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Abstrakt

Teoreticka ¢ast této prace popisuje diabetes a jeho rozdéleni. Moznosti inva-
zivniho, minimalné invazivniho a neinvazivniho méreni. V praktické ¢asti jsou
teoreticky popsany refraktometry a interferometry, soucasti je vyhodnocenf
meéreni na refraktometrech. V neposledni fadé teoreticky popis spektroskopic-
kého meéreni tepu, spolu s vyhodnocenim funk&nosti pfiloZené elektronické
desky méfici tepovou frekvenci.

Klicova slova

diabetes, invazivni, neinvazivni, refraktometr, interferometr, méreni pulsu

Abstract

Theoretical part of this bachelor thesis describes diabetes and its classificati-
ons. Options of invasive, minimally invasive and noninvasive measurements.
In the practical part are theoretically described refractometer and interferome-
tric techniques with evaluation of refractometer meassurement. Last but not
least this bachelor thesis includes a heart rate meassurement electrical board
along with the theoretical explanation of the spectroscopic heart rate mea-
surement.
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Seznam zkratek

DM — diabetes mellitus

WHO — world health organisation

ECT — extracelularni tekutina

IDDM — insulin-dependent diabetes mellitus

LADA — latent autoimmune diabetes mellitus in adults
NIDDM — non-insulin-dependent diabetes mellitus
GDM — gestational diabetes mellitus

NIR — near-infrared

CGM - continuous glucose monitoring

ICT — intersticialni tekutina

GOD - glukosaoxidaza

POD — peroxidaza

MIR — mid-infrared

LED — light emitting diode

BPM — beats per minute



1. Uvod

Navrhnout, vyrobit a zadit prodavat skutecné funkéni pfistroj, ktery neinvazivné
méri cukr (glukosu) v krvi (plasmé) tak, aby méreni bylo dostate¢né presné a
opakovatelné, s chybou v bezpelnych mezich, které neohrozuji zdravotni stav
¢lovéka, ktery by nahradil domaci (invazivni) glukometry, jehoZ cena by nebyla
zavratné odlisna od soucasnych pfistroji na trhu, je néco jako svaty gral vSech
vyzkumnikd zkoumajicich tuto problematiku.

Tato prace si neklade za cil tento problém vyfresit.

Cilem bakalarské prace je rozlisit soucasné metody méreni koncentrace cukr(
v roztoku a v krvi (glykemie). Popsat zpUsoby invazivniho, minimalné invaziv-
niho a neinvazivniho méreni glykemie, se zamérenim na meéreni neinvazivni.

Zhodnotit dosahované presnosti jednotlivych metod, jejich pohodli pro ¢lo-
véka a realizaci ve skutecném sveté mimo laboratorni prostredi.

Soucasti bakalarské prace je elektronickd deska na méreni tepové frekvence
pomoci fotodiody, se kterou porovnavam a ukazuji problémy s obtizemi nein-
vazivnino méreni glukosy (velké zkresleni, slaby signal, odstinéni Sumu a okol-
niho svétla apod.).



2. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM), ¢esky Uplavice cukrova, zkrdcené cukrovka, je klinicky
definovan jako chronické endokrinni onemocnéni projevujici se poruchou me-
tabolismu sacharid(, vyznacujici se nedostate¢nou tvorbou insulinu ve slinivce
bfisni, jeho nedostatecnym vyuzitim bufikami v téle nebo kombinaci obojiho.
Ddsledkem toho je neschopnost téla udrzovat hladinu cukru v krvi v normal-
nim rozmezi a s tim spojené zdravotni komplikace. [1]

Podle Gdajl svétové zdravotnické organizace (WHO) celosvétové stoupl pocet
nemocnych cukrovkou od osmdesatych let ¢tyfndsobné az na 420 miliénd.
WHO uvadi, Zze do roku 2030 bude DM mezi deseti nejcastéjsSimi chorobami
zpUsobujicich smrt. [2]

Hyperglykemie neboli zvySeny krevni cukr je jednim ze zakladnich symptomd
DM, jeji hodnota je nad 5,6 mmol/l u zdravych osob. Hypoglykemie je naopak
snizend hodnota cukru v krvi, jde o pokles pod 3,3 mmol/l. (Tmmol/I = 18mg/dl).
(1]
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2.1.Slinivka bfisni (pankreas)

Pankreas je u dospélého ¢lovéka 12-16 cm dlouhé Zlaza s vnéjsii vnitrni sekreci
o0 hmotnosti 60-90 gramd, kterd je soucdasti orgadnd trdvici soustavy. Je umis-
téna za zaludkem na zadni sténé bfisni napfi¢ od dvanactniku ke sleziné. Délf

se na tfi ¢asti — hlava (caput n.), télo (corpus n.) a ocas (cauda f.).
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Obr. 2 - Slinivka brisnf{
(zdroj: Encyklopedie Britannica)

Exokrinni tkan produkuje sekret s travicimi enzymy trypsinem (Stépi aminoky-
seliny na bilkoviny), lipdzou (Stépi tuky na glycerol a mastné kyseliny) a amyla-
zou (Stépi Skrob na jednodussi cukry), které jsou soucasti pankreatické Stavy
(succus pancreaticus). Ta je vylu¢ovana do dvanactniku, kde neutralizuje kyse-
lou trdveninu (chymus) a vySe zminéné enzymy se podileji na jejim trédveni
v tenkém strevé. [1]

JEndokrinni tkan se lisi od ostatnich zlaz s vnitfni sekreci tim, Ze nevytvafi sa-
mostatny orgdn, ale je rozptylena v podobé shluk( ostriivkl bunék v exokrinni
¢asti slinivky brisni, tyto ostrivky objevil a popsal, neznaje vsak jejich funkci,
vroce 1869 Paul Langerhans, po kterém jsou nyni pojmenovany. Tvofi jen
2-3 % hmotnosti pankreatu (endokrinni ¢ast pankreatu vazi = 0,5 -2 gr), je jich
kolem 1 miliénu a maji prdmér 20-300 pym. V ocase slinivky jsou rozlozeny
hustéji, nez v jejim téle a hlavé. V kazdém Langerhansoveé ostrlvku jsou burky
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nékolika typl, nejc¢astéjsi jsou to bunky typu alfa a beta, tvofici asi 95 % bunék
vsech ostrivkd. V normalni zZldze je pomér mezi buikami o a B — zhruba 4:1
az 8:1. V B-bunkach se vytvari a do obéhu vylucuje insulin, v a-bunkach jeho
antagonista glukagon.” [1]

