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Abstrakt

Cilem préace je navrh méficiho pfistroje ur¢eného k impedancni spektroskopii. Jsou
zde definovany pojmy impedance a impedancni spektroskopie a zpusoby jejich méfeni.
K méfeni byl pouzit obvod ADS5933 od firmy Analog Devices. M¢éfici pfistroj je fizen
mikrokontrolérem PIC32MX460F512L, ktery zajistuje komunikaci s méficim obvodem,
samotné méteni a také komunikaci s fidicim PC pres rozhrani USB. Soucasti prace je tvorba
fidiciho programu, ktery zajiStuje kalibraci, méteni, ukladani a vizualizaci nameétenych dat.
Navic je v fidicim programu moznost opakovaného automatického meéfeni a prepinani vice
vstuput.

Na zavér je navrzeny pfistroj ovéfen na dvou mikrobiologickych experimentech.
V prvnim je dokdzana zména impedance v zavislosti na koncentraci bakterii v méfeném
roztoku. Cilem druhého experimentu je pomoci navrzeného ptistroje odlisit bakterialni kmeny
Staphylococcus epidermidis tvorici biofilm a kmeny, které biofilm netvoii. Pomoci PLS byl
vytvoren validacni model, ktery je mozné pouzit k detekci kmend tvoticich biofilm.
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Abstract

The aim of this thesis is to design a measuring instrument intended for impedance
spectroscopy. There are definitions of the terms impedance and impedance spectroscopy and
methods of its measurement. The integrated circuit AD5933 from Analog Devices was used
for measurement. The measuring device 1is controlled by a microcontroller
PIC32MX460F512L, which communicates with the measuring circuit, controls the actual
measurement and communication with the control PC via the USB interface. The work also
includes the creation of the control program, which ensures calibration, measurement, storage
data, and data visualization. Device has also the possibility of repeated measurements and
automatic switching of multiple inputs.

Finally, the proposed device has been tested on two microbiological experiments.
Impedance change depending on the concentration of bacteria in the measured solution was
proved in first experiment. The aim of the second experiment is to distinguish bacterial strains
of Staphylococcus epidermidis which creates biofilm and which not. With PLS was created
validation model that can be used as a detector strains forming biofilm.
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1 Uvod

Impedance je veliCina, ktera zavisi na mnoha faktorech. Tuto zavislost 1ze vyuzit
v ruznych oborech a aplikacich, vyhodnéjsi je ale mit k dispozici rozsahlej§i obraz o
impedanci méfeného predmétu a to napfi¢ frekvencnim spektrem. Proto se pouziva
impedanc¢ni spektroskopie (IS). IS se pouziva k charakterizaci, ¢i detekci latek a jejich
vlastnosti. Vyuziti IS se nachazi napftiklad v I€katstvi, pfi vyrobnich procesech, kontrole
kvality, nebo pifimo v provozu na kontrolu opotiebeni materialt, popiipadé detekci
strukturalnich poruch. Nemalé vyuziti nachazi IS také v mikrobiologii. Pomoci IS je naptiklad
mozné zjistovat koncentraci bakterii v roztoku, vyuzit IS pfi tvorbé bio-senzoru pro detekci
urcitého druhu bakterie nebo napf. popsat rustovou kiivku zkoumaného bakterialniho kmene.

V soucasné dobé& neni k dispozici levny pfistroj uréeny k impedancni spektroskopii
v mikrobiologii. Cilem bakalatfské prace je seznamit se s metodami a pouzitim impedancni
spektroskopie se zaméfenim na mikrobiologii a navrhnout méfici pfistroj pro tento ucel.
Soucasti navrhu pfristroje je také fidici software, pomoci kterého lze provadét kalibraci,
samotné méfeni, ukladat a zobrazovat nameétena data v grafech.

Vtextu jsou uvedeny ptiklady pouziti impedancni spektroskopie v oblasti
mikrobiologie. Na zavér jsou uvedeny dva experimenty, které byly provedeny ve spolupraci
se studentem Masarykovy univerzity Martinem Jakubcem. Prvnim je stanoveni zavislosti
impedance na koncentraci bakterii v roztoku a druhym detekce biofilmu.



2 IMPEDANCE A JEJI MERENI

2.1 Definice impedance

Impedance je fyzikalni veli¢ina vyjadiujici zdanlivy elektricky odpor zéavisly na
frekvenci. Vzhledem k tomu, ze obsahuje informaci o zavislosti dvou veli¢in, vyjadiuje se
komplexnim ¢islem. Zpravidla je oznaCovana pismenem Z. Impedanci je mozné zobrazit také
v grafické podobé, jako vektor v komplexni rovin€ viz obrazek 2-1. Inverzni hodnotou
impedance je admitance, ta se da charakterizovat jako zdanliva elektricka vodivost zavisla na
frekvenci. Admitance se také vyjadiuje komplexnim cCislem a oznacuje se Y. Jednotkou
impedance je ohm (Q) a jednotkou admitance je siemens (S). Rovnice (2-1) vyjadfuje vztah
mezi impedanci a admitanci. [1]

[1] 2-1)

|Z| ‘ Zim

0 |
Re

Obrazek 2-1 Vektor impedance v komplexni roving.

ij = ZRe +jZIm [1] (2'2)

V rovnici (2-2) je vyjadfena impedance v algebraickém tvaru. Realnd slozka
impedance Zg. vyjadiuje elektricky odpor a imaginarni ¢ast Zy, vyjadiuje reaktanci, tedy
induk¢ni, nebo kapacitni charakter impedance. Impedance se casto vyjadiuje
v exponencidlnim tvaru. Rovnice (2-3) ukazuje exponencialni tvar a rovnice (2-4) a (2-5)
vyjadiuji vztah absolutni hodnoty impedance a faze na realné a imaginarni slozce. Rovnice
(2-6) a (2-7) vyjadiuji prepocet zpét na redlnou a imaginarni ¢ast. Na obrazku 2-1 je zobrazen
vektor impedance v komplexni roviné a jsou zde vyznaceny jednotlivé slozky impedance.[1]

Z, =|Z|e/? [1] (2-3)
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12| = |2k + 2, [1] 2-4)

ZIm

— -1

6 = tan (ZRe) [1] (2-5)
Zpe = |Z] cos(6) [1] (2-6)
Zpn = |Z] sin(6) [1] 2-7)

Pro impedanci, stejné jako pro elektricky odpor, plati Ohmuv zakon.
[1] (2-8)

Napéti u a proud i jsou Casoveé proménné signaly. Pro napéti u plati rovnice (2-9) a pro
proud i rovnice (2-10). Proud i je tedy posunut oproti napéti u o thel O, je-li tento thel
nulovy, pak je impedance Ciste realna.

u = upsin(wt)[1] (2-9)
i =ipsin(wt + 0) [1] (2-10)

Impedance je dulezitym parametrem, ktery se vyuziva k popsani vlastnosti
elektrickych obvodi, komponent a materiala.[1]

2.2 M¢éreni impedance

Existuje cela fada metod méfeni impedance, v tomto textu bude popsano nékolik
zakladnich metod a jejich vzajemné porovnani. Pro ur€eni impedance je nutné zméfit alespon
dvé veliciny s ni souvisejici, protoze impedance je komplexni veli¢ina. Nejcastéji jsou témito
dvéma veli¢inami odpor a zména faze na neznamé impedanci. Jednotlivé metody se lisi
v mnoha faktorech, zejména v cené, frekvencnim rozsahu, impedan¢nim rozsahu a moznosti
provadét méfeni automaticky. Pro vhodné zvoleni metody je tfeba zvazit vSechny pozadavky
a vybrat nejvhodnéjsi metodu.
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2.2.1 Wheatstoneuv mustek

Jedna se o jednu z nejjednodusSich metod méfeni impedance. Na obrazku 2-2 je
zapojeni mostu, ten je slozen ze 4 impedanci, z nichz je jedna neznama Zx, OSC oznacuje
zdroj stiidavého napéti. Mustek je tifeba uvést do vyvazeného stavu pomoci proménnych
impedanci tak, aby ampérmetrem v pri¢né vétvi neprotékal zadny proud. Pak plati pro urCeni
neznamé impedance rovnice (2-11).

)

Obrazek 2-2 Wheatstoniv mustek.[1]

Z, == Z3[1] 2-11)

Tato metoda se vyznacuje vysokou presnosti typicky 0,1% a nizkou cenou. Touto
metodou je mozné méfit od stejnosmérného signalu po frekvenci asi 300MHz. Nevyhodou je
ale nutnost pouziti riznych mustkd pro vétsi frekvenéni 1 impedan¢ni rozsah. DalSim
nedostatkem je potieba vyvazovani mustku bud’ manualn€, nebo automaticky pomoci
servomechanizmu.[1]

2.2.2 Rezonanéni metoda

Obrazek 2-3 znazoriuje princip rezonancni metody, OSC oznacuje zdroj stfidavého
napéti a V voltmetr. Obvod je tfeba pfivést do rezonance pomoci proménné kapacity C.
Nasledné je mozné z hodnoty frekvence oscilatoru, nastavené kapacity a zmétreného napéti na
kondenzatoru urcit neznamou impedanci.

12



LX
C1
=

RX

L J
Obrazek 2-3 Princip rezonan¢ni metody.[1]

Rezonan¢ni metoda se pouzivad zejména k méfeni faktoru kvality Q, protoze ma
dobrou piesnost 1 pro vysoké hodnoty Q. Nevyhodou je potieba uvedeni do stavu rezonance a
nizka pfesnost méfeni impedance.[1]

2.2.3 Prevod proudu na napéti

Tato metoda je v literatufe [1] oznaCena jako Samo-vyvazovaci mustek (Auto
balancing bridge). Pro urCeni impedance je potieba zmeéfit napéti a proud na meérené
impedanci. Napéti se zméfi piimo voltmetrem. Proud se pomoci proudové-napétového
ptevodniku prevede na napéti a méfi se druhym voltmetrem. Tato metoda se pouziva pro
meétfeni impedanci na frekvencich od jednotek Hz do asi 110MHz. Princip metody je
znazornény na obrazku 2-4, OSC oznacuje zdroj stiidavého napéti a Vx a V; voltmetry. Vztah
pro vypocet hodnoty nezndmé impedance je uveden v rovnici (2-12). Napéti Uy a U, pouzité
v rovnici (2-12) jsou napéti nameéfena voltmetry Vi a V.. [1]

—

| — 1

—_ —_
2, R,

Obrazek 2-4 Princip samo-vyvazovaciho mustku.[1]

_Ux ) Uy

Zy = T Ry - — [1] (2-12)

13



Vyhodou je velky frekven¢ni rozsah od jednotek Hz po 110MHz. Velka ptesnost
meéfeni impedanci a to v rozsahu od mQ po MQ. Maximalni pouzita frekvence je 110MHz,
coz nemusi byt dostacujici pro neékteré aplikace. [1]

