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Jedna se o analyzator, resp. voltametricky chemicky senzor uréeny pro detekci bakterie e-coli,
ktery je jednim z méficich modulli autonomniho plovouciho systému pro méfeni kvality vody
v fekach.

E-coli je alimentarni bakterie zodpovédna za mnoho nemoci, jako je otrava jidlem, a vysledna
nemoc muze v zavaznéjSich pripadech vést dokonce ke smrti. Pfitomnost kmene e-coli
v fiéni/potoCni vodé naznacuje nedavné miseni odpadnich vod nebo kontaminaci zivo€iSnym
odpadem. Pfitomnost nevirulentnich nebo virulentnich kmen mdze zpusobit vazné poskozeni
tim, ze zpGsobi prdjem, infekci mocovych cest, onemocnéni dychacich cest a infekce krevniho
fecisté. WHO, agentura EU pro monitorovani vody, doporuduje, aby pitha voda méla 0 CFU ve
100 ml. Americka agentura pro ochranu zZivotniho prostfedi (EPA) doporucila geometricky pramér
126 e-coli CFU/100 ml. Z tohoto divodu agentury pro monitorovani vody hledaji vhodné,
nakladové efektivni metody pro pravidelné a stalé monitorovani tokd a fi¢nich vod. V tomto
projektu jsme pouZili elektrochemicky systém pro detekci E-coli z fi¢ni vody pomoci cyklické
voltametrie.

Modul pro detekci vyuzZiva kultivaéniho roztoku, ktery je po smiseni s odebranym vzorkem a
nasledné kultivaci podroben voltametrickému méfeni. PouZita cyklicka voltametrie jako analyticka
metoda, zde detekuje enzym 8-HQ, ktery vznikd pfi kultivaci pfitomné bakterie e-coli.
Z naméreného priibéhu Ize poté stanovit pfitomnost i koncentraci bakterie e-coli v odebraném
vzorku.

Ovéreni metodologie

K odebranému vzorku je pfidano 5,0 ml Luria bujénového ridstového média (LB médium)
obsahujiciho aditivni sodnou stl methyl-p-glukuronidu (MGu) a 8-hydroxychinonglukuronid (8-
HQG). Priblizné 100 CFU cerstvé pfipravené e-coli bylo pfidano do LB média a inkubovano pfi
37,4 °C po dobu 9,0 hodin. Pfitomnost MGu v LB médiu je indukovana do e-coli za vzniku
specifickych B-glukuronidazovych enzymii (ENZ) v médiu. 8-HQG pUsobi jako substrat pro enzym
B-glukuronidazu, stépi 8-HQG za vzniku elektrochemicky aktivni latky 8-HQ (Obr. 1). Tento 8-HQ
je oxidovan na pracovni elektrodé, coz vede ke specifickému vystupnimu signalu oxidaéniho
proudu meéfeného cyklickou voltametrii. Pro tuto studii byl pouzit pfenosny potenciostat
.Palmsens EcoStat”, kde jako pracovni elektroda je pouzita tiSt€na uhlikova elektroda (SPCE).
Pro pfesnou analyzu vzorku se 1,0 ml fi¢ni vody smicha se 4,0 ml LB média obsahujiciho MGu
a 8-HQG a necha se inkubovat 9 hodin.
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Obr. 1 Princip detekce e-coli

Dosazené vysledky

Pro zajisténi funkénosti metodologie detekce byl vzorek e-coli studovan pomoci cyklické
voltametrie. Obrazek 2A ukazuje kontrolni experiment, kde pouze LB plsobi jako kontrola, LB+8-
HQG pusobi jako negativni kontrola a LB-8-HQG+ENZ pUlsobi jako pozitivni kontrola. SPCE
ukazala v této kontrolované studii, Ze oxidace 8-HQ byla pozorovana mezi 0,5-0,7 V s rychlosti
skenovani 0,05 V/s. Pro ovéfeni pracovnich podminek byla stanovena kalibra¢ni kfivka pro riizné
bakterialni koncentrace od 100 CFU/ml, 200 CFU/ml a 500 CFU/ml (obr. 2C). ZvySenim
oxida¢niho proudu bylo pozorovano na zakladé zvysujici se koncentraci CFU, coz znamena
tvorbu a oxidaci 8-HQ, ¢imz se projevuje zvySena tvorba ENZ v LB médiu.