Insulinje metabolismus regulujici hormon, jehoz zasah do latkové premeény se
projevi zvysenym vyuzitim glukosy ve tkanich (burnkach) — ty dostavaji nadby-
tek energie, kterou mohou ihned pfemeénit na energii mechanickou, tepelnou
apod. Pdsobeni insulinu umoznuje dobrou vykonnost buriky na Ucet glukosy
v rozpusténé extracelularni tekutiné (Extraceluldrni tekutina (ECT) je tekutina v
téle uloZzend mimo bunky. Tvofi asi 20 % celkové télesné hmotnosti).
USetfi tim jiné zdroje energie, jako je jaterni a svalovy glykogen, tukové zasoby
nebo i vlastni bilkovinna télesna hmota. Naopak tvorba téchto energetickych
zasob a zakladni télesné hmoty se vlivem insulinu zvysuji. [1]

2.2.Typy diabetu

a) Diabetes mellitus 1.typu (IDDM)

Pricinou DM 1. typu je autoimunitni destrukce B-bunék Langerhansovych os-
trGvkd slinivky bfisni. Z toho plyne absolutni nedostatek endogenniho insulinu
a dozivotni zavislosti na podavani exogenniho insulinu — IDDM (insulin-depen-
dent diabetes mellitus). DGvod vzniku choroby je nezndmy, nejpravdépodob-
néji jde o vrozenou a dédi¢nou odchylku, kterd se projevi rdzné brzy v pribéhu
Zivota, nejcastéji vsak u déti a mladistvych, kdy je destrukce Langerhansovych
ostrlvkd velmi rychla. [1]

b) Diabetes mellitus 2.typu (NIDDM)

Pricinou DM 2. typu je nedostatecna produkce insulinu B-bunkami pankreatu
(pojejich vylerpani prestane pankreas insulin produkovat Gplné — viz. LADA), pfi sou-
¢asné poruse Ucinku insulinu, tzv. insulinové resistenci (neschopnosti bunék
reagovat odpovidajicim zplsobem na normalni hladinu inzulinu, dochéazi pri-
marné ve svalech, jatrech a tukovych tkdnich.) Postizena byva zejména prvotni
faze uvolnovani insulinu, kdy je insulinu uvolnéno nedostate¢né mnozstvi,
v dalsi fazi musi pankreas uvolnit zvysené mnozstvi, aby korigoval vzniklou
hyperglykemii. Pacient obvykle nebyva zavisly na podavaniinsulinu — NIDDM
(non-insulin-dependent diabetes mellitus). [1,3]

Uvadi se, Ze asi kazdy desaty nemocny pdvodné klasifikovany s DM 2. typu ma

pomalu probihajici DM 1. typu — i.e. LADA (latent autoimmune diabetes melli-
tus in adults). [3]
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c) Gesta¢ni diabetes mellitus (GDM)

GDM (gestational diabetes mellitus) je porucha metabolismu cukrd v téhoten-
stvi, obvykle se projevi ve druhém trimestru, po ukoncéeni vyvoje zakladnich or-
gand ditéte. Po porodu vétsinou spontanné odezni. ,GDM se projevuje tim, Ze
slinivka produkuje insulin, ale ten kvdli insulinové rezistenci zplsobené hor-
mony placenty nesnizi hodnotu cukru v krvi. Insulin sice nepfestupuje pres pla-
centu, ale glukdza a jiné latky ano, dité zac¢ne mit vyssi hodnoty glykemie ve
své krvi. Zdrava slinivka ditéte zacne produkovat vice svého vlastniho insulinu
ke zvladnuti téchto vyssich hodnot glykemii. Dité ziskava vice energie, nez je k
béZnému rdstu a vyvoji potfebné a uklada ji ve formé tuku. Je vétsi, nez to od-

povida tydnu vyvoje v téhotenstvi, tento stav se oznacuje jako makrosomie.”
(1.4]

d) Shrnuti

DM 2.typu tvori okolo 90 % pfipadl diabetu, zbytek pfipadéd na DM 1.typu a GDM.
DM 1. typu se u nas kazdorocné noveé projevi asi u 300 déti. DM 2. typu je mno-
hem cCastéjsi, postihuje u nas asi 8 % obyvatel, z nichz néktefi o této své poruse
jesté aninevi. Z Tab. 2 je jasné viditelny rlstovy trend poctu pacientl s DM. [5]

DM 1. typu DM 2. typu

chybi sekrece insulinu insulinova resistence, porucha sekrece insulinu
zacatek v mladsim veéku zacCatek v pozdéjsim véku

sklon k rychlému hubnuti nadvaha az obezita

vyrazné subjektivni pfiznaky | ¢asto latentni pribéh, nebo jen malé potize
sklon ke ketoacidéze maly sklon ke ketoacidéze

vetsi labilita glykemie glykemie bez vyraznéjsich vykyvi

velka citlivost nainsulin mensi citlivost na insulin

Tab. 1 - Typy diabetu

DM DM Sekundarni DM celkemn

2.typu | 1.typu |diabetes
2015 |786586 | 57 945 13479 858010
2013 | 789900 | 58 901 12 846 861 647
2011 | 758719 |55 542 11121 825 382
2009 | 717365 |55414 10542 783 321
2007 692074152813 10074 755 000
2000 | 599 868 | 46 446 8 504 654 164
1997 | 555883|39020 5 402 600 306
1975 = = 234 071

Tab. 2 - Po¢ty pacientl s DM v CR
(zdroj: Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR)
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3. Méreni cukru, glykemie

Glukosa, sumarnim vzorcem CgH120s, je jednoduchy cukr, monosacharid, bézné
oznacovana jako hroznovy nebo krevni cukr. VIékarském prostifedi se stale
oznacuje jako dextrosa. Vyskytuje se jak v retézové, tak v cyklické formé.
M& znacné nevyraznou charakteristiku, s prihlédnutim k tomu o jak dGleZitou
molekulu se jedna. Je bezbarva, nejenom ve viditelném svétle, ale i v blizkém
infraCerveném svétle (NIR — near-infrared, 750-2500 nm). Jeji vyznamnou vlast-
nosti je to, Ze stac¢i polarizované svétlo doprava (dexter m.- pravy).

Také zname jeji index lomu svétla a spektralni kfivky, toho se da pfi méreni vy-
UZit a zavisi na tom volba moZnych metod (optické metody). Casté&ji se tyto
vlastnosti opomiji a méfi se nepiimo (chemické metody). [6]

Zmeéna koncentrace glukosy se opticky projevuje zménou indexu lomu, zmé-
nou polarizace a zménou spektralni kfivky — z toho vyplyvaji mozné metody
méreni.