224 Metoda RF I-V

Metoda RF I-V (Radio frekvency I-V) se pouziva pro méfeni impedanci na vysSich
frekvencich, nez je mozné méfit zatim zminénymi metodami, konkrétné 1MHz az 3GHz.
Princip metody je znazornén na obrazku 2-5. Zdroj stfidavého napéti OSC budi cely obvod
napétim o pozadované frekvenci. Nasledné je tfeba zméfit napéti a proud na pfipojené
neznamé impedanci Zyx, to je provedeno pomoci dvou voltmetrd. Neznama impedance je
pfipojena pomoci koaxialniho vodice, aby bylo mozné méfit na vysSich frekvencich.
Impedance se urci podle rovnice (2-13). V praxi se misto rezistori pouzivaji nizkoztratové
transforméatory.[1]

R
0SsC ’
[J»
p
Obrazek 2-5 Princip metody RF I-V.[1]
7, =L K (VV 1) 1 (2-13)
x=7=7°\y [1] -

Metoda se vyznacuje vysokou piesnosti, typicky 1% a velkym rozsahem méfenych
impedanci na vyssich frekvencich.[1]

2.2.5 Meéreni Cinitele odrazu

Tato metoda se pouziva pro meéfeni impedanci na vysSich kmitoctech, pii kterych
ostatni zminéné metody jiz neni mozné pouzit. Na obrazku 2-6 je znazornén princip této
metody. Vyuziva se zde odrazu signalu od pfipojené impedance Zx, ktera se liSi od
impedance vystupu Z,ys méficiho piistroje. Tento vztah vyjadfuje Cinitel odrazu I' (Gama),
jehoz zavislost na vystupni a neznamé impedanci je dan rovnici (2-14). Vystupni impedance
pristroje je standardné 50Q). Z rovnice (2-14) je ziejmé, ze Cinitel odrazu bude nulovy, jestlize
se budou vystupni a neznama impedance rovnat.[1]

14



1
; Odrazeny signal

L — , >=_

0SC [

Primy signal
% Smerova odbocka

Obrazek 2-6 Princip sitové analyzy.[1]

ZX - Zvyst

r=—_2=
ZX + Zvyst

[1] (2-14)

Hlavni vyhodou této metody je méfeni na frekvencich vyssich nez 3GHz. Déle také
dobra presnost, pokud je méfena impedance velmi blizko charakteristické vystupni impedanci
pfistroje. Nevyhodou je uzky rozsah méfenych impedanci a potifeba kalibrace pifi zméné
frekvence.[1]

23 Definice impedan¢ni spektroskopie

Impedancni spektroskopie (IS) je metoda vyuzivajici frekvencni zavislost impedance a
umoziuje charakterizaci rozlicnych jak pevnych, tak tekutych latek. IS pouziva
k charakterizaci graf zavislosti impedance a faze na frekvenci, nebo tzv. Nyquistiv diagram,
to znamena vyjadfeni impedanci na celém rozsahu frekvenci v komplexni roving. IS se stala
popularni metodou pro vyzkum a vyvoj materiall, protoze vyzaduje relativné jednoduché
elektrické méfeni, ve vétsiné piipadd nedestruktivni, které je mozné snadno automatizovat.[2]

23.1 Metody impedanéni spektroskopie

Existuji 3 zakladni metody méteni pouzivané v impedancni spektroskopii.
1. Mg¢fteni prechodového jevu[2]
2. Mcéfteni odezvy na bily Sum[2]
3. Méfeni impedance na kazdé frekvenci pozadovaného spektra zvlast[2]

2.3.1.1 Méreni prechodového jevu

Na vstup méfeného systému je privedeno skokové napéti o velikosti Vi a je méren
vystupni proud iy. Pomér Vy/i je oznaCovan jako Casové promeénny odpor nebo také
prechodova impedance (indicial impedance) a vyjadiuje impedanci vychazejici z prechodové
funkce napéti. Tento zpisob neni v IS obvykly i piesto, Ze je pom&mé jednoduchy. Castjsi je
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pouziti Fourierovy nebo Laplaceovy transformace pro pievedeni casové proménnych
vysledkt do frekvencni oblasti, z niz pak vychazi frekvencné zavisla impedance. Bohuzel, pii
pouziti Fourierovy transformace vznika ruseni v dasledku neperiodicity vstupniho budiciho
signalu, které lze Castecné potlacit s pouzitim okénkové funkce. Tuto transformaci je mozno
pouzit pouze, je-1i velikost skokového napéti na vstupu V, dostatecné malé, aby byla odezva
meéteného systému linearni.[2]

Vyhodou tohoto pfistupu je rychlost a minimalni elektrochemicka reakce na méficich
svorkach. Nevyhodou je nutnost pouziti integralni transformace a také rozdilny odstup signal-
Sum na raznych frekvencich, takze impedance nemuze byt vypoctena se stejnou piesnosti na
celém pozadovaném frekvencnim rozsahu.[2]

2.3.1.2 Méreni odezvy na bily Sum

Bily Sum oznacuje ndhodny signal s rovnomérnou vykonovou spektralni hustotou.
Systém je buzen timto signalem a vySetfuje se odezva systému. Pouzitim Fourierovy
transformace lze pak vypocist impedanci pro pozadovany frekvencni rozsah. Vytvoreni bilého
Sumu ale maze byt obtizné, proto se pouziva signal vytvofeny sumou harmonickych signalt
pro dany frekvencni rozsah. [2]

Vyhodou je opét rychlost diky potiebé pouze jednoho vstupniho signalu na kratky cas.
Pfi pouziti sumy harmonickych signali na vstupu je lepsi i odstup signal-Sum pro kazdou
frekvenci a také je zde moznost vySetieni linearity odezvy systému. Nevyhodou stale zistava
nutnost potfeba integralni transformace.[2]

2.3.1.3 Méreni impedance na kazdé frekvenci pozadovaného spektra zvlast’

Tento pfistup je z uvedenych nejpouzivanési. Na vstup se privede harmonicky signal
s konstantni frekvenci a amplitudou. Na vystupu se zjistuje fazovy posun a amplituda, nebo
pomoci rychlé Fourierovy transformace (FFT), ktera se ovSem provede jen pro prvni slozku
frekvenéniho spektra. Takto probéhne méfeni, pro kazdou frekvenci v pozadovaném
frekvencnim rozsahu. [2]

Jsou dostupné pfistroje méfici touto metodou na frekvencich od jednotek mHz do
jednotek MHz, coz je jedna z vyhod. Oproti pfedchozim metodam dosahuje tato metoda
mnohem lepsi odstup signal-Sum a také 1ze méfit na vétsSim rozsahu frekvenci. Nevyhodou je
pomalé rychlost méfeni, protoze je nutné provadét méfeni pro kazdou frekvenci zvlast na
celém pozadovaném rozsahu.[2]

24 Impedancni analyzator AD5933

AD5933 je integrovany obvod od spolecnosti Analog Devices, ktery slouzi k méfeni
impedance vrozsahu frekvenci do 100kHz a pro impedan¢ni rozsah 1kQ az 1MQ.
Impedan¢ni rozsah lze pomoci externich obvodi rozsifit na 10Q az 1MQ. Obsahuje
nastavitelny harmonicky generator a signalovy procesor pro vypocet realné a imaginarni ¢asti
impedance. Komunikace s fidicim obvodem probiha prostiednictvim sbémice I*C.[3] Tento
obvod v principu pouziva k méfeni impedance metodu, jez byla popsana v kapitole 2.2.3.
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24.1

Vnitini registry

Obvod AD5933 obsahuje celkem 9 wvnitfnich registrii, z nichz 5 slouzi k nastaveni

parametri méfeni a dalsi 4 k ulozeni vysledkd a aktualnich stavii. V tabulce 2-1 je prehled

registru s jejich adresami a stru¢nou specifikaci. Adresy pro registry s vice nez jednim bytem

jsou sefazeny sestupné od nejvyznamnéjsiho bytu.[3]

Nazev

Adresy

Cteni/Zapis

Funkce

Control

0x80, 0x81

Cteni 1 zapis

Ridici registr

Start frequency

0x82, 0x83, 0x84

Cteni 1 zapis

Hodnota pocatecni frekvence

Frequency increment

0x85, 0x86, 0x87

Cteni 1 zapis

Hodnota frekvenéniho
inkrementu

Number of 0x88, 0x89 Cteni i zapis | PoCet inkrementt

increments

Number of settling 0x8A, 0x8B Cteni i zapis | Pocet Casovych cykli pro

time cycles odeznéni prechodového jevu

Status 0x8F Jen Cteni Potvrzeni provedeni akce

Temperature data 0x92, 0x93 Jen Cteni Hodnota teploty v obvodu

Real data 0x94, 0x95 Jen Cteni Hodnota realné slozky
impedance

Imaginary data 0x96, 0x97 Jen Cteni Hodnota imaginarni slozky

impedance

Tabulka 2-1 Vnitini registry AD5933[3]

Registr ,,Control“ slouzi z ¢asti k fizeni méfeni pomoci instrukci a z ¢asti k nastaveni

amplitudy vystupniho signalu, zesileni vstupni ¢asti (PGA) a volby oscilatoru. ,,Control* je 16

bitovy, pomoci nejvyssich 4 bit se zadavaji piikazy méfeni. Seznam pfiikazi je v tabulce 2-2,

bity jsou Cislovany od nuly zprava vzestupné od nejméné vyznamného.[3]

Bity
Prikaz 15 14 13 12
Inicializace startovni frekvenci 0 0 0 1
Spusténi frekvencniho rozmitani 0 0 1 0
Inkrementace frekvence 0 0 1 1
Opakovat méfeni 0 1 0 0
Meérit teplotu 1 0 0 1
Usporny rezim 1 0 1 0
Pohotovostni rezim 1 0 1 1
Tabulka 2-2 Piikazy AD5933 pro fizeni méfeni[3]

Bity 10 a 9 registru ,,Control* slouzi k nastaveni amplitudy vystupniho signalu, viz

tabulka 2-3. Pomoci bitu 8 se nastavuje vstupni zesileni signalu (1 — 1x , 0 — 5x). Bit 4 slouzi

k resetu zafizeni a umoziuje tak predasné prerusit méfeni. Bit 3 je urCen k volbé oscilatoru

(1 — externi oscilator, O — interni oscilator). Ostatni bity nejsou pouzivané.[3]

Registr ,,Start Frequency“ slouzi k ulozeni a pfipadnému cteni startovni frekvence.

Registr je 24 bitovy, hodnota pozadované frekvence se piepocte podle rovnice (2-15).
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poZadovana frekvence

frekvence oscilatoru
4

Start frekvency kéd = 2%7 3] (2-15)

Registr , Frequency inkrement™ uklada frekvencni krok. Vypocet kodu je totozny s
vypoctem startovni frekvence podle rovnice (2-15).