Po ziskani linearni kalibracni kfivky byla tato modelova technika pouZita pro pfesnou analyzu
vzork( porovnanim Fiéni a balené pitné vody. Obé vody byly pfidany do LB média a inkubovany
po dobu 9,0 h pfi 37 °C (obrazek 2D). V Fiéni vodé byl pozorovan narust oxidacniho proudu s
oxidaénim proudem 7,794 pA. Zadny takovy oxidaéni pik nebyl pozorovan u balené pitné vody.
Bylo zjiténo, Ze ziskany proud z Fi¢ni vody ma méné nez 100 CFU/ml, coz je méné nez
doporu¢ena koncentrace e-coli 126 CFU/ml podle US EPA.
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Obr. 2 A) ukazuje kontrolni studii, B) zobrazuje riizné voltamogramy oxidace 8-HQ vytvorenou riznou
koncentraci e-coli, C) kalibracni kfivka a D) pfiklad analyzy skute¢ného Fficniho vzorku pfi porovnani s
balenou pitnou vodou

Konstrukce a funkce autonomniho analyzatoru

Na Obrazku 3 je uveden procesni diagram méficiho modulu. Pfi procesu méfeni vstupuje vzorek
vody do modulu pfes elektromagneticky ventil V1.1 odkud dale pokracuje do kultivaéniho tanku
T1.1 a pfes ventil V1.2 do vystupniho potrubi. Po proplachnuti celého fetézce jsou oba ventily
uzavieny, a z tanku je odCerpano definované mnozstvi vzorku prostfednictvim Cerpadla P1.2.
Nasledné je do kultivagniho tanku &erpadlem P1.1 nagerpano poZzadované mnoZstvi kultivacniho
roztoku ze zasobniku T1.2. Vznikly roztok je poté pfi konstantni teploté kultivovan a nasledné
podroben méfeni voltametrickou metodou. Po ukon€eni méfeni je nutné, aby byl cely systém
dezinfikovan.
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Obr. 3 Procesni diagram elektrochemického modulu

Pro Fizeni procesu modulu byl navrZzen proprietarni fidici embedded systém, jehoZ blokovy
diagram a realizace jsou uvedeny na Obr. 4. Systém Ize ovladat standardnim komunikacnim a
napajecim rozhranim, které je pfizplisobeno pro komunikaci prostfednictvim protokolu Modbus
RTU s fyzickou vrstvou RS485 a napajenim 12 Vac. Kromé vykonovych prvkud pro obsluhu akénich
¢lend procesu jako jsou peristalticka ¢erpadla, ventily, nebo topny element, je systém vybaven i
budici pro obsluhu 2 D manipulatoru, ktery slouzi pro manipulaci méficich elektrod a budici pro

elektromagnety slouzici

pro extrakci

elektrod. V neposledni fadé je systém vybaven

voltametrickym modulem EmStat pico, ktery v kombinaci s tisténymi elektrodami zajistuje
samotné méfeni.
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Obr. 4 Blokovy diagram Fidiciho systému modulu; Realizovany Fidici systém
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Vzhledem k tomu, Ze Casova stalost tisténych elektrod je mald, jsou ureny na jedno pouZiti.
Proto byl navrzen a vytvofen systém manipulatoru, ktery umozfiuje uchopeni elektrody
v zasobniku a jeji nasledné ponofeni do méfeného roztoku uvnitf kultivaéniho tanku. Po ukon&eni
méfeni je manipulatorem tank uzavien a pouZita elektroda je za pouziti extraktoru odhozena do
zasobniku pouzitych elektrod. Mechanické feSeni manipulatoru Ize vidét na Obr. 5.
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Obr. 5 Vizualizace mechanického feSeni manipulatoru; Manipulator v klidové poloze.

Manipulator se sklada ze dvou os (vodorovna X, svisla Z), které pohybuji vikem tanku, jehoz
soucasti je i drzak elektrody s konektorem. V klidové poloze manipulator uzavira kultivaéni tank,
pficemz drzak elektrody setrvava v pozici nad extraktorem. Po spusténi procesu voltametrického
méfeni dojde nejprve k sepnuti elektromagnetd extraktoru, coz zpUsobi pfidrzeni elektrody, které
zUstava v drzaku elektrod z pfedchoziho méfeni. Nasledné se viko s drzakem elektrod zacne
pohybovat ve sméru osy Z, coz zplsobi otevieni kultivaéniho tanku a extrakci elektrody
z konektoru. Po uvolnéni elektromagnetd extraktoru vypadne elektroda do zasobniku pouzitych
elektrod. Manipulator nasledné nabere novou elektrodu a ponofi ji do zkultivovaného roztoku
v kultivaénim tanku. Po ukon&eni méfeni je elektroda vyjmuta a manipulator se vrati do vychoziho
klidového stavu.

Obsluha systému modulu je realizovana prostfednictvim Modbus RTU komunikace a je
pfizpusobena integraci do celkového plovouciho FfeSeni spojujici nékolik méficich moduli
dohromady. Za timto G¢elem byl vytvoren univerzalni obsluzny datovy model, ktery je pro vSechny
méfici moduly totozny, a ktery umozfiuje transparentni obsluhu a sbér dat z libovolného typu
méficiho modulu. Datovy model mé&ficiho modulu disponuje t&mito parametry:

Parametr Adl.'esa Popis
registru
Kod oznadujici typ mericiho modulu
Typ modulu Ox0000 1 5 kolorimetrickou jednotku 0x0003)
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Cas tlakovani

Cas tlakovani vstupniho potrubi (v sekundéach) ktery

, 0x0001 jednotka vyZaduje po spusténi méfeni pro nacerpani
potrubi . ) T .
potfebného mnozstvi méfené kapaliny.
. - Cas tlakovani vstupniho potrubi (v sekundach) dezinfekénim
Dezinfekéni L . ox
cas 0x0002 roztokem, ktery jednotka vyZaduje po spusténi procesu
dezinfekce.
Velikost Pocet 16bitovych registri, ve kterych jsou ulozena mérena
. 0x0003 data. (Data kolorimetrického modulu jsou uloZena v .. |
mé&fenych dat .
[BO(1]registrech)
Mérena data 0x1000 Pocatec¢ni adresa namérenych dat.