Glukosa, ktera je v krvi a jejizzmény koncentrace jsou ovlivhovany také krevnim
obéhem, se nachdzi i ve vSech tkanich v rlznych mnozstvich a koncentracich
uvnitr i mimo bunky, stejné jako v krevnich cévach, zavislych na hladiné insu-
linu a jak je to dlouho od posledniho jidla. Hlavnim Ukolem, jak zprovoznit ja-
koukoliv metodu méreni, je odlisit signaly glukosy od Sumu ostatnich molekul
v pozadi. [6]

Mnozstvi glukosy v lidském téle je rovnéz velice malé, normalni hladina glyke-
mie u zdravého Clovéka je pfiblizné 100 mg/dl, u hypoglykemie, kdy je méfeni
nejkriti¢téjsi (mozku chybi glukosa a télo posléze upada do kdmatu), je tato
hodnota polovi¢ni. Pro pfedstavu, v téle dospélého ¢lovéka se nachazi pfi-
blizné 5 litrd krve, takze 100 mg/dl odpovidd 5 gram0m cukru, coZ je zhruba
jedna Cajova lzicka. [6]

Pfesnost a opakovatelnost méreni vsech glukometr( je kontrolovédna a jde
o splnéni vSech pozadavk( na kvalitu podle kritérii normy I1SO 15197:2013.
Podle této normy nesmi chyba méreni koncentrace glukdzy v0ci referencni
metodé u vice nez 95 % vysledk( méreni prekrocit tyto hodnoty:

+ 0,83 mmol/l pro koncentrace < 5,6 mmol/I
+ 15 % pro koncentrace = 5,6 mmol/I. [7]

0 H

CH,-OH
H-~—+—0H T g o H HCHz-OH
C.H..O. HO——H N \(;: HO "LO\
o H—f—OH OH H 5 HO -\ o—H
H——OH e o H OH]
A H OH
H OH

CH,OH

Obr. 3 - Vzorce d-glukosy [6]
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Pro sprdvné mérenf glykemie je nutné si uvédomit nékolik véci. Cim je mensi
koncentrace, tim musi byt méfeni presnéjsi - jeho chyba musi byt relativni
mérené koncentraci (viz ISO norma vyse a Obr. 4 nize). S ménici se teplotou se
také méni index lomu. (viz Tab. 3). Méfeni mUze ovlivnit teplota okoli, uzivané
léky; barva pleti, vihkost vzduchu, pH etc..

Spousta vyzkumnikd, ktefi predstavuji nové metody a prevratné vyrobky takto
neuvazuje, a proto jejich snaha kondi nezdarem — vyrobek nemuize splnit
klinické testy. Vétsinou podobné produkty vznikaji pouze kvlli patentu —
vyrobek nemusi fungovat, ale diky patentu ma jeho majitel jistotu, Ze po
néjakou dobu vlastni ,monopol” na dany ndpad a ztoho plynouci finance.
Nenispravné tvrdit, Ze zadny z jiz podanych patentl nebude slavit v budoucnu
komercni Uspéch, ale pravdou je, Ze se to zatim zadnému nepodafilo, takze je
nutné brat vSechny prevratné objevy s rezervou.

gi Worldwide Noninvasive Patents
22 10000 -
20 c . mE ! -
18 | 1980-1985 38
E 1000 1— 19851930 120 ad
=16 1990-1995 516
2 L ) 1995-2000 1424
g‘l 4 4 20002005 5516 //
512 2 100 o o
o B * /
L)
& b 5 10 X
64 D v
4
2 ] B E 1 . . . . , ,
0 — LG+ - : : 1970 1975- 1980- 1985- 1990- 1995- 2000-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

referenéni metoda

Obr. 4 - Spréavné rozlozeni vysledkl méreni [7] Obr. 5 - Pocet neinvazivnich patentd [6]
a Wavelength
Temperature, "C
226.5 nm 361.05 nm 404.41 nm 589 nm 632.8 nm 1013.98 nm
0 1.3945 1.34896 1.34415 1.33432 1.33306 1.32612
10 1.39422 1.3487 1.34389 1.33408 1.33282 1.32591
20 1.39336 1.34795 1.34315 1.33336 1.33211 1.32524
30 1.39208 1.34682 1.34205 1.3323 1.33105 1.32424
40 1.39046 1.3454 1.34065 1.33095 1.32972 1.32296
50 1.38854 1.34373 1.33901 1.32937 1.32814 1.32145
60 1.38636 1.34184 1.33714 1.32757 1.32636 1.31974
70 1.38395 1.33974 1.33508 1.32559 1.32438 1.31784
80 1.38132 1.33746 1.33284 1.32342 1.32223 1.31576
90 1.37849 1.33501 1.33042 1.32109 1.31991 1.31353
100 1.37547 1.33239 1.32784 1.31861 1.31744 1.31114

Tab. 3 - Rozdily indexu lomu vody na teploté a vinové délce [8]

Index lomu svétla n (1) je bezrozmérné Cislo, které popisuje, jak se svétlo Sifi
skrz optické prostredi. Udava pomeér mezirychlosti svétla ve vakuu c a rychlosti
Sifeni svétla v dané latce v. Takto definovany se oznacuje jako absolutniindex
lomu svétla. Relativniindex lomu svétla nz; (2) udava pomér mezi absolutnimi
indexy lomu svétla n; a n..
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SnellGv zédkon (3) popisuje vztah mezi indexy lomu svétla a Uhly dopadajiciho
paprsku a resp. lomeného paprsku B. Jde o jeden ze zdkladnich zdkond optiky.

n="S (1)
v
Ng1 = Z_j @
ny - sin(a) = n, - sin(f) 3)

Index lomu svétla glukosy zjistime podle Gladston-Daleova vzorce (4) kde C je
koncentrace glukosy a a je specificky pfirlstek indexu lomu svétla. Tento vztah
je platny pouze pro vodni roztoky, nicméné lze jej pouziti pro vypocet indexu
lomu svétla glukosy vkrvi, resp. plasmé, ktera zajistuje prfenos glukosy v téle,
protoze plasma je z 90 % vodou (viz. Obr.6). [8]

Gladston-Dalelv vzorec plati pro velké mnozstvi odlisnych latek, za predpokla-
du, Ze koncentrace C je vyjadfena jako hmotnost na jednotku objemu, i.e.
gramU rozpousténé latky v 100 ml roztoku. Specificky pfirlstek indexu lomu
svétla a [ml/g] je konstanta, o kterou navysime index lomu svétla roztoku pfri
zméné koncentrace C o 1 %. Upravou vzorce (4) ziskdme vzorec pro vypocet
specifického pfirdstku indexu lomu svétla rozpousténé 1atky (5). [9]

n=nygt+oxC 4)
n—ng=xC (5)
Molekula glukosa | proteiny | lipidy | hemoglobin | DNA
Refrakéni prirGstek a [ml/g] | 0,142 0,18 0,14 0,194 0,18
Tab. 4 - Specifické refrakéni pfirGistky vybranych molekul [9]
KREV
42 % tervenych krvinek PLAZMA
90 % vody
1% bilyeh kivinek
B % plazmatickych bilkovin
57 % plazmy | = 2 % mineralnich latek
24 T Plazimy I
.