Registr ,, Number of increments“ obsahuje pocCet frekvenénich krokd od startovni
frekvence s krokem ulozenym v registru , Frequency increment“. Je 16 bitovy kde bity 8 az 0
urcuji pfimo pocet frekvencnich kroki na jedno méfeni v binarnim Cisle. Maximalni pocet
krokt pro jedno méteni je 511.[3]

Registr ,,Number of settling time“ urcuje kolik cyklad bude trvat doba, ktera slouzi k
odeznéni prechodového jevu. Pomoci nizsiho bytu, tedy bitt 7 az 0, 1ze nastavit tento pocet.
Pomoci bitd 10 a 9 je mozné zvolit nasobeni tohoto poctu podle tabulky 2-3. Ostatni bity
nejsou pouzity. [3]

Bity
Nasobeni | 10 | 9
1x 0 [0
2x 0 |1
4x 1 1

Tabulka 2-3 Nasobeni cykla pro ustaleni[3]

Registr , Status“ je informativni registr, ktery nam potvrdi probé&hlou akci méfeni.
Status muze nabyvat 3 hodnot, jejichz vyznam je zfejmy z tabulky 2-4.

Hodnota Popis

Status

0000 0001 Uspésné méteni teploty

0000 0010 Probéhlo méfeni na aktualni frekvenci
0000 0100 Méreni dokoncéeno

Tabulka 2-4 Hodnoty registru Status[3]

Registr , Temperature data“ obsahuje hodnotu nameétfené teploty uvnitf obvodu
AD5933. Registr je 16 bitovy kde bity 15 a 14 nejsou pouzity. Bit 13 urcuje znaménko teploty
(0 — kladna teplota, 1 — zaporna teplota). Zbyvajici bity spolecné s bitem 13 udavaji Ciselny
kod, ktery se ptevede na teplotu pro kladnou teplotu pomoci rovnice (2-16) a pro zapornou
pomoci rovnice (2-17). [3]

kéd
Kladna teplota = 37 [3] (2-16)
koéd — 16384
Zaporna teplota = ———— [3] (2-17)

32

Kde ¢islo ,,kod urceno binarné bity 13 az 0 registru ,, Temperature data®.
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Registry , Real data“ a , Imaginary data“ obsahuji po UspéS§ném meéfeni redlnou a
imaginarni slozku impedance. Tento vysledek je§t€ neni hodnota neznamé impedance viz
kapitola 2.4.2. Oba registry jsou 16 bitové. Vypoctu impedance z téchto dvou registru je
vénovana nasledujici kapitola.[3]

24.2 Vypocetimpedance a kalibrace

Po DFT obdrzime realnou (R) a imaginarni (I) hodnotu impedance. Z téchto hodnot se
absolutni hodnota impedance (,,Magitude*) vypocitd pomoci rovnice (2-18) a faze pomoci
rovnice (2-19).[3]

Magnitude = /R% + 1% [3] (2-18)
I
Faze = tan™1 (E) [3] (2-19)

Tyto hodnoty ale obsahuji chybu. Je to proto, ze parazitni reaktance vnitfnich a
vnéjsich obvodi AD5933 fazové posouvaji a méni amplitudu prochazejiciho signalu. Proto je
nutné provézt kalibracni méfeni se znamym rezistorem na svorkach. Kalibracni data se pouziji
pro vypocet ,Gain faktor podle rovnice (2-20) a , Faze,* podle rovnice (2-21), ktera
vyjadiuje na celém frekvencnim rozsahu nulovou fazi. [3]

1
Gain faktor = impedance rezistoru 3] (2-20)
Magnitude
F4 R I(rezistoru) 2-21)
azéo = tan R(rezistoru)

Pro vypocet skutecné impedance pfipojené na svorkach plati rovnice (2-22).

1

I d = 3 2-22
Mpeaance = cain - Magnitude(nezn. impedance) 3] (2-22)

Pro vypocet skute¢né faze pak plati rovnice (2-23).
Faze = Faze(neznamé impedance) — Faze, [3] (2-23)
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2.4.3  Vnitini zapojeni obvodu

AVDD DVDD

MCLK
O A
. pps  — PAC - ) vout
OSCILLATOR ] - + el
seL 12C interface Temperature | VDD
SDA sensor
AD5933
Real Imag. -
register| | register Y
I I
e
1024-POINT DFT
I )VIN
ADC |
~~ VDD/2

AGND

Obrazek 2-7 Blokové schéma AD5933[3]

DGND

Na obrazku 2-7 je vnitfni zapojeni AD5933, to lze rozd¢lit na 3 hlavni ¢asti: vystupni
cast (modfe), vstupni Cast (zelen¢€) a modul pro komunikaci.

Vystupni ¢ast tvori harmonicky generator a na obrazku 2-7 je vyznacena modie. Vlevo
nahote je vstup externiho oscilatoru, ale je moznost pouzit i interni oscilator. Hodinové
impulzy jsou ptfivedeny do modulu DDS (direct digital synthesys), tedy pro vytvoreni
sinusového signalu je zde pouzita pfima Cislicova syntéza kmitoctu. Vytvoreny harmonicky
signal je pfiveden na zesilovacC, ktery umoziuje nastavit amplitudu vystupniho signalu. Pri
napajeni 3,3V lze nastavit amplitudu vystupniho signalu podle tabulky 2-5. Amplituda se
nastavuje pomoci dvou bitd (10 a 9) v registru ,,Control“. Pak je signal pfiveden na pin
VOUT.[3]

Range Reg.Control | Amplituda vystupniho signalu SS slozka vystupniho
10 9 [V] signalu[ V]
1 0 0 1,98 1,48
2 1 1 0,97 0,76
3 1 0 0,383 0,31
4 0 1 0,198 0,173

Tabulka 2-5 Rozsah amplitudy vystupniho signalu[3]

Vstupni Cast je na obrazku 2-7 vyznacena zelené. Zde se prevede proud tekouci
z méfené impedance na napéti, dale je proveden analogové digitalni prevod a nasledné je
vypoctena realna a imaginarni slozka impedance pomoci diskrétni Fourierovy transformace.
Takto vypoctena komplexni impedance jest€¢ neni hodnotou nezndmé méfené impedance.
Neznamou méfenou impedanci ovliviiuji obvody jak vnitini AD5933, tak ty vnéjsi. Proto je
nutné provést kalibraci pomoci znamého rezistoru. [3]
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Modul pro komunikaci, na obrazku 2-7 je oznacen jako ,,I2C interface”, slouzi ke
komunikaci s fidicim obvodem pomoci sbémice I°C, v tomto piipadé je fidicim obvodem
PIC32MX460F512L.[3]
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3 Impedance v mikrobiologii

Vyuziti impedance v mikrobiologii je pomérné novy piistup, avSak koncept této
techniky je znam jiz vice nez sto let. Prvni zminka o vyuziti impedance v mikrobiologii se
objevila jiz vroce 1898 na setkani Britské Lékarské Asociace (British Medical
Association)[4]. V pribéhu sedmdesatych let zacala tato metoda ziskavat pozornost a objevuji
se prvni automatizované monitorovaci piistroje zalozené na méfeni impedance. Tyto piistroje
byly pfevazné urceny ke kontrole kvality farmaceutickych a potravinafskych produkti.[5]

Zmeéna impedance v substratu s pfitomnosti mikroorganizmu je zpusobena v dusledku
metabolickych procesi mikroorganizma. Tyto procesy méni nenabity, nebo slabé nabity
substrat v nabity. Tim se zvysi admitance dan¢ho substratu a impedance klesa. Impedance je
v tomto pripade ovliviiovana dvéma hlavnimi faktory. Méfici elektrody jsou kovové, takze na
kazdém prechodu elektroda-substrat vznika elektricka kapacita, coz je prvni faktor ovlivilyjici
impedanci. Druhym faktorem je iontova vodivost. VySe popisované metabolické procesy
ovliviiuji oba tyto faktory.[5]

Dalsim velmi dalezitym a nezanedbatelnym parametrem je inkubacni teplota. Pokud
se inkubacni teplota zméni o 1°C, tak nastane 0,9% nartst svorkové kapacity a 1,8% nartst
vodivosti substratu.[6]

Metoda méfeni impedance v mikrobiologii se v praxi vyuziva pii vyrobé& potravin,
v klinickych a jinych vyzkumnych laboratofich k monitorovani rdstu mikroorganizmd,
testovani sterility, testovani citlivosti bakterii na antibiotika a také k detekci biofilma.[5]

3.1 Priklady vyuziti impedance v mikrobiologii

V této kapitole je pro ilustraci popsano nekolik piikladi pouziti méfeni impedance
v oblasti mikrobiologie.

3.1.1 Méreni koncentrace bakterii v kravském mléce

Zjistovani koncentrace bakterii se obvykle provadi metodou SPC (Standard Plate
Count). U této metody se odvodi koncentrace bakterii z poctu narostlych bakterialnich kolonii
na zivém médiu (agar), jednotka se oznacuje CFU (Colony Forming Units). Tato metoda je
Casove narocna, trva od 24 do 72 hodin podle druhu bakterii. Také vyzaduje odborny personal
a mikrobiologickou laboratof.

Autor prace [7] pouzil k zjisfovani koncentrace bakterii méfeni impedance piimo
kravského mléka. Vytvoril terénni pfistroj, ktery za nepomérné krat§i dobu nez u SPC urci
koncentraci bakterii a to zcela automaticky. Pfistroj obsahuje kromé méfeni impedance také
termostat, aby se vyloucila teplotni zavislost impedance roztoku z méteni.

3.1.2  Detekce Zzivotaschopnych bakterii

Dal§im prikladem vyuziti impedance v mikrobiologii je detekce zivotaschopnych
bakterii kmene Salmonella ser.Typhimurium. Zde bylo vyuzito zmény kapacity na
ptechodech zelektrod na médium a také zmény rezistence samotného média. V piipade
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bakteridlniho druhu Salmonella byla impedancni metoda detekce schvalena Asociaci
analytické komunity ke screeningu potravin.[8]

3.1.3 Detekce biofilmu s vyuzitim standardniho biofilmového
reaktoru CDC (Centers for Disease Control)

V ¢lanku je uveden zptusob detekce biofilmi pomoci impedancni spektroskopie. CDC
biofilmovy reaktor je aparatura, ktera umoziuje reprodukovatelnou a standardni kultivaci
biofilmi za zvolenych podminek. Je zalozena na definovaném uchyceni tzv. ,kuponu®
v roztoku bakterii. ,,Kupén“ je kruhovy disk z volitelného materialu, na kterém se tvori
samotny biofilm. Autofi ¢lanku pokryli tyto ,kupony“ elektrodami, které pokryvaji vétSinu
plochy , kupénu® a jimiz je méfena impedance. [9]

Rozdil metody uvedené v odstavci vySe oproti experimentu provedeném
s Impedancnim spektroskopem v ramci této prace je v elektrodach. Elektrody popsané ve
zminéném clanku [9] maji mezery mezi elektrodami maximalné 50um, zatimco elektrody
vyuzité v této praci (Kapitola 4.6) jsou velikosti od 0,15 do 6,4mm (Kapitola 4.6.3) v pripadé
prvni faze a v ptipadé faze druhé jsou mezery asi 200pum.
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4 MERENI IMPEDANCE ROZTOKU S
OBVODEM AD5933

K fizeni a komunikaci meéficiho pfistroje s PC byl pouzit 32 bitovy mikrokontrolér
architektury RISC od spole¢nosti Microchip PIC32MX460F512L. Samotné méfeni
impedance na pozadovaném frekvencnim rozsahu obstarava obvod AD5933 od firmy Analog
Devices. Tento obvod obsahuje nastavitelny harmonicky generator na principu piimé
Cislicové syntézy (DDS) a také modul pro méfeni impedance zalozeny na principu z kapitoly
2.2.3. Celé zatizeni je mozné pies USB pfipojit k PC a pomoci ovladaciho programu provadét
kalibraci a samotné méfeni.