Tab. 1 Parametry mériciho modulu

Ovladani funkci modulu je pak realizovano prostfednictvim dvou ovladacich registrdl, z nichz
jeden slouzi ke ¢teni aktualniho stavu modulu a druhy k zadavani pozadovaného pfikazu. Tyto

registry jsou popsany v Tab. 2.

Registr

Adresa
registru

Popis

Stavovy registr

0x0004

Registr ukazuje aktualni stav modulu:

0x0000 — Inicializace.

0x0100 — Klidovy stav; pfipraven pro méfeni nebo dezinfekci.
0x0200 — Probiha méreni.

0x0300 — Probiha dezinfekce.

0x0400 — Méfeni hotovo.

0x0500 — Dezinfekce hotova.

0x80XX — ERROR; XX jsou nahrazeny typem chyby.

Ridici registr

0x0005

Ovladani méficiho modulu je realizovano zapisem do tohoto
registru.

0x0000 — Rezervovano

0x0100 — Reset; restartuje zafizeni do klidového stavu.

0x0200 — Start méreni.

0x0300 — Start dezinfekce.

0x0400 — ACK — Potvrzeni dokonéeni prikazu.

OxFFFF — Zastavit vse.

Tab. 2 Popis ovladacich registru

Pfechody mezi jednotlivymi stavy a jejich chovani popisuje stavovy diagram na Obr. 6. Jak Ize
vidét, spusténi méfeni nebo dezinfekce je mozné pouze v klidovém stavu. Pfikaz zastavit vSe
Ize naopak pouzit kdykoliv. Po dokon€eni méfeni, dezinfekce nebo vzniku poruchy setrvava
systém ve stavech done nebo ERROR do doby, nez je tav potvrzen zadanim pfikazu ACK.
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Obr. 6 Stavovy diagram obsluhy modulu.

V této dobé je vhodné napfiklad v pfipadé stavu Méreni hotovo provést vycteni méfenych dat,
nebot je v tomto stavu zaru€ena jejich platnost. Format dat v datové oblasti je popsan v Tab. 3.

Parametr Ad'fesa Popis
registru
1 0x1000 Namérena hodnota CFU — Colony Forming Unit

Tab. 3 Popis oblasti namérenych dat

Proces méreni je odstartovan pfikazem (zapisem do registru). Vychozi stav pro méfeni je
zavieny a vydezinfikovany kultivacni reaktor s prazdnou svorkou pro méfici elektrodu. Ventily

jsou zaviené, Cerpadla vypnuta. Méfici rutina postupné prochazi témito fazemi:

e Faze odbéru vzorku vody pro testovani — modul otevie ventily a ¢eka po definovany Cas
(10 s), az pfivodem protece Cerstvy vzorek vody, kiery se ma otestovat a naplni zcela
kultivaéni reaktor.

o Faze odméfeni pfesného objemu vzorku — modul zavfe ventily a spusti peristaltické
Cerpadlo P1.2 pro od¢€erpani vzorku vody v reaktoru na poZzadovany objem.

e Faze pfidani kultivacniho média — do reaktoru je pomoci peristaltického ¢erpadla P1.1
nacerpan kultivacni roztok.

e Faze kultivace — modul provadi kultivaci v kultivaénim reaktoru po specifikovanou dobu.
Komora kultivaéniho reaktoru je regulovana na teplotu 37 °C. Regulace je provadéna
pomoci PWM na topném odporu a &idla teploty.

e Nabrani méfici elektrody — po uplynuti kultivacniho ¢asu modul pomoci servomotort
otevie reaktor, pomoci svorky nabere elektrodu ze zasobniku a vloZi ji do kultivacniho
reaktoru.
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¢ Komunikace EmStat Pico — v této fazi je do voltametrického Cipu EmStat Pico nahran
méfici skript. Mé&fena data jsou pfijimana pfes rozhrani UART do procesoru filtrovana a
vyhodnocena. Vysledek CFU Colony Forming Unit je zapsan do registru.

e Pfiprava na novy cyklus — v tomto stavu dojde k vyjmuti pouzité méfici elektrody ze
svorky a uzavfeni kultivaéniho reaktoru, tak aby byl pfipraven pro dezinfekci.

Obr. 7 Autonomni elektrochemicky modul pro detekci bakterie e-coli ve vodé

Parametry modulu:

Rozméry: 170 mm x 320 mm x 180 mm
Napajeni: 12 Vac

Proudovy odbér (primérny): ~ 500 mA
Proudovy odbér (Spickovy): ~ 1200 mA
Komunikacni interface: Modbus RTU, RS485
Doba inkubace pf¥i 37 °C:

Citlivost detekce: 0,075 uA/CFU
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