Obr. 6 - Slozeni krve
(zdroj: MU — Fyziologie télnich tekutin)
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3.1.Invazivni méreni

Invazivni méreni je dle definice takové méreni, které porusuje kozni kryt a do-
chéazi pfi ném ke kontaktu cidel s télesnymi tekutinami ¢i tkanémi ¢lovéka. [6]

V soucasnosti jsou nejrozsifenéjsi domaci mérici pristroje glykemie glukome-
try 2.generace. Jejich prednosti je rychlost, pfesnost a také nizkd cena (nejlev-
néjsi zac¢inaji na 400 K¢, kvalitnéjsi pristroje okolo 1000 K¢&). Odbér kapilarni krve
se provadi pomoci odbérovych per, tzv. lancet, vzorek krve se nanese na sbér-
nou plochu testovaciho prouzku (ceny testovacich prouzkd se pohybuji od 5
do 15 K&), poté se vlozi do pfistroje, kde se fotometrickou (1.gen.) nebo elek-
trochemickou (2.gen.) cestou stanovi hodnota glykemie. Objem odebraného
vzorku krve se lisi podle pfistroje, nej¢ast&ji 0,3-1 pl (v minulosti pfistroje vyza-
dovaly vé&t&i objem vzorku, az 30 pl). Cas potfebny k vyhodnoceni se pohybuje
vintervalu od 3-60 s. VSeobecné plati, ze novéjsi (a drazsi) glukometry potre-
buji k vyhodnoceni mensi objem krve a méné Casu. [6]

Elektrochemické pristroje pracuji na principu pfimého méreni elektrickych ve-
licin. VétSina glukometrd dnes vyuziva enzymové elektrody. [6]

Stejné jako u fotometrické metody (viz. 3.3.a) se uziva biochemickych reakci
kysliku s glukosou. Elektrodovy systém je v bezprostfednim kontaktu se vzor-
kem (nejcastéji krev, nékdy plasma, ¢i sérum), ktery se pred vlastnim mérenim
nefedi ani jinak neupravuje. Jde o reakci probihajici na anodé¢, vzniknuvsi pero-
xid vodiku je elektrochemicky redukovan na vodik, kyslik a elektrony, které ak-
ceptuje tzv. mediator. Redukovany mediator se znovu oxiduje na anodé a méfi
se proud protékajici mezi katodou a anodou (ampérometrické stanoveni). Vy-
sledek je malo citlivy ke zméné objemu vzorku, ale mUzZe byt ovlivnény zménou
ve slozeni krve. [10]

Ojedinéle je mérnou veli¢inou vysledny ndboj anody (coulumbometrické sta-
novenf). Piimé coulumbometrické stanoveni se provadi do Uplného spotfebo-
vani analytu. Vysledek je ze své podstaty malo citlivy ke zménam ve slozeni
krve, pokud nepfihlizime k moznym interferencim (napf. 1é¢iv), na druhou
stranu je velmi citlivy na odchylky v objemu vzorku. [10]

Vznikly elektricky proud nebo prosly elektricky naboj je umeérny koncentraci
glukosy ve vzorku. [10]

GOD , (6)
CeH 2,06 + 0, + H,0 — H,0, + kys. glukonova
H,0, — 0, +2H" + 2e~ (7)
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H bA'[c MEAN BLOOD GLUCOSE

Diabetes test score mg/ dL mmol/L
Control 14.0 380 21.1
Card 50— 350 195
§
|4 110 = 280 156 |
k1
©
;4 8.0 , :
S 150 8.2
| 60 @ 115 = 63 |
] 5.0 80 .
g 4.0 50 2.6
Obr. 7 - Hodnoty glykovaného Obr. 8 - Glukometr Bayer
hemoglobinu a glykemie [2] (zdroj: www.Biolab.gt — Diabetes)
z Programmable System on Chip
T ture |
Emperanre Mechanical or
Sensor

| Real Time

Elotk Touch Sensing

CapSense

LEGEND

CcPU
ADC/DAC

Amplifier!
Comparator

Filters

Test
Strip Battery USB Connector

User interface

Communication

Obr. 9 - Blokovy diagram glukometru
(zdroj: Cypress — Blood-glucose-meter)

Drgital Functions
Memory
System

Strip inserts into meter

Adhesive Spacing liyer and covers

Contact pacis

Capitary channel
Blectrode system

Reagent system
Base substrate

Dosing end of test strip

Obr. 10 - Schema testovaciho prouzku
(zdroj: Harvey Buck — Bringing Glucose Monitoring to New Levels)
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3.2.Minimalné invazivni méreni

Otdzka, jak definovat hranici mezi minimalné invazivnim a skute¢né neinvaziv-
nim mérenim se pfimo nabizi. Co je neinvazivni pro jednoho, mize byt inva-
zivni pro druhého. Casto navrhovany pfistup je takovy, Ze se mé&fici zafizen{
vlozi pod kdzi a koncentrace glukosy je méfena nepfimo, pres slouceninu, jejiz
zmeéna barvy, intenzity barvy nebo fluorescence odpovidd zméné koncentrace
glukosy (viz. 3.3.a) nebo elektrochemicky (viz. 3.7.a). Jednalo by se o neinvazivni
meéreni, ale samotné vliozeni zafizeni je invazivni.

Takové metody se jiz pouzivaji, zejména pro kontinualni méreni glykemie —
CGM (continuous glucose monitoring). O minimalné invazivnim méreni méa
tedy smysl mluvit tehdy, pokud je interval vkladani nového zafizeni co nejdelsi.