4.1 Popis hardware zarizeni

Hardware je slozen ze dvou modult, které jsou propojeny pomoci jumper list. Jeden
modul obsahuje pouze méfici obvody a druh4 slouzi k fizeni a komunikaci. Ridici modul ma
dvé varianty. Prvni obsahuje pouze mikrokontrolér a USB. Celé zafizeni je mozné ovladat
pouze z PC. Druhy modul je wvyvojovy kit , Mikromedia for PIC32“ od firmy
Mikroelektronika a obsahuje kromé mikrokontroléru a USB také TFT dotykovy displej,
nabijeci baterii a slot pro SD kartu. V druhém ptipadé je piidana funkce mobilniho pfistroje,
naméfend data lze prohlizet na displeji, nebo Ize je stahnout do PC.

K dispozici jsou také dva moduly pro prepinani vystupt. Tyto moduly byly vytvoreny
pro konkrétni aplikaci, kde bylo tfeba méfit opakované po urcitou dobu a automaticky
prepinat jednotlivé méfici elektrody.

4.1.1 Mikrokontrolér Microchip PIC32MX460F512L

PIC32MX460F512L je 32 bitovy jednoCipovy mikrokontrolér architektury RISC od
spoleCnosti Microchip. Rozsah pracovniho napéti je 2,3 az 3,6 V. Umoziiuje pouzit az 96
zdroji preruseni a az 64 vektort preruseni, u kterych je mozné nastavit priority. Obsahuje
pomé&mé velké mnozstvi vnitinich periférii jako komunika¢ni rozhrani USART, SPI, I°C,
USB a dalsi. Dale disponuje jedenim Sestnacti a Ctyfmi tficeti-dvou bitovymi citaci/Casovaci.
Mikrokontrolér ma vice moznosti nastaveni oscilatoru, moduly komparatort a PWM, RTCC
(Real Time Clock Calendar) modul redlného Casu a kalendare. VSechny Vstupné/Vystupni
(I/O) piny jsou schopné dodat proud az 18mA. Obsahuje 512KB paméti programu a 32KB
paméti dat. [10]
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Na obrazku 4-1 je prvni ¢ast zapojeni méfici ¢asti pristroje. Je zde obvod AD5933,
jehoz vystup VOUT je pomoci napét'ového sledovace U3 A proudove posilen. Tim ze se zvysi
maximalni vystupni proud, ktery protékd méfenou impedanci, se rozsifi impedancni rozsah o
malé impedance. S touto Upravou je mozné méfit impedanci s hodnotou od 10Q. Méfena
impedance je pfipojena na svorkach X1 a X2. Proudové posileny vystupni signal AD5933 je
pfiveden na vystupni svorku X2 a prochazi méfenou impedanci. Signal, ktery je nyni
ovlivnény meétfenou impedanci, je zpét priveden pres svorku X1. Nasledné je preveden na
napéti proudové napétovym prevodnikem U3B. U tohoto prevodniku je mozné volit
zpétnovazebni odpor. Takto jsem vylepsil zapojeni od vyrobce o moznost piepinani rozsahu.
K dispozici je 5 rozsaht a to 100Q, 1kQ, 10kQ, 100kQ, 1IMQ.

Obvod AD5933 ma interni oscilator 16.766 MHz, tato frekvence je vhodné pro méfeni
impedance pii frekvencich vyssSich nez 5kHz. Je to z toho divodu, Ze pro spravny pievod je
tfeba provést vzorkovani nejméné na jedné periodé meéfeného signalu, aby bylo mozné
nasledné vypocitat realnou a imaginarni slozku. Vzorkovaci frekvence je zavisla na frekvenci
taktovaciho oscilatoru. Proto je pfi méfeni na nizSich frekvencich nutné snizit taktovaci
kmitocet. To je zajiS§téno pomoci externiho prepinani frekvenci, na obrazku 4-1 jsou to
obvody U4, US a U6. Obvod U4 tvori spolecné s krystalem Q1 a kondenzatory C2, C3
oscilator s frekvenci 4MHz. Tento kmitocet je pfiveden do binarniho citace US, kde se
kmitocet deli vzdy dvéma. Takto ziskdme frekvence 4AMHz, 2MHz, 1MHz a 500kHz. Tyto
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Ctyfi signaly jsou pfivedeny k multiplexoru U6, pomoci néhoz jsou hodinové signaly
pfipojovany k externimu vstupu oscilatoru MCLK obvodu U2. Odpovidajici taktovaci
frekvence pro méfeni na daném kmitoctu se urci podle tabulky 4-1, tyto hodnoty byly zji§tény

experimentalné.
Rozsah métenych frekvenci Taktovaci frekvence AD5933
<100Hz 500kHz
100Hz — 500Hz IMHz
500Hz — 1kHz 2MHz
1kHz — 5kHz 4MHz
5kHz — 100kHz 16.776MHz

Tabulka 4-1 Volba taktovaciho kmitoctu AD5933

Na obrazku 4-2 je druha ¢ast zapojeni mefici Casti. Je zde vidét piipojeni jednotlivych
casti meficiho modulu k fidici jednotce M1. Obvod U1 posiluje vystupy mikrokontroléru, aby
bylo mozné spinat jednotlivé relé K1 az K5, které zajist'uji prepinani impedanénich rozsahu.
Pomoci pini RA6 a RA7 se fidi pfepinani externich taktovacich frekvenci. Port RA10 slouzi
k odpojeni Casti externiho oscilatoru, to je pro pfipad pouziti interniho oscilatoru. Piny RA14
a RA15 pomoci sbérnice I°C zprostiedkovavaji komunikaci s obvodem AD5933. K fidicimu
modulu je také pfipojeno piezo pro moznost zvukové signalizace.
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Obrazek 4-2 Schéma zapojeni méfici Casti 2

4.1.3 Ridici modul

Jak jiz bylo zminéno, jsou dv€ moznosti volby fidictho modulu a to podle
pozadovanych narokt na zafizeni. Pokud postacuje fizeni pouze pies PC, tak je mozné zvolit
fidici modul bez displeje. V piipadé potifeby mobilniho zafizeni se pouzije vyvojovy kit s
nazvem , Mikromedia for PIC32%.
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4.1.3.1 Vyvojovy kit Mikromedia for PI1C32

“:’g' ,:I_J : 3'"‘32,. L
’ ?lgd i §§ il“ Ekﬁ g

Obrazek 4-3 Foto vyvojové desky Mikromedia for PIC32

,Mikromedia for PIC32“ je vyvojova deska od firmy Mikroelektronika[11]. Ridicim
obvodem je mikrokontrolér PIC32MX460F512L, ktery byl popsan v podkapitole 4.1.1.
Modul obsahuje TFT displej s rozlisenim 320x240 s rezistivni dotykovou plochou. Déle je
zde konektor pro SD kartu, konektor USB a také obvod pro nabijeni lithiové baterie. Pomoci
USB je mozné modul nejen,napajet ale také dobijet baterii, ktera napaji zarizeni v pripadé
mobilniho pfistroje. Modul obsahuje i akcelerometr a mp3 dekodér, tyto ale nejsou pouzity
v impedancnim spektroskopu.[11]

4.1.3.2  Ridici modul bez displeje

Tento modul byl navrzen tak, aby vyvody korespondovaly vyvojovym kitem
,Mikromedia for PIC32“ ktery byl popsan v kapitole 4.1.3.1. Zapojeni obsahuje
mikrokontrolér PIC32MX460F512L a k nému je pfipojen krystal a USB. Dale je na této desce
LDO stabilizator 3,3V a konektor ICSP k programovani mikrokontroléru.
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Obrazek 4-4 Schéma zapojeni tidici jednotky

Na obrazku 4-4 je schéma zapojeni Ridiciho modulu bez displeje. Vstupné-vystupni
porty fidiciho mikrokontroléru IC1 jsou pfipojeny k jumper listdm JP1 a JP2, tak aby byly
shodné s piny modulu ,,Mikromedia for PIC32“. Dale je k IC1 pfipojen krystal 8MHz a
konektor JP4 pro programovani. Misto USB konektoru je zde jumper lista JP3, ktera propoji
USB piny na méfici modul, kde se nachazi samotny USB konektor. Vpravo nahofe na
schématu je zapojeni LDO stabilizatoru na 3,3V IC2.

Na obrazku 4-5 je prototyp Impedancniho spektroskopu se spojenym fidicim a
méficim modulem.

28



o IS
(-]

L} "
0

% 3
NCL)
NN O ===
P Ay

‘Obrazek 4-5 Foto prototypu Impedancniho spektroskopu.

4.1.4  Multiplexer

Z divodu potieby méfeni s vice elektrodami, nebo méfeni postupné vice vzorkl byl
vytvoren rozsifujici modul pro prepinani jednotlivych vstupt. Multiplexer je, jak napovida
nazev, modul pro pfepinani vice elektrod. Obsahuje 8 relé, které spojuji svorky Impedancniho
spektroskopu s pripojenymi elektrodami. Pfepinani je mozné provézt bud’ pomoci tlacitek,
nebo pfes PC pomoci USB. Druhd moznost pfepinani se vyuziva pifi automatickém
opakovaném méfeni.
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Obrazek 4-6 Schéma zapojeni multiplexeru Cast 1.
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Obrazek 4-7 Schéma zapojeni multiplexeru ¢ast 2.

Na obrazku 4-8 je zobrazeno foto sestavené¢ho multiplexeru.

Obrazek 4-8 Foto multiplexeru.
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4.2 Popis software

Program pro mikrokontrolér je psany v jazyce C ve vyvojovém prosttedi MPLAB od
firmy Microchip. V nasledujicich podkapitolach budou, mimo jiné, uvedeny funkce a metody,
které byly vytvofeny pro navrhovany méfici systém. Dalsi pouzité funkce jsou uvedeny
v priloze.

4.2.1 Popis funkei pro komunikaci s AD5933 pi‘es I°C

K sérii PIC32 jsou dostupné drivery k perifériim mikrokontroléru zabalené do
knihovny plib (peripheral library). Pro komunikaci s obvodem ADS5933 byla vytvofena
knihovna (AD5933.h, AD5933.¢), ktera obsahuje funkce pro jeho fizeni.

Funkce a datové typy knihovny AD5933:

struct IMPEDANCE
{

unsigned int Real;
unsigned int Imag;
unsigned long Frek;

} IMPEDANCE ;
- Struktura, ktera obsahuje realnou a imaginarni slozku namétené nekalibrované
impedance a frekvenci.

void ad Init()
- Inicializace obvodu AD5933. Je zaveden pfiznak AD error, ktery jednickou indikuje
chybu v komunikaci.

unsigned char GetReg (unsigned char address)

- Funkce precte jeden registr z obvodu AD5933, ktery se nachazi na adrese address.

void WriteReg(unsigned char address, unsigned char wvalue)

- Funkce zapiSe hodnotu value na adresu address.

unsigned short ad MeasureTemp ()
- Funkce spusti méfeni teploty a po jejim uspéSném zmeteni vrati hodnotu registru
Temperature data.

void SetFreks(ulong fstart, ulong finc, uint numinc)l

- Funkce nastavi registr Start frequency hodnotou fstart, Frequency increment
hodnotou finc, Number of increments hodnotou numinc. Tato funkce se musi
provézt pred spusténim méfeni.

void SetRangePGA (unsigned char range, unsigned char PGA)

- Funkce nastavi hodnoty range a PGA v registru Control.

struct IMPEDANCE Measure ()
- Provede méfeni na aktualni frekvenci
- Vrati strukturu 1MPEDANCE, kterd obsahuje redlnou a imaginarni slozku a frekvenci.

! Pro zkraceni je nahrazen typ ..unsigned long™ krat§im ..ulong™.
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unsigned char FrekInc()
- Inkrementuje frekvenci o dany krok, je-li to posledni frekvence, vraci 1, jinak 0.

4.2.2 Firmware mikropocitace

Cely program funguje jako stavovy automat. Jednotlivé stavy udavaji akce méfeni a
jsou mezi sebou prepinany fidicim PC pies USB, v provedeni s modulem Mikromedia pro
PIC32 je mozné ovladani i pomoci dotykového displeje. Stavy (proménna IS state) a jejich
hodnoty jsou v tabulce 4-2. Stavy probihaji v hlavnim programu ve smycce, pficemz USB

komunikace je obsluhovana v preruseni.

Kod Hodnota Popis
(ASCII znaky) | IS_state
T 1 Zahajit méfeni
2! 2 Zastavit méreni
'3 3 Nastavit frekvence
‘4 4 Nastavit rozsahy a PGA
'S' 5 Zméf teplotu
'6' 6 Ziskani aktualniho stavu meéfeni
7' 7 Odeslat ID zafizeni
'8’ 8 Odeslat namétenou teplotu
'9' 9 Odeslat namérena data
‘Al 10 Méfeni deseti frekvenénich rozsahu
‘B’ 11 Nacteni urCenych rozsaht

Tabulka 4-2 Stavy v pfistroji.

Ovladaci program v PC tak vzdy odesle kod pozadované akce a pomoci stavu 7
kontroluje prubéh dané akce. Stavy 6 az 9 nerusi jiz spusténé akce, funguji jako zpétna vazba
k PC. Stav 6 vraci do PC vzdy dvé cislice ve formatu fetézce znakl oddé€lené mezerou.
Navratové hodnoty jsou shrnuty v tabulce 4-3. Jak je z této tabulky zfejmé, prvni Cislice
informuje o pribéhu méfeni a druha Cislice o tom, zda jsou pravé k dispozici naméfena data.
Za témito Cisli je, také oddeéleno carkou, Cislo, které urcuje pocet namétrenych vzorkda.

1. Cislice Popis 2. Cislice Popis
0 Zafizeni je pfipraveno 0 Zatim nic nedokonceno
1 Probih4 méfeni impedance 1 Meéfeni impedance dokonceno
2 Probihd méfeni teploty 2 Meéfeni teploty dokonceno

Tabulka 4-3 Navratové hodnoty stavu fizeni.

Stav 7 slouzi k identifikaci zafizeni. Vraci fetézec znakd "Impedance spectroscope",
ktery oznacuje tento pfistroj. Stav 8 vrati teplotu v obvodu ADS5933 ve formatu fetézce
s presnosti na jedno desetinné misto. Stav 9 vraci naméfena data, ale pouze za predpokladu,
ze jiz jsou n¢jaka k dispozici. Je nutno zkontrolovat 2. ¢islici ve stavu 6, ta musi byt rovna 1.
Pro automatickou volbu rozsahu pred spusténim méfeni se pomoci stavu 10 zméfi impedance
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v deseti bodech rozlozenych na celém frekvencnim rozsahu. Ridici software urci 10 rozsaht a
pomoci stavu 11 je odesle zafizeni.

4.2.3 PC software

Software je psany v jazyce C/C++ CLR (Common Language Runtime) v prostiedi
Microsoft Visual Studio 2008. Program vyuziva knihoviu ZGRAPH [12] pro préci s grafy a
jako kostra programu byla pouzita ukazka komunikace ptfes USB s mikropocita¢i PIC
z Microchip aplication library, ktera je voln€ dostupna na strankach Microchip.com.

4231  Tida C_IS

Pro zpracovani nameéfenych dat byla vytvofena tfida ¢ Is. Tato tfida obsahuje
dynamicka pole pro nacteni namétenych a kalibra¢nich hodnot. Déle jsou k dispozici metody
pro uloZeni a nacteni kalibracnich dat. Také jsou zde metody pro vypocet impedance a faze.
Zde jsou popsany jednotlivé metody tfidy ¢ Ts:

C Is() -

- Konstruktor, inicializuje v§echny ukazatele na NULL a vytvofi pole rozsaht.
~C IS()
- Destruktor uvolni vSechny dynamické paméti.

void setDatalengh (unsigned int len);

- Nastavi poCet 1en aktuadlné méfenych dat a alokuje potfebné misto v paméti.
unsigned int getDatalengh();

- Vraci pocet naméfenych dat.
void setFreks (uint afrekl, uint afrek2, uint astep) ;2

- Nastavi pocateCni frekvenci afrek1, konecnou frekvenci afrek?2 a frekvenéni krok
astep méfeni.

void setCalFreks (uint afrekl, uint afrek2, uint astep) =

- Nastavi pocateCni frekvenci afrek1, konecnou frekvenci afrek?2 a frekvenéni krok
astep kalibrace.

void setData(uint pos, uint frek, int32 re, int32 img);~

- Nastaveni dat, realna re a imaginarni img slozka, na pozici pos o frekvenci frek.
void setDataRanges (uint pos, uint frek, uint32 re, uint32 img);°

- Metoda prifadi datim podle frek a pos dany rozsah impedanci. Provede se po odméfeni.
unsigned int* getReleRanges () ;

- Vraci pole typu int o velikosti 11, kde jsou hodnoty impedanénich rozsahtu sefazeny vzestupné
podle frekvence.

void SaveCalibration(std::string fileName) ;

- UloZeni kalibra¢bich dat do souboru daného f1i1eName typu .cal.
void LoadCalibration(std::string fileName) ;
- Nacteni kalibracbich dat ze souboru dan¢ho £ileName typu .cal.

std::string getErrorMessage () ;

- Vraci chybové hlaSeni po Loadcalibration.

* Pro zkraceni je nahrazen typ ..unsigned int* krat§im .uint”.
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unsigned int getFrekvency(unsigned int pos);

- Vraci frekvenci na dané pozici pos v poli namétrenych dat.
double getImpedance (unsigned int pos);

- Vraci absolutni hodnotu impedance na dané pozici pos v poli naméfenych dat.
double getPhase (unsigned int pos);

- Vraci fazi na dané pozici pos v poli naméfenych dat.
double getReal (unsigned int pos);

- Vraci realnou hodnotu impedance na dané pozici pos v poli naméfenych dat.
double getImag (unsigned int pos);

- Vraci imaginarni hodnotu impedance na dané pozici pos v poli namérenych dat.
unsigned int getCalFrekvencyl ();

- Vraci pocatecni kalibracni frekvenci.
unsigned int getCalFrekvency?2();

- Vraci koncovou kalibracni frekvenci.
unsigned int getCalFrekvencyStep();

- Vraci frekvencni krok kalibrace.

4.3 Popis funkci zarizeni

Impedancni spektroskop je schopen meéfit impedanci v rozsahu 10Q az 1MQ na
frekvencich od 100 Hz do 100kHz. Ovladani se primarné provadi pomoci PC softwaru, ktery
byl vytvoren specialné pro toto zafizeni. Dal§i moznosti ovladani je pfimo na pfistroji ve verzi
s dotykovym TFT displejem.

4.3.1 Zpiusob kalibrace

Zpusob kalibrace obvodu AD5933 byla jiz popsana v kapitole 2.4.2. Tento postup byl
v Impedan¢nim spektroskopu rozsiten, aby bylo mozné pouzivat automatickou volbu rozsaha.

Kalibrace se vzdy provadi pro kazdy z péti rozsaha (100Q, 1k Q, 10k Q, 100kQ, 1M
Q) a to srezistorem o hodnoté¢ odpovidajici rozsahu. Tedy ke kalibraci je zapotiebi 5
rezistord. Naméfené hodnoty rezistoru pak oznacuji referen¢ni hodnotu impedance a nulovou
hodnotu faze.

4.3.2 Ovladani

PC program umoziuje kompletni ovladani pfistroje Impedancni spektroskop, coz
zahrnuje kalibraci, méfeni, vizualizaci a ukladani namérenych dat, také je mozné provadet
automatické opakované méreni s moznosti prepinani vstupi pomoci multiplexeru (kapitola
4.1.4).

4.3.2.1 Kalibrace

Prvni krok pfed samotnym meéfenim je kalibrace. Ke kalibraci slouzi zalozka
,Kalibrace“. Tu je tfeba provést na kazdém z péti rozsahti. Pro kazdy rozsah je nutné pfipojit
odpovidajici kalibracni rezistor. Na obrazku 4-9 je okno kalibrace. Zde je tfeba nastavit
pocatecni a koncovou frekvenci kalibrace a také frekvencni krok. Tyto hodnoty pak uréuji, na
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kterych frekvencich je pro tuto kalibraci mozné provadét mefeni. Kalibraéni data jsou
ukladana do jedné slozky a nazev jednotlivych soubori odpovida hodnoté kalibra¢niho
rezistoru v Q. Kalibra¢ni soubory maji piiponu ,,.cal“. Priabéh kalibrace je zobrazovany na
horni stran€ okna a také v procentech pfed nazvem okna.

i

Stav: Pipojenc jako COM10 |

Méfeni Kalibrace | Frekyvenéni charakteristikal Miquistiiy diagraml Opakoyvané méFenl’I

FPatatetni frekvence [kHz] Frekvenéni krok [Hz] Kaoneéna frekvence [kHz]
|1000 = |00 = |100000 =
Fozzah  Reziztar[Ohm]

I 1 3: |1 oo

kalibrowat |
Stop |
UlaZ |

Obrazek 4-9 Screenshot okna kalibrace.

4.3.2.2 Méreni

K méfeni jsou tieba kalibrac¢ni data, jejichz tvorba je popsana v predchozi kapitole.
Samotné méfeni se provadi v zalozce ,Méfeni“. Prvni krok je nacteni kalibracnich udaju
pomoci tlacitka ,Nacti kalibracni data“. Pokud jsou kalibracni data spravné nactena,
automaticky se podle nich nastavi frekvence. Méfené frekvence je pak mozné piipadné
zmenit, ale jen v nasobcich frekvencniho kroku kalibrace. Nasledné se spusti méfeni pomoci
tlacitka ,,Start. Pribéh je zobrazovan podobné jako pii kalibraci. Pomoci tlacitka ,,Stop“ se
predcasné méfeni ukonci, ale tim se ztraci aktualné méfend data. Jakmile méfeni probehne, je
mozné si prohlédnout vysledky v grafické podobé€ v zalozkach , Frekvencni charakteristika™ a
,,Niquistiv diagram“. V nasledujici podkapitole budou popsany moznosti a ovladani graft.
Pro rychlé ulozeni v grafické podobé& ve formatu png slouzi ptimo v zalozce ,,Méfeni* tlacitko
,Uloz grafy“, vystupni rozliSeni obrazku se da zvolit. Pro export dat do formatu csv je zde
tlacitko ,,Ulozit data“.
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(100%:) Impedantni spektroskop ;Iglil
Stav: Pipojeno jaka COM10 |

Mefeni I Kalibracel Frekvencni charakteristikal Miquistiee diaglaml Opakowvans méFenl’l

Mastaveni parametrl méfeni:

Pocatetni frekvence [Hz] Frekwencni krok [Hz] F.onecna frekvence [Hz)
100 = |20 = |1o0000 =
Nadiikalbragni data |~ Poesahy 4.3.3.3.3,3.3.3.33
Start | Cas posledniho méfeni [gf 67
Stop |

Ulagit data |
Uloit Grafy | Rozlidenilx.y): ISDD ﬁ IBDIJ ﬁ

Obrazek 4-10 Screenshot okna méfeni.

4.3.2.3 Prace s grafy

Vykreslovani, priblizovani a také ukladani grafi zprostfedkovava knihovna ZedGraph
[12]. V zalozkach ,Frekvencni charakteristika“ a , Niquistiv diagram* jsou interaktivni
toolboxy, které umoziuji praci s grafy. Na obrazku 4-11 je jedno okno grafu s nabidkou, ktera
se zobrazi pfi stisku pravého tlacitka mySi na grafu. V této nabidce lze aktudlni zobrazeni
zkopirovat do schranky , Copy“, ulozit do souboru ,Save Image As...“ a polozky , Page
setup® a ,,Print” slouzi k tisku. ,,Show Point Values* umozni zobrazit hodnoty bodu grafu, nad
kterymi je ukazatel mysSi. Posledni 3 polozky v nabidce slouzi k ovladani pftiblizeni. ,,Un-
Zoon* provede krok zpét k pfedchozimu pftiblizeni, ,,Undo All Zoom/Pan“ vrati se na
pocatecni zobrazeni a ,,Set Scale to Defauld” zobrazi graf tak, aby se hodnoty roztahly ptes
celé okno. Pomoci kolecka mysi je mozné graf priblizovat a vzdalovat. Pfi stisku levého
tlacitka a potdhnuti mysi 1ze oznacit konkrétni oblast ptiblizeni. Pti stisku kolecka mysi se da
v grafu posouvat. Vodorovna osa frekvencni charakteristiky 1ze pomoci zaskrtavaciho policka
vlevo dole pfepnout na logaritmické zobrazeni.

(15
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4.3.2.4

{100%) Impedantni spektroskop

Stav: Plipojeno jako COM10

. MéFenl’l Kalbrace ~Frekvencni charakteristika | Hiquishlre diaglaml Opakované méFenl’l

=10x]

|

[— £ —— Phase |
250 T T T T T D
-+ -20
FO0 e
—_ . -+ -40
b L S S S S L Copy oo
o
= Save Image As...
= I -60
E Page Setup...
£
E. TO0 A Print... oo
N show Point Yalues -+ -80
Un-Zoarm
T Undo &l ZoomfPan |- e 1
Set Scale ka Default
I N S r——— A T
a 20 40 g0 =] 100 120
[ Logaritmicks asa Frek[Hz] (10*3)

Phase["]

Obrazek 4-11 Screenshot okna grafu.

Opakované méreni

Pro ptipady mnohonasobného opakovaného méteni je k dispozici zalozka ,,Opakované

meéfeni. Samotné méfeni se nastavuje, obdobné jako bylo popsano v podkapitole 4.3.2.2.

Meéifeni muze probihat svice vzorky ¢i elektrodami, pokud se pouziji jeden ¢i dva

multiplexery. Po pfipojeni multiplexeru tlacitkem , Ptipojit” je mozné nastavit, které kanaly

tohoto multiplexeru se budou pouzivat zaskrtnutim pfislusnych poli¢ek podle Cisla kanalu.

Cisla odpovidaji vystupim na multiplexeru. Pfed méfenim je nutné vybrat slozku, kam se

budou naméfena data ukladat pomoci tlacitka , Oteviit slozku“. Po stisknuti ,,Start“ bude

meéfeni probihat, dokud se nezastavi ,,Stop“. Po kazdém méfeni se zobrazi jeho doba

v sekundach a také celkovy pocet jiz provedenych méfeni. Po skonCeni méfeni je mozné

naméfena data setridit podle ¢asu, frekvence nebo elektrod.
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RI=EY

Stav: Fipeieno jake COM10 |

Méfeni | Kalirace | Frekwenéni charakteristia | Miquistiy diagram  Dpakovane méfeni |

Opakovaci perioda [min]: |-| 3:

1 2 3 4 5 5 7
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Obrazek 4-12 Screenshot opakované meteni.

4.4 Presnost mériciho pristroje

Impedancni spektroskop je mozno vyuzit pfi rdznych meéfenich, proto pro rizné
aplikace je tfeba zjistit potfebnou presnost. Pfi porovnavacim méfeni, viz dalsi kapitoly 4.5 a
4.6, neni nutna presna absolutni hodnota impedance. V tomto pfipadé je potieba zejména
dobra opakovatelnost. Vzhledem k tomu, Ze kalibrace pfistroje se provadi pomoci rezistord,
tak absolutni pfesnost zavisi na presnosti t€chto rezistorti. U rezistoru v klasickém provedeni
se s rostouci frekvenci projevuje parazitni kapacita. Ta zptasobi pokles odporu pfi kalibraci a
tak zavadi do meéfeni chybu. Skutecné hodnoty kalibracnich rezistor byly zméfeny na
impedan¢nim analyzatoru Agilent 4594 A, ktery byl pouzit jako etalon. Na grafech 4-1 a 4-2
jsou naméfené hodnoty zminénym pfistrojem pro rezistor 10kQ) a 1MQ. Ostatni naméfené
vysledky jsou z davodu velkého mnozstvi dat uvedeny v piiloze.
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Graf 4-1 Absolutni hodnota impedance rezistoru 10kQ) méfena Agilent4549A.
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Graf 4-2 Absolutni hodnota impedance rezistoru IMQ métfena Agilent4549A.
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Odmeéteny byly rezistory, které se pouzivaji pii kalibraci, tedy hodnoty 100Q, 1kQ,
10kQ, 100kQ a 1MQ. Paralelni kapacita se nachazi u vSech rezistort, ale vice se projevi u
vysSich hodnot. Nejvice tedy u hodnoty 1MQ coz je vidét na grafu 4-2. To znamena, ze pro
nejvetsi impedancni rozsah je, pii pouziti klasickych rezistorti pro kalibraci, vnesena nejvétsi
staticka chyba. Tato chyba muze byt potlacena pouzitim jiného typu rezistort uréenych pro
vyssi frekvence, nebo numerickym vyrovnanim nameétené charakteristiky. Parazitni kapacita
se projevuje méné také u SMD rezistord.

4.4.1 Relativni chyba pristroje

Relativni chyba pfistroje byla stanovena na kazdém rozsahu pro frekvence SO0Hz az
100kHz s krokem 200Hz. Skutecna hodnota méfenych rezistort byla zmétrena impedancnim
analyzatorem Agilent 4294A. Vypocet relativni chyby d je uveden v rovnici (4-2). Vypocet
absolutni chyby Az potfebného pro relativni chybu je v rovnici (4-1). Zs oznacuje skuteCnou
hodnotu méfenou impedancnim analyzatorem Agilent 4294A a Zy oznacuje hodnotu

meétenou Impedancnim spektroskopem.

|Az| = |Zs - ZM| 4-1)
|Az]
8y =— 42
2= (4-2)
10150
10100
10050 | LI |
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S 10000
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Graf 4-3 Frekvencni charakteristiky rezistoru 10k.
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Graf 4-4 Relativni chyba Impedanc¢niho spektroskopu pro 10k.

V grafu 4-3 jsou znazornény frekvencni charakteristiky rezistoru 10k naméfené
pomoci Impedancniho spektroskopu (v grafu IS) a pristroje Agilent 4294A. Na grafu 4-4 je
zobrazena relativni chyba Impedancniho spektroskopu oproti skutecné hodnoté métené
pristrojem Agilent 4294A. Z tohoto grafu je vidét, ze presnost se mirné zhorsuje s rostouci
frekvenci. Obdobné grafy pro hodnoty 10Q2, 100Q, 1kQ, 10kQ, 100kQ a 1IMQ jsou uvedeny
v piiloze. Nejhorsi pfesnosti impedance jsou na mezich impedanéniho rozsahu, tedy pro
hodnoty 10Q a 1IMQ.

4.4.2 Opakovatelnost

Jak bylo zminéno, opakovatelnost je pro pouzité aplikace nejdilezité€jsi ukazatel.
Nejlépe ji lze vyjadfit pomoci smérodatné odchylky. Aby bylo mozné srovnat smérodatné
odchylky na vSech rozsazich, tak byla pouzita relativni smérodatna odchylka vztazena vzdy
pro dany rozsah. Pro vypocet byly na kazdém rozsahu zméfeny dva rezistory a to celkem 20
krat. Rezistory byly zvoleny tak, aby se jejich hodnota nachazela na krajnich bodech dané¢ho
impedanc¢niho rozsahu. Celkem tedy bylo zméfeno 10 rezistori. V§echny naméfené udaje jsou
ptilozeny v pfiloze, zde budou uvedeny 3 grafy pro rezistory 12R, 12k a 100k.
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Graf 4-5 Relativni smérodatna odchylka v zavislosti na frekvenci pro 12R
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Graf 4-6 Relativni smérodatné odchylka v zavislosti na frekvenci prol2k
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Graf 4-7 Relativni smérodatna odchylka v zavislosti na frekvenci pro 100k

Vypocet relativni smérodatné odchylky byl proveden z hodnoty rozsahu a smérodatné
odchylky podle rovnice (4-5). Smérodatnd odchylka byla vypoctena podle rovnice (4-4) a
vypocet aritmetického priméru potfebného k vypoctu smérodatné odchylky byl vypocten
podle rovnice (4-3). VSechny vypocty byly provedeny v programu MS Excel a soubory typu
xlsx obsahujici vypocCty a grafy jsou soucasti prilohy.

k
1
X =—" X; (4-3)
n
i=0
k
1 Y )2 4-4
= ——3 x; — X) (4-4)
i=1
——° 100 (4-5)
r = Tozsah i

Z namétenych hodnot vyplyva, ze rozdil po sobé jdoucich méfeni bude mensi nez
+1% z aktualniho impedan¢niho rozsahu.

4.4.3 Teplotni zavislost pristroje

Presnost impedancniho spektroskopu podléha samoziejmé také vlivim teploty. Je to
zpusobeno teplotnimi zavislostmi hodnot jednotlivych soucastek. Vzhledem k tomu, Ze se
kalibrace provadi pomoci rezistord, je do méfeni zanesena teplotni zavislost i téchto rezistoru.
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Problém teplotni zavislosti piistroje byl vyfeSen tak, ze meéfeni a kalibrace probiha za
konstantni teploty. V nenarocnych aplikacich posta¢i pokojova teplota. Pro narocnéjsi
aplikace, kde je zadouci odstranit maximum parazitnich vlivl, je tifeba k regulaci teploty
pouzit termostat.

4.5 Méreni koncentrace bakterii

Zjistovani koncentrace bakterii v roztoku je Casto provadénou cinnosti v oblastech
lékar'stvi a mikrobiologie. Z tohoto divodu byl proveden experiment s cilem stanoveni
zavislosti koncentrace bakterii v roztoku na impedanci.

V grafu 4-8 je zobrazena zmeéna frekvencni charakteristiky absolutni hodnoty
impedance v zavislosti na koncentraci bakterii v méfeném vzorku. Koncentrace bakterii je
vyjadfena jednotkou CFU, ktera oznacuje pocet zivotaschopnych bunék v zkoumaném
vzorku. Obvykle se CFU vztahuje na jednotku objemu, v naSem pfipadé na mililitr. Pro
hodnoty CFU mensi nez 10° jiZz byla zména impedance v zavislosti na CFU pfili§ mal4, aby
bylo mozné koncentraci stanovit.
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Graf 4-8 Zmeéna absolutni hodnoty impedance v zavislosti na koncentraci bakterii v
roztoku.
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Graf 4-9 Zavislost absolutni hodnoty impedance na CFU/ml na frekvenci 15kHz.
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Graf 4-10 Zavislost absolutni hodnoty impedance na CFU/ml na frekvenci 40kHz.

Na grafech 4-9 a 4-10 je zobrazena zavislost CFU/ml a impedance pro frekvence
15kHz a 40kHz. Z téchto hodnot by mohla byt stanovena orientacni zavislost CFU na
impedanci, ale pro pfesné urceni této zavislosti by bylo zapotiebi vice méfeni.

4.6 Detekce biofilmu

Bakterie mohou zit v tekutych latkach, kde se volné€ vznaseji, ale mohou také zit na
povrchu pevnych latek, kde vytvari tenkou vrstvu neboli biofilm. Tato vrstva se sklada ze
samotnych bakterii a ,,slizovité“ hmoty EPS (extracelularni polymery), kterou bakterie
produkuji. Biofilm mize vzniknout jen na rozhrani pevné latky s kapalinou. Tloustka vrstvy
se pohybuje od jednotek do stovek mikrometrd. Biofilm se tvoii také v lidském téle napf. na
zubech, ale také uvnitf cév ¢i v mocCové trubici. Vrstva biofilmu muze pisobit problémy a to
ne jen v lidském téle v podobé infekci. Pokud se vytvori biofilm na kovovém predmétu, muze
zpusobit korozi. Tvorba biofilmu na lékaiskych nastrojich zptsobuje znacné problémy, proto
je tieba biofilm n¢jakym zptisobem detekovat.[13]

Jednou ze zakladnich vlastnosti biofilmu je velka odolnost proti antimikrobnim latkam
a dezinfekcim. Bakterie v biofilmu maji také mnohem lepsi adhezni vlastnosti.[13]

4.6.1 Popis méreni

Experiment byl proveden ve dvou hlavnich fazich.

V prvni fazi bylo cilem stanovit frekvenéni rozsah vhodny k detekci bakterialniho
kmene tvoriciho biofilm. Pak stanovit vliv tvaru méficich elektrod na detekci biofilmt. Tvary
jednotlivych elektrod jsou uvedeny v kapitole 4.6.3. Samotné méfeni probihalo po dobu 3 dnu
v rozsahu frekvenci 100Hz az 100kHz v tficeti pfiblizné dvouminutovych intervalech.
Frekvencni krok byl nastaven na 100Hz. Cely méfici systém byl umistén v termostatu, ktery
udrzoval teplotu 37°C. Elektrody byly ponofeny do roztoku tryptosojového bujonu
s pfidanymi 5% glukozy. Pro fixaci elektrod bylo upraveno vicko 50ml zkumavky, ve které
bylo umisténo 20ml méfeného roztoku. Jednotlivé makro elektrody byly prepinany pomoci
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dvou multiplexerti popsanych v kapitole 4.1.4. Multiplexery byly pfipojeny k impedancnimu
spektroskopu a vSechny 3 komponenty systému pomoci USB k fidicimu PC.

Ve druhé fazi byla k méfeni pouzita mikrotitracni desticka E-plate od spolecnosti
Roche sjiz pfipravenymi mikroelektrodami pro kazdou jamku. Tato desticka obsahuje 12
sloupct a 8 radka, tedy 96 jamek. Specialné pro tuto desticku byl vytvoren dalsi multiplexer,
ktery je obdobny jako zminovany v kapitole 4.1.4. Do kazdé jamky desticky byl umistén
roztok 100ul TSB a 200ul bakterialniho roztoku. V této fazi bylo pouzito 40 bakterialnich
kmena (Tabulka 4-4) Staphylococcus epidermidis. Polovina téchto kmena biofilm tvorila a
polovina biofilm netvofila. Métfeni probihalo v termostatu pii teploté 37°C se zvySenou
vlhkosti, aby se zabranilo vyschnuti desticky. Naméfena data byla klasifikovana pomoci PLS.

Oznaceni Tvorba Oznaceni Tvorba Oznaceni Tvorba Oznaceni Tvorba
kmene biofilmu kmene biofilmu kmene biofilmu kmene biofilmu
E40 - 04 - A088 + L32 +
M44 - CO05 - A096 + M21 +
M17 - L19 - A057 + NO2 +
FO8 - L18 - A023 + N17B +
B20 - L17 - D12 + G37 +
D43 - L15 - B47 + G52 +
A002 - L06 - Cl6 + 05 +

L29 - LO08 - C33 + o7 +

M6 - L03 - B22 + 013 +
K12 - G17 - L45 + K11 +

Tabulka 4-4 Seznam pouzitych bakterialnich kmend "+" tvoficich
a "-" netvoricich biofilm.[14]

Meéfeni jsme provedli ve spolupraci s Masarykovou univerzitou v laboratofi Vyzkumného
ustavu mlékarenského s.r.o. — pobocka Pohotelice spolecné s Be. et Bc. Martinem Jakubcem,
ktery pouzil Impedancni spektroskop ve své diplomové praci[14].

4.6.2 Bakterialni kmeny, kultivace a bunécné kultury

Pro méfeni byly pouzity bakterialni kmeny Staphylococcus epidermidis. Kmeny byly
pfedem rozdéleny do dvou skupin, kmeny tvofici biofilm a kmeny biofilm netvoftici (Déle
oznacovano jako biofilm pozitivni a negativni).

4.6.3 Meérici elektrody

Elektrody byly vytvoreny na plo§ném spoji. Otestovano bylo 11 typt makro elektrod.
Jednotlivé typy elektrod jsou na obrazku 4-13. Elektrody jsou vytvofeny na cuprextitové
desticce, plochy mimo elektrody jsou oSetfeny nevodivym lakem a samotné elektrody byly
galvanicky pozlaceny.
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Obrazek 4-13 Typy elektrod.

Nevodiva plocha mezi dvéma vodici jednotlivych elektrod slouzi jako kultiva¢ni. Na
této plose se, v piipadech kment biofilm pozitivni, vytvoii biofilm a ovlivni impedanci mezi
elektrodami.

4.6.4 Nahradni obvod

Pro teoreticky model d€je na elektrodach byl pouzit nahradni obvod elektrod v
roztoku. Tento obvod je znazornén na obrazku 4-14. Kondenzatory Cg predstavuji pfechod
z elektrody na méfeny roztok a rezistor R, pak odpor daného méfeného roztoku.[15]

Cdl DS Cdl
I — I
i — ||

o o

Obrazek 4-14 Nahradni obvod elektrody.[15]

Kapacita Cy se vypocte podle rovnice (4-6). Dielektrikum téchto kondenzatort tvori
ionizacni vrstva, ktera se vytvoii na pfechodu elektrody a roztoku. Permitivita této vrstvy g,
spolecné s permitivitou vakua € tvori permitivitu dielektrika kapacity na elektrodach.[15]

A
Cdl = g% [8] (4'6)
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,,A“ je plocha elektrody a , d* vyjadiuje tloustku ionizované vrstvy.
Ear = & " &0 [8] 4-7)

Absolutni hodnota impedance se pro tento obvod vypocte podle rovnice (4-8).

1
1Z| = J (R?) + (n dez) (8] (4-8)

4.6.5 Vyhodnoceni prvni faze

Zmeéteno bylo asi 20 000 hodnot pro jednu kombinaci elektrody a kmene. Celkovy Cas
meéteni kazdé elektrody byl 48h, kde se po 30 minutach zméfila impedance v rozsahu 100Hz
az 100kHz s krokem 100Hz. Takto velky pocet krokti na jedno méfeni byl zvolen, protoze na
zaCatku méteni nebylo znamo, které frekvence jsou pro méfeni vhodné. Ze vSech namérenych
dat nasledné byla vybrana ta, ktera nejlépe reprezentuji danou vstupni veli¢inu. Tedy
bakterialni kmeny tvofici, nebo netvofici biofilm (Oznacovano jako biofilm pozitivni a
negativni).

Nejprve bylo tfeba vybrat vhodny rozsah frekvenci z naméfenych dat. Na grafu 4-11 je
frekvencni charakteristika absolutni hodnoty impedance a na grafu 4-12 frekvencni
charakteristika faze pro doby kultivace 14 a 24 hodin s Cistym roztokem bez bakterii ,,Blank®,

(15

+“ a biofilm negativnim kmenem ,,-“ méfeny elektrodou A.

2

biofilm pozitivnim kmenem ,,
V levé Casti grafu se vyrazné projevuji kapacity na prechodech elektrod a média. V pravé
¢asti je vliv této kapacity jiz minimalni a charakteristika v této ¢asti vyjadiuje zejména odpor
roztoku. Pro detekci biofilml postaci frekvence do 10kHz. Nad hodnotou 10kHz se kapacita

prechodii projevuje jen minimalné. Tato kapacita je ovliviiovana ionty v méfeném médiu.
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Graf 4-11 Frekvencni charakteristika absolutni hodnoty impedance — pfiklad namétenych
hodnot pro dva kmeny, jeden biofilm pozitivni ,,+* a druhy negativni ,,-“. Méfeno na
elektrodé A. Na grafu je také prabéh pro sterilni médium (Blank).[14]
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Graf 4-12 Zavislost faze na frekvenci ptiklad namétrenych hodnot,
parametry jako u grafu 4-11.[14]

49



V grafu 4-12 je frekvencni charakteristika faze. Prubéeh fazi odpovida kapacitnimu charakteru.
U distého roztoku ,, Blank™ je kapacitni charakter vyrazné¢ mensi nez u bakterialnich roztoka.
To je zptsobeno mensi ioniza¢ni vrstvou na piechodu elektrod.

4.6.5.1 Doba ustaleni impedance

Z graft 4-13 a 4-14 je vidét pocateCni zmény impedance pied ustalenim hodnot. Tyto
zmény jsou zpusobeny tvorbou iontovych vrstev na prechodech elektrod a roztoku, také
postupnym pokryvanim elektrod bilkovinami a dalSimi blize nespecifikovanymi jevy. Doba
ustaleni je stanovena na 450 minut. Na dobu ustidleni nemd vliv tvar elektrod, jak bylo
zjisténo porovnanim meétrenych hodnot jednotlivych elektrod.

12000 — 1000 2000 3000 4000
1 [ ———
E 10000 §
N 8000 -
- - Méfené frekvence
6000 1 kHz
il —— 3 kHz
4000 _ 50 kHz
2000
0 . T . I . I . I
0 450 1000 2000 3000 4000

doba kultivace [min]

Graf 4-13 Ustaleni absolutni hodnoty impedance. Pribéh z méfeni sterilniho média
s elektrodou C.[14]
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Graf 4-14 Ustaleni faze. Prabéh z méfeni sterilniho média s elektrodou C.[14]
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4.6.5.2 Zména charakteristiky impedance v prabéhu kultivace

V prabéhu kultivace jednotlivych kment bakterii se ménila frekven¢ni charakteristika
impedance. S rostoucim ¢asem se absolutni hodnota impedance zmensovala. To je zpisobeno
zvySovanim poctu bakterii, s cimz souvisi vétsi iontova vodivost. Tato zména impedance
ovSem nemuze byt pouzita k detekci kment tvoricich biofilm, protoze nejsou vyrazné rozdily
ve zméné impedance v prub€hu kultivace pro biofilm pozitivni a negativni kmen. Mohla by
ovSem byt vyuzita pro zjisténi koncentrace bakterii v médiu.
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Graf 4-15 Zmény frekvenéni charakteristiky impedance v prubéhu kultivace.[14]

4.6.5.3 Srovnani elektrod

V kapitole 4.6.3 jsou popsany pouzité¢ elektrody. Srovnani jednotlivych elektrod
probéhlo pro 5 biofilm pozitivnich a 5 biofilm negativnich kment. V nasledujicich grafech
4-16, 4-17 a 4-18. jsou znazornény zmeény impedance a faze v prabéhu kultivace od 8 do 48 h.
Od hodnot impedance i faze biofilm pozitivnich a negativnich kment jsou odeCteny hodnoty
impedance a faze pro Cisty roztok (Blank). Zaporna impedance v grafu vyjadiuje impedancni
narust a kladné hodnoty pokles.

Nebyly sledovany vyrazné rozdily mezi jednotlivymi elektrodami. Z toho vyplyva, ze
mezi jednotlivymi pouzitymi elektrodami neni zadna s vyrazné lepSimi vlastnostmi pro
detekci biofilmu.
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Graf 4-16 Frekvenéni charakteristiky rozdilu impedance pro prvnich 6 elektrod.[14]
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Graf 4-17 Frekvencni charakteristiky rozdilu impedance pro druhych 6 elektrod.[14]
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Graf 4-18 Frekvencni charakteristiky rozdilu impedance pro tietich 6 elektrod.[14]

4.6.6 Vyhodnoceni druhé faze

Naméfena data z druhé faze byla nejprve piedzpracovana pomoci SNV (Standart
Normal Variable), aby se korigoval nestejny rozptyl hodnot a offset spektra. Samotné analyza
byla provedena pomoci metody PLS (Partial Least Square) a to s derivaci prvniho fadu
naméfenych dat absolutni hodnoty impedance, protoze derivace lépe vyjadiuje zmény ve
spektru. Pomoci PLS byl ziskdn model, ktery byl nasledné validovan. Vzhledem k tomu, ze
nametfenych dat nebylo velké mnozstvi, byla k tvorbé validacniho modelu pouzita metoda
kiizové validace (Cross-validation - leave one out). To znamena, ze byl vytvofen model ze
vSech naméfenych vzorkd kromé jednoho, ktery byl nasledné podle navrzeného modelu
ptifazen. Tento postup se s vynechanim postupné kazdého prvku opakoval.

Bylo zjisténo, ze hlavnim nositelem informace je spektrum do 2kHz. Pro analyzu byla
pouzita jen absolutni hodnota impedance. Nejvyhodnéjsi poCet komponent PLS byl stanoven
experimentalné postupnym zvySovanim komponent a vypocltem uspéSnosti pfifazeni. Na
grafu 4-19 je vidét uspésnost prifazeni pro pocet komponent 1 az 30. Z tohoto grafu je vidét,
ze postaci 16 komponent pro nejlepsi dosazenou uspésnost piirazeni a to 91%.
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Graf 4-19 Uspé&snost PLS pro rizny podet komponent.

Na grafu 4-20 jsou znazornény vahy prvni (nejdilezitéjsi) komponenty. Jednotliva
spektra byla zfetézena tak, jak byla naméfena v ¢ase. Nejvyssi vahy dal algoritmus nizkym
frekvencim (<10kHz). Informaci o rozliSeni tvorby biofilmi neslo predevs§im 4. spektrum,
které bylo naméfeno po 15 hodinach. V této dobé byla zfeymé aktivita bakterii nejvyssi. Jak je
vidét, posledni spektrum (45 hodin) jiz nenese téméf zadnou informaci potfebnou pro
rozliseni biofilm pozitivnich a negativnich kmenti bakterii.
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5 Z.aver

V prvni ¢asti prace je definovana impedance a impedancni spektroskopie a jsou
popsany zakladni metody jejich méteni. Dale je podrobné popsan obvod ADS5933, jeho vnitini
struktura, funkce a ovladani. Dalsi Casti prace byl navrh Impedancniho spektroskopu zalozeny
na zminéném obvodu. Pfistroj disponuje automatickym pfepindnim péti impedancnich
rozsaht, diky ¢emuz je mozné méfit impedanci od 10Q do 1MQ. Frekvencni rozsah pfistroje
je 100Hz az 100kHz. Ridicim obvodem je mikrokontrolér PIC32MX460F512L, ktery
zajistuje provedeni méfeni, ulozeni aktualnich dat a komunikaci s PC. Pro ovladani pfistroje
byl navrzen PC software, ktery umoziuje kompletni fizeni méfeni. V ovladacim software Ize
provést kalibraci, samotné méfeni a naméfenad data zobrazit v grafech, ¢i ulozit ve formatu
csv. Software navic umoziiuje automatické méfeni s moznosti prepinani vstupa.

Presnost Impedancniho spektroskopu je vyjadrena frekvencni charakteristikou
relativnich odchylek naméfenych a skuteCnych hodnot rezistorti pro kazdy z péti rozsahu.
Impedanéni analyzator Agilent 4294A slouzil jako etalon a urCoval skute¢né hodnoty
rezistorl. Relativni odchylky nepfevySily hodnotu 2%. Vzhledem k tomu, ze byl pfistroj
pouzit pii srovnavacich meétenich, u kterych je dulezita dobra opakovatelnost, tak jsem
provedl vypocet relativnich smérodatnych odchylek vztazenych k odpovidajicimu rozsahu.
Tyto odchylky byly vypocteny z 20 méfeni pro kazdou hodnotu a byly méfeny na vsSech
rozsazich. Relativni smérodatné odchylky neptesahly 1% daného rozsahu.

S navrzenym pfistrojem byly ve spolupraci s Martinem Jakubcem provedeny
mikrobiologické experimenty méteni koncentrace bakterii a detekce biofilmu.

Cilem prvniho experimentu bylo zjistit, zda impedance roztoku zavisi na koncentraci
bakterii v ném obsazenych. Vysledkem je dikaz zmény frekvencni charakteristiky impedance
v zavislosti na koncentraci bakterii v méfeném roztoku. Pro presnéj§i stanoveni zavislosti
impedance na koncentraci bakterii by bylo tfeba provést dalsi méreni.

V druhém experimentu bylo ukolem vytvofit s pomoci navrzeného Impedan¢niho
spektroskopu detektor bakterialnich kment tvoficich biofilm. Pribéh experimentu byl
rozdélen do dvou fazi.

V prvni fazi jsem stanovil dobu ustaleni impedance na 450 minut a frekvencni pasmo
vhodné k detekci bakterialnich kment tvoficich biofilm na 100Hz az 10kHz. Dale jsem
provedl srovnani 11 typa vytvorenych elektrod. Ukazalo se, Ze z otestovanych elektrod nema
zadna vyrazn€ lepsi vlastnosti ve vztahu k detekci biofilma.

Vdruhé fazi byla k meéfeni pouzita mikrotitracni desticka se zabudovanymi
mikroelektrodami. Pomoci této desticky bylo naméfeno 40 bakterialnich kment, z nichz
polovina tvofi biofilm. Metodou PLS a nasledné validace pomoci kfizové validace jsem
z naméfenych dat absolutni hodnoty impedance vytvoril model uréeny k predikci tvorby
biofilmi. Pomoci tohoto modelu je mozné rozlisit bakterialni kmeny tvofici a netvorici
biofilm s GispéSnosti 91%.

Impedancni spektroskop se osvédcil v praxi na provedenych experimentech. Po celou
dobu méfeni byl stabilni, problémy nezptsobily ani zvySena teplota a vlhkost v prabéhu
méfeni.
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Seznam zkratek

AD - Analog to digital (Analogové digitalni)

CDC - (Kapitola 3.1) Centers for Disease Control (Centrum pro kontrolu chorob)
CDC - (Kapitola 4.2) Communication devices class (Zafizeni komunikacni tfidy)
CFU - Colony-forming unit (Kolonie tvorici jednotky)

CPLD - Complex programmable device ()

DA - Digital to analog (Digitalné analogové)

DDS - Direct Digital sysnthesys (Pfima ¢islicova syntéza)

DFT - Discrete fourier transformation (Diskrétni fourierova transformace)

FFT - Fast fourier transformation (Rychla fourierova transformace)

I°C - Inter Integrated circuit (Interni integrovany okruh)
IS - Impedance spectroscopy (Impedancni spektroskopie)
PC - Personal computer (Osobni pocitac)

RF - Radio frequency (Radiové frekvence)

SPC - Standard Plate Count (Standardni plotnova metoda)

TFT - Thin film transistor (Tenkovrstvé tranzistory)

TSB - Tryptic soy brooth (Tryptosojovy bujon Stépeny trypsinem)
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8 Seznam priloh

Na ptilozeném CD pro tisknutou verzi, nebo v zabaleném zip souboru pro online verzi
se nachazi nasledujici slozky:
- PC software — obsahuje ovladaci program vcetné projektu pro Visual studio 2008
- PIC firmware — obsahuje firmware mikrokontroléru
- Méfeni presnosti — obsahuje naméfené hodnoty a grafy tykajici se pfesnosti pristroje
- Biofilm — obsahuje naméfena data z experimentu detekce biofilmu
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