikrokontrolérem a uzivatelem v okamziku
meteni kalibraénich hodnot Clarkovy elektrody.

4.3 Kalibrace podle teploty okoli

Kalibrace Clarkovy elektrody probiha na zdkladé testovani zmacknuti tlacitka.
Nutnym komponentem pro kalibraci je teplomér. Do navrhu byl zafazen z diivodu
zavislosti Clarkovy elektrody na teploté okolniho prostedi. Softwarové ¢ast kalibrace
byla odladéna samostatné mimo bunécny inkubétor, proto je umistén na fidici desce
Arduino Uno.
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5 ZAVER
Cilem bakalafské prace bylo pfiblizit problematiku méfeni koncentrace kysliku

v atmosfére, kapalinach a vybrat vhodnou metodu pro méfeni a navrhnout zatizeni pro
méieni koncentrace kysliku v kultivaénim roztoku v laboratornich podminkach.

Zacatek prace je vénovan podminkdm pro péstovani bunécnych kultur a popisu
bunécnych inkubatori. Dale je pojednavano o typech biosenzorti véetné jejich stru¢nych
principti. Samotny néavrh a realizaci detektoru s Clarkovou elektrodou je vénovana
kapitola 3. Navrh obsahuje kromé Clarkovy elektrody také napét'ovou referenci, sadu
zesilovaci, 10bitovy AD ptevodnik, ktery je soucasti desky Arduino Uno, a jiz zminéné
komponenty teploméru, RTC modulu a slotu pro SD kartu

Vzhledem ke zméné prace oproti pivodnimu zadani doslo po dohodé s vedoucim
prace a konzultantem ke zméné bodli 4) a 5) a byl proveden navrh za pouziti Clarkovy
sondy. Body 1) az 3) zadani byly splnény a pravé diky této reserSi byl zvolen jiny
postup feseni, ktery vedl na modifikaci zadani. Z divodu pozd¢jsiho dodani Clarkovy
elektrody nebylo mozné zcela splnit paralelni ovéfeni meéfeni koncentrace 0,
v atmosféte a kultivacnim médiu.
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Rozpiska soucastek

Soucastka Hodnota/typ Popis

R1 25 kQ Cermetovy trimr PT73YEK020 20K

R2 100 MQ Rezistor 100M

R3 10 kQ Rezistor 10K

R4 1 MQ Rezistor IM

R5 10 MQ Cermetovy trimr

R6, R9 10 kQ Rezistor 10k

R7 6800 Q Rezistor 6k8

R8 6800 Q Cermetovy trimr 64 P 10K

LT1004 123 V/20 pA Napét'ova reference LM385Z-1,2

0Z1/0Z22 TLC271P/ TLC272P Operacni zesilovac

Gl 3,6V Drzak baterie do DPS + baterie CR2032

K1 HE751 Jazyckové relé COSMO RELEDI1A 051
000

10 ICL7660 Integrovany obvod ICL7660ACPA DIPS§

IC4 79L05 Stabilizator pevného napéti

ICS 78L05 Stabilizator pevného napéti

C2,C4,C6,C8 | 10u/25V Elektrolyticky kondenzator CE

C1,C3,C5,C7 | 100n/63V Keramicky kondenzator CK
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Kalibrac¢ni tabulka

Pozn.: v piiloze je pouze pouzity rozsah pro danou aplikaci, tj. hodnoty pro teploty od
20 °C do 30,9 °C

t[°C] Cp [mg/1] t[°C] Cp [mg/1] t[°C] Cp [mg/1]
20,00 9,02 24,10 8,32 28,20 7,69
20,10 9,00 24,20 8,30 28,30 7,68
20,20 8,98 24,30 8,29 28,40 7,66
20,30 8,97 24,40 8,27 28,50 7,65
20,40 8,95 24,50 8,25 28,60 7,64
20,50 8,93 24,60 8,24 28,70 7,62
20,60 8,91 24,70 8,22 28,80 7,61
20,70 8,90 24,80 8,21 28,90 7,59
20,80 8,88 24,90 8,19 29,00 7,58
20,90 8,86 25,00 8,18 29,10 7,56
21,00 8,84 25,10 8,16 29,20 7,55
21,10 8,82 25,20 8,14 29,30 7,54
21,20 8,81 25,30 8,13 29,40 7,52
21,30 8,79 25,40 8,11 29,50 7,51
21,40 8,77 25,50 8,10 29,60 7,49
21,50 8,75 25,60 8,08 29,70 7,48
21,60 8,74 25,70 8,07 29,80 7,47
21,70 8,72 25,80 8,05 29,90 7,45
21,80 8,70 25,90 8,04 30,00 7,44
21,90 8,68 26,00 8,02 30,10 7,42
22,00 8,67 26,10 8,01 30,20 7,41
22,10 8,65 26,20 7,99 30,30 7,40
22,20 8,63 26,30 7,98 30,40 7,38
22,30 8,62 26,40 7,96 30,50 7,37
22,40 8,60 26,50 7,95 30,60 7,35
22,50 8,58 26,60 7,93 30,70 7,34
22,60 8,56 26,70 7,92 30,80 7,32
22,70 8,55 26,80 7,90 30,90 7,31
22,80 8,53 26,90 7,89

22,90 8,52 27,00 7,87

23,00 8,50 27,10 7,86

23,10 8,48 27,20 7,84

23,20 8,46 27,30 7,83

23,30 8,45 27,40 7,81

23,40 8,43 27,50 7,80

23,50 8,42 27,60 7,78

23,60 8,40 27,70 7,77

23,70 8,38 27,80 7,75

23,80 8,37 27,90 7,74

23,90 8,35 28,00 7,72

24,00 8,33 28,10 7,71
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