Soucasny trend je v miniaturizaci pouzitych zafizeni a prodlouzeni jejich Zivot-
nosti. Zarizeni se nejCastéji pripeviuji naplastmi, aby se naplast neodlepovala
a drzela po celou dobu zivotnosti zafizeni, senzor a vysila¢ musi byt co nej-
mensi a nejlendi. Pouzivané senzory (vétSinou elektrody Pt-Ir, Au) maji také
omezenou zivotnost, povlakuji se, aplikuji se na né chemicky selektivni filtry
etc., aby se zvysila jejich biokompatibilita. [6,11]

Kontinudlni méreni glykemie (CGM)

Moznost méfit vyvoj glykemie po cely den témeér nepretrzité, po nékolik dnd az
2 tydnl (soucasnost) s moznosti zaznamenavat vykyvy glykemie, s alarmy bli-
Zici se hypo/hyper glykemie, bez nutnosti nékolikrat denné pouzivat stan-
dardni glukometr (vyuziva se obvykle 1x denné ke kalibraci) zna¢né usnadnuje
Zivot pacientdm s DM 1.typu.

Princip CGM je stejny jako u béZzného glukometru (viz. 3.7.a), senzor se pfipevni
(vpichne) do intersticialni tekutiny (ICT, tkdnovy mok, vyplfiujici prostor mezi
bunkami, tvofi 15 % ECT). ProtoZze mérfeni neni z kapilarni krve, ale z ICT, kde je
zpozdéni hladiny glykemie kolem 4-10 min, v zavislosti na teploté, prokrveni
etc., je tomu pfrizpUsoben i vzorkovaci interval (1-5min).

Pristroj na CGM se sklada ze tfi ¢asti, senzoru, vysilace a pfijimace. Nejdrazsi je
kvili pouzitym materidldm a povlaklm senzor, ktery stoji kolem 1000 K¢ a musi
se ménit nejcastéji (1.gen. 3 dny, 2.gen. 1-2 tydny, budoucnost mésice). Vysilac
stoji priblizné 5000 - 10 000 K¢ (vydrzi 3-6 mésic, v zavislosti na pouzité tech-
nologii, e.g. bluetooth). Pfijimac stoji kolem 10000 K¢ (Zivotnost je aZ 5 let,
nebo se nemusi pouzivat viibec — vyuZije se mobilni telefon, nevyhodou je nut-
nost pouzivat drazsi vysilace).

Pristroje na CGM se v soucasnosti jevi jako vhodny kompromis mezi pohodlim,
presnosti méreni a cenou. Existuje moznost sbéru dat vSech pacientd uzivaji-
cich dany typ pfistroje a jejich nasledna analyza pro zlepseni efektivity 1éCby,
jako je napfiklad presnéjsi davkovani insulinu, srovnani s ostatnimi pacienty
etc. To vSe za predpokladu, Ze se podafi vyresit problémy s anonymizaci dat,
jejich moznym odposlouchavanim a podvrhy, které mohou ohrozit uzivatele
na zivoteé. [11]
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Obr. 11 - Sensor a vysila¢ Dexcom Obr. 12 - Kompletni CGM firmy Dexcom
(zdroj: Navod k pouziti Dexcom G4 Platinum) (zdroj: Nadvod k pouziti Dexcom G4 Platinum)

Pist Bezpecnostni pojistka
Valec aplikatoru
(obsahuje malou
jehlu zavadéce 3
a senzor) Objimka

Zapadka vysilace Podlozka senzoru

Uvolnovaci uchytka Naplast

Obr. 13 - Zavadéci pist sensoru Dexcom
(zdroj: Nédvod k pouziti Dexcom G4 Platinum)
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Obr. 14 - Glykemicka kfivka zmérena CGM,
porovnani se standardnim glukometrem [11]
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3.3. Neinvazivni méren

Neinvazivni méreni je dle definice takové méreni, které nezpdsobuje bolest
a nepohodli. Neuziva se krve ani jiné téIni tekutiny ziskané porusenim kozniho
krytu, nevyzaduje poskozeni tkani nebo jejich poruseni. [6]

Méreni glykemie je pro pacienty s DM cestou (mimo diety a télesné aktivity),
jak nemoc zvladat. Ddvody, pro¢ si mnozi pacienti neméri hladinu glykemie
dostatecné ¢asto, jsou diskomfort pfi propichovani tkané a cena testovacich
prouzk(l. Neinvazivni pristroj resi tyto problémy, a i kdyZ jeho pofizovaci cena
bude urcité vyssi nez u standardniho glukometru, ve vysledku usetfi jak paci-
enti, tak i pojistovny.

Ze samotné podstaty neinvazivniho méfeni je jasné, Ze se vyzkumnici musi
spokojit se ziskavanim vzorkd z modi, slin ¢i slz, nebo vyuzit optickych metod.

a) Fotometrie

Jedna se o nepfimé méreni. Mérené médium je nejcastéji moc. Stanoveni kon-
centrace glukosy je zalozeno na zmeéné absorbance vhodné vinové délky elek-
tromagnetického zareni (zméné barvy) testovaciho prouzku, zplsobené né-
kterym produktem <&i meziproduktem chemické reakce, jejiz soucasti je
glukosa. [6]

Glukosa se oxiduje vzdusnym kyslikem za pfitomnosti dodavaného enzymu
glukosaoxidazy (GOD), ktery katalyzuje biochemickou reakci, kterd produkuje
kyselinu glukonovou a peroxid vodiku. V dalsi reakci katalyzované peroxidazou
(POD) reaguje vznikajici peroxid vodiku s vhodnym chromogenem, ktery se oxi-
duje na reaktivni meziprodukt, a ten s dalsi latkou kopuluje na stalé rozpustné
barvivo. [10]

Prikladem mUzZe byt oxidacni kopulace derivatu fenolu se 4-aminoantipyrinem
(4-AP) na Cervené barvivo, mnozstvi tohoto barviva, jehoZ absorbance se po
ustaleni reakéni rovnovahy meéfi, je pfimo umeérné koncentraci glukosy ve
vzorku. Tyto glukometry patfi mezi glukometry tzv. prvni generace, v soucasné
dobé je tato technika na Ustupu, kvali limitdm tohoto pristupu — slozitd a ¢a-
soveé narocna pfiprava testovaciho prouzku spolu s faktem, Zze k vyhodnoceni
se nepouziva spektrometr, ale oko, jehoZ schopnost rozliSit barvy se snizuje
postupné s pribyvajicim vékem. Touto metodou se také méri bilkoviny, ketony,
krev a pH. [10]

GOD , (8)
CeH,,06 + 0, + H,0 — H,0, +kys. glukonova
POD i L. (9)
2H,0, + fenol + 4-AP — chinonimin + H,0
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b) Elektrochemie

Dalsiuvazované médium jsou slzy. O méreniglykemie pomoci specialnich kon-
taktnich ¢ocek, které méni barvu ¢&i fluorescenci (viz. 3.3.a) se hovofi uz dlouho,
zatim neexistuje produkt, ktery by mél uspokojivé vysledky, z ddvodd uvede-
nych nize.

V roce 2013 Google a Novartis oznamili snahu vyrobit kontaktni Cocky s elek-
trochemickou detekci glukosy (viz. 3.7.a). Problémem vSak je nestdld produkce
slz béhem dne, ktera je navic ovlivhovana nezvyklymi faktory e.g. emocni vy-
kyvy; teplotou a vihkosti. Mezi koncentraci glukosy v krvi a v slzach sice existuje
korelace, ma vsak nedostatecné parametry pro méreni glykemie. Dalsi prekaz-
kou je obava, Ze katalyzator glukosaoxidaza i produkt reakce s glukosou pero-
xid vodiku budou mit drazdivy nebo i toxicky efekt na citlivou tkan v oku.
Je nepravdépodobné, vzhledem ke zminénym komplikacim, Ze nékdy vznikne
kontaktni ¢ocCka, kterd by méfila glukosu a méreni mélo uspokojivé vysledky. [6]

Na tomto pfikladu je krasné vidét, jak je neinvazivni méfeni glykemie ohromné
slozitd véc, kdyz ani dva giganti svych obord, ktefi spoji své sily, nejsou schopni
dojit alespon k néjakym zavérdm. Tajna laborator Googlu, Google(X) nevydala
od roku 2014 zadné prohlaseni, podle vSeho to vypadg, Zze se projekt zastavil.

Soft contact lens
encapsulates electronics

Sensor
detects glucose in tears

Chip & antenna
receives power and sends info

Obr. 15 - Idea méfici cocky podle Googlu a Novartisu
(zdroj: Google Inc., Mountain View, CA, US)
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c) Polarimetrie

Polarimetrie je metoda zalozena na jevu, pfi kterém opticky aktivni latky staceji
rovinu polarizovaného svétla. Svétlo je obecné nepolarizované, tzn. ze elek-
tricka i magneticka slozka viny (E, B) mé&ni smé&r nahodné. Vysledny vektor opi-
suje krivku, kterd mda nahodily tvar. Odrazem, lomem, filtrem aj. mdzeme do-
sahnout toho, Ze vektor opisuje v obecnych pfipadech elipsu, ve specidlnich
prfipadech kruznici nebo primku. Hovofime tedy o polarizaci eliptické, kruhové

a linearni. [6]
linearne kruhové elipticky nepolarizované
polarizované polarizované polarizované

Obr. 16 - Druhy polarizace
(zdroj: Techmania Science Center)

Uhel pooto&eni roviny polarizovaného svétla a se vyjadfi ze vzorce (10)., kde |
je tloustka vrstvy opticky aktivniho prostredi, An je rozdil index0 lomu a A je vi-
nova délka prochazejiciho svétla. [6]

Pro srovnani optické aktivity rGznych latek je vhodné vztahnout Uhel pootoceni
roviny polarizovaného svétla na jednotkovou koncentraci, definujeme specific-
kou otacivost [a]s (11), kde | je délka kyvety a ¢ hmotnostni koncentrace latky.
Hodnoty specialni otacivosti jsou tabelované a obecné plati pri 20°C a pouzi-
tém svétlu o vinové délce 589 nm. [6]

1801 4n (10)
A

_ 11

[“]—m (11)

Specifickd otacivost glukosy je +56.2 stupnt (g/dl)" dm™. To znamena, Ze se pfi
koncentraci jednoho gramu glukosy na decilitr a délce drahy 100 mm rovina
pootodi o +56,2°. Takové koncentrace (1000 mg/dl) je 10x vy$3i neZz normalni
hodnoty glykemie (100 mg/dl). Zaroven je normalni tloustka tkadné, ve které se
da meéfrit, kolem 1-2 mm. Pro zméreni zmény 1Tmg/dl je tedy tfeba docilit pres-
nosti méreni 0,00056°. [6]

Nejcastéji se tato metoda zkousi v komorové vodé (aqueous humor), v predni
komore oka mezi rohovkou a ¢ockou (viz. obr. 13). Pfestoze existuje korelace
mezi koncentraci glukosy v komorové vodé a krvi, neni komorova voda na mé-
feni vhodna. Obnovuje se s pfibliznou rychlosti 1/100 celkového objemu za mi-
nutu. Coz predstavuje zpozdéni mezi realnou hodnotou v krvi pfiblizné 45 min
— 1 h,toje nebezpelné dlouhd doba pro pacienta s moznou hypoglykemii. [6]
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Objem komorové vody v predni komore oka mezi rohovkou a duhovkou je pfi-
blizné 200 pl, v zadni komore mezi duhovkou a ¢ockou 100 ul. | kdyby se glu-
kosa dala mé&fit v komorové vodé (zatim se to nikomu nepodafilo), zcela urdité
by takové méreni nebylo presné a takovy pfistroj by nesplnil klinické testy.
Polarimetrie sebéznépouzivapfizjistovanihladiny cukru,avsak médiem je moc.
6]
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Obr. 17 - Schema oka
(zdroj: Anatomy structure — Human Eye Diagram Unlabelled)
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Obr. 18 - Schema polarimetru
(zdroj: VSCHT — Metody zalozené na interakci hmoty a elmag. zafeni)
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d) Spektroskopie

Spektroskopické metody, které zjistuji pfitomnost latky nebo jeji koncentraci,
jsou zaloZené na interakci vzorku s elektromagnetickym zafenim. Transmi-
tance je mnozstvi svétla urcité vinové délky, které proslo vzorkem (12). Absor-
bance udava mnozstvi svétla, které bylo pohlceno vzorkem, jedna se o inverzni
funkci k transmitanci. (13). Za jistych podminek mdzou latky vyzafovat svétlo,
nazyvame emise. (14). KdyZ vyneseme mnozstvi transmitance, absorbance
anebo emisivity proti vinové délce, ziskame spektralni kfivku neboli spektrum.
Spektralni krfivka je jedinecna pro kazdy material, jinymi slovy, neexistuji dva
chemicky stejné materialy, které maji stejné absorpcni nebo emisni spektrum.
Kazdy material ma specifické a pfimérené unikatni spektrum, které zavisi na
jeho chemickeé strukture, skupenstvi a teploté, ale mnozstvi informace, nacha-
zejici se ve spektru se zna¢né i region od regionu (oblast vinovych délek).
Prikladem mUzZe byt detekce stopovych mnozstvi vody, kterd ma ve viditelném
spektru namodralou barvu, ale musise jinachazet hodné najednom misté, aby
to bylo znatelné. VNIR a zejména v MIR (mid-infrared, 2,5-5 um) regionu ma
voda znacné vysokou absorbanci (ma velmi tmavou ,barvu”), a proto se lehce
detekuje. [6]

VétsSina tkani v lidském téle je moc tlusta na to, aby slo provést transmitancni
mérteni, na vinovych délkach, které jsou vhodné pro glukosu (850 nm, 1150 nm,
1300 nm, 1650 nm, 1900 nm, 2100 nm, 2300 nm etc.), proto se vyuziva alterna-
tivni technika — odrazivost. Jedna se o optickou vlastnost materialu, kterad po-
pisuje, mnozstvi svétla odrazeného od materialu v pomeéru k mnozstvi svétla
dopadlého. Existuji dva druhy odrazivosti, pfimy — plati zakon odrazu a difuzni
— odrazené svétlo je odrazeno do vsech smér(. [6]

Svétlo, namifené na povrch tkané, pronikne do hloubky a velice malé procento
se odrazi zase zpatky. Odhad odrazu z tkané je tézky, protoze svétlo pronika
do mist, kde je mnoho odliSnych povrchi e.g. kolagenova vlakna, tuk a burky,
které ho rozptyluji, svétlo se vraci zpét velmi slabé a stézi obsahuje informace
o glukose. [6]

I
T == (12)
I

kde I,je intenzita svétla vzorku a I je intenzita svétla slepého vzorku
A= —logT (13)

EZ - El + Efotonu (14)

é B\ A=B %4 K\ M

PRIMA ODRAZIVOST DIFUZNi ODRAZIVOST TKANOVA ODRAZIVOST

Obr. 19 - Druhy odrazivosti [6]
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Obr. 20 - Elektromagnetické spektrum
(zdroj: Chemistry glossary — Electromagnetic radiation spectrum
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Obr. 21 - Absorpéni spektrum vody [12] Obr. 22 - Absorpéni spektrum glukosy

c=100mg/dI [12]

Svétlo v NIR regionu pronikne do znac¢né (dostatecné) hloubky, ale vraci se
velmi rozptylené, to proto, ze se v podobnych vinovych délkdch nachazi
spousta dalsich signall, které se vzajemné prekryvaji a rusi. MIR region je velmi
citlivy a nachazi se vném vic informaci o koncentraci a chemickém slozeni
sloucenin (je vhodny pro glukosu), ale svétlo nepronikne ani do 1/10 hloubky
jako v NIR regionu (NIR maximalné 2-3 centimetry, v zavislosti na umisténi, vl-
nové délce a vykonu zéafice, redlné do 1 centimetru). Dalsi nevyhodou MIR spek-
troskopie je vyssi cena oproti NIR spektroskopii. [6]

Hleddni glukosy v obou regionech mizeme pfirovnat ke hledani ztracenych
kli¢G v noci — pod lampou na ulici nejsou a u dvefi nic nevidime.
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Obr. 23 - Absorpéni péasy glukosy v NIR regionu [13]

Obrazek 19 popisuje méreni z vice nez 40 vzork( glukosy odebranych z plasmy,
jejiz koncentrace se pohybovala od 2,7 do 27,7 mmol/Il. Spektralni odchylky po-
zorované na obr. 19 jsou zpldsobeny odchylkami nulové hodnoty spektrometru
(baseline correction) spise nez rozdily v koncentraci glukosy. Spolu s faktem,
Ze spektralni odchylky zplsobené glukosou jsou mnohdy relativni vici jinym
zdrojim odchylek, jenom zddrazniuje potfebu multivariacni analyzy (viz. déale).
Dosahovana odchylka neni dostatecna pro splnéni normy ISO 15197:2013.[13]
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K problém0m NIR a MIR méfeni, jak dostat svétlo dostate¢né hluboko a zpatky,
se pfipojuje dalsi komplikace, protoZe je vystupni signal vztazeny ke glukose
velice slaby, musi si vyzkumnici pomoci sloZitymi matematickymi modely
k rozliSeni korelaci mezi namérenymi a referenénimi hodnotami. Znamy jsou
chemiklm pod ndzvem chemometrie, matematikdm multivaria¢ni techniky
a laikdm jednoduse jako algoritmus. Uz pouhd nutnost téchto metod znadi
fakt, ze vztah mezi mérenymi a oCekdvanymi hodnotami je velice maly az ob-
skurni. [6]

Neznamena to vsak, ze neexistuje. Existuje, ale spolu s nim i mnoho promeén-
nych, které musi byt kontrolovany, aby byla korelace funkcni. Neleze napriklad
prijmout stav, kdy jeden den dava zarizeni pfijatelné vysledky a den druhy,
kdy se podminky méfeni zménily (zmény ve stavu pacienta), jsou hodnoty v fa-
dech £2000 mg/dl, to znaci, ze v kalibracnim modelu chybi zdsadni parametry.
(6]

Obvykle se méfi tak, Ze se najdou dva vyznamné absorpcni body a porovnava
se mezi nimi — slouZi jako reference. Pro kazdou neinvazivni metodu, ktera
k méfeni pouziva ICT a ne krev, bude skutecna hladina glykemie rozdilna.
K zjisténi skutecné odchylky musime secist jak chybu neinvazivniho méreni,
tak chybu referencniho méreni uskutecnéného glukometrem. [12]

Rekn&me, e chyby jsou 30 mg/dl, resp. 15 mg/dl. Vyslednd chyba je tedy
§ =v30% +15% = +33,5 mg/dl. Zatim Zadné neinvazivni mérfeni nedosahuje
uspokojivych vysledkd, abychom museli chybu referenéniho méreni brat
v Uvahu. [12]
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Obr. 24 - Absorp&ni pasy glukosy v NIR regionu pfed a po uziti Fourierova filtru
(zdroj: Roger J. McNichols — Optical glucose sensing in biological fluids)
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Ackoliv je NIR, resp. MIR spektroskopie povaZzovana za nejnadéjnéjsi metodu,
vysledky stdle neprichazeji. Dalsi uvaZzované techniky spektroskopie, s poten-
cialem uspét, v oblasti neinvazivniho méreni glukosy jsou:

a) Ramanova spektroskopie

Jde o doplnkovou technikou, ktera se pokousi obejit vysokou absorpci vody ve
stfedniinfracervené oblasti (MIR), vyuzivajici Ramanova jevu (rozptylené zareni
ma jinou vinovou délku nez dopadajici zafeni). Pouziva se laser ve viditelné
nebo NIR/MIR oblasti vinovych délek k ozareni vzorku, ktery po ozareni vydava
specifické vibracni pasy, které se daji detekovat, tzv. Ramanova spektra. [6]

,Ramanova spektroskopie je zaloZzena na rozptylu, ktery je pozorovan, kdyz
monochromatické zareni dopadé na opticky prihledné (zanedbatelné ab-
sorpéni) médium. Vyhodou Ramanova spektra jsou specifické vibracni pasy
molekularni struktury glukdzy, které jsou ostrejsi nez klasicka spektra. Zejména
maji méné prekryvl s jinymi pasy, jako je napfiklad voda.

Rozptyl rozpusténé glukdzy je tedy u Ramanovy spektroskopie vyssi nez u kla-
sického IR spektra. Proto je Ramanova spektroskopie méné nachylnad k na-
hodné korelaci s okolnimi tkanémi. Pfi Ramanové spektroskopii dochazi k vy-
meéneé energie mezi fotony tak, ze nasledujici foton ma vzdy nizsi energii nez
predchozi. Zmény vyvolané na molekularni Urovni umoznuji ziskat potfebné
informace praveé o téchto molekulach. Samostatné meéreni glukézy v krvi je pro-
vadéno zdznamem oscilaci v tekutiné. Oscilace zpUsobuji rozptyl svétla. Této
techniky se vyuziva zejména pri méreni koncentrace glukdzy v komorové vodé
oka. Pfi tomto mérenije vsak dllezitd doba snimani, kterd musi byt dostatecné
dlouhd, aby ziskany slaby signal Ramanova rozptylu mél dobry pomér signal /
Sum (SNR — signal to noise ratio).” [14]
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Obr. 25 - Typické Ramanovo spektrum glukosy pfi ozafovaci vinové délce 514 nm [14]
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b) Terahertzova spektroskopie

Malokteré oblasti vinovych délek nad MIR regionem byly, v souvislosti s mére-
nim glykemie, zkoumany, s vyjimkou toho, co dnes nazyvame terahertzovou
spektroskopii. V rozsahu vinovych délek mezi (0,1-10) mm tato oblast posky-
tuje smysluplna data cCistym slouc¢eninam nebo smésim ve velkych mnoz-
stvich, ale dosud nebylo Uspésné aplikovano na biologické vzorky. [6]

Funkéni NIR/MIR spektroskopie se pouziva viékarstvi na méfeni tepu (viz. prak-
tickd ¢ast), zmény kysliku v krvi a tkdnich, a dokonce mozkové aktivity. Déle
v kvalitativni i kvantitativni analyze. Nejddlezitéjsi vyuzZiti je ve strukturni ana-
lyze a identifikaci organickych i anorganickych sloucenin.

Konec teoretické Casti.

Nasleduje prakticka cast

(nota: z dGvodu prehlednosti jsem do praktické ¢asti zaradil i teoretické
Uvody a zakladni rozdéleni méficich pristrojd, se kterymi jsem pracoval.).
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4. Prakticka cast

V praktické ¢asti popisi princip refraktometru a svoje méreni vodnich roztok(
glukosy na ru¢nim a stolnim sacharimetru, rozdéleni interferometrd a princip
spektroskopického méreni pfi méreni tepové frekvence.

4.1. Mérenirefraktometry (sacharimetry)

Refraktometry midzZzeme odeditat hodnotu indexu lomu svétla pevnych, kapal-
nych i plynnych latek. Pevné a kapalné latky se méri pomoci meznich Ghlg,
plynné pomoci interference svétla. Index lomu svétla je zavisly na teploté
a referencni vinové délce svételného zdroje. ,Svételny zdroj mize byt mo-
nochromaticky nebo polychromaticky. Zdroje monochromatického svétla dé-
lime na tfi druhy: vybojové (prlchod elektfiny v plynech), tepelné (sodikové,
draslikové etc.) a luminiscendni. Kvili polychromatickému zdroji dochézi k dis-
perzi mezi lamavym hranolem a objektivem dalekohledu, a tak je pfidavano
kompenzadcni zafizeni v podobé jednoho nebo dvou Amiciho hranold, diky
cemuz dochdazi k opétovnému slozeni svétla." [15,16]

Tradic¢ni rucni refraktometr je analogovy pristroj pro méreni indexu lomu kapa-
liny. Pracuje na principu kritického (mezniho) Uhlu a,, (15), vychazejiciho ze
Snellova zadkonu (3), na rozhrani dvou prostredi, podle kterého hranoly vytvéareji
stinovou c¢aru na malé sklenéné mrizce uvnitr pristroje, ktera je pak vidéna uzi-
vatelem pomoci zvétSovaciho okularu (viz. obr. 22). Pfistroj se vétsinou sklada
ze svételného zdroje (sloZitéjsi pfistroje), sklenéného hranolu o zndmém ab-
solutnim indexu lomu N a ldmavém Uhlu w, kompenzaéniho zafizeni, stupnice
(existuje vice druhd podle Gcelu pouziti) a dalekohledu. [15,16]

n, - sin(a,,) = n, - sin(90°)

sin(a,,) = % (15)

Prfi méreni refraktometrem se pohybem hranolu nebo dalekohledu nastavuje
rozhrani svétla a stinu do stfedu nitkového kfize. Diky tomu se da na stupnici
odedist odpovidajici hodnota, coz mize byt podle dané stupnice napfiklad in-
dex lomu, koncentrace, nebo uhel a, diky némuz se da index lomu vypocitat
(16). [15,16]

n = sin(w) - y/N? — sin?(a) + cos(w) - sin(a) (16)
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Zakladni ¢asti refraktometru je dvojhranol H;, H, ktery je zhotoveny ze silné
ldmavého (flintového) skla. Hranol Hy (mérici) ma stény AC, BC vylestény, sténu
AB zdrsnénou. Druhy hranol H, (osvétlovaci) ma naopak zdrsnénou plochu ED.
Méfena latka se umistuje na pfeponovou plochu AC méficiho hranolu. Kapa-
lina se nanese v malém mnozstvi na mérici hranol a priklopi osvétlovacim
hranolem (viz. obr. 23). [16]

A 5 B

Obr. 26 - Uziti ru¢niho refraktometru Obr. 27 - Opticka cesta paprsku hranoly [16]
(zdroj: Refraktometry.cz)

Vlastni méreni probihalo nasledovné. Nejprve jsem ocistil hranoly ru¢niho ref-
raktometru Meopta i stolniho refraktometru Goertz, ¢isténi hranoll jsem opa-
koval i v pribéhu méreni. Vzorky vodnich roztokd glukosy o rdznych koncen-
tracich jsem pripravoval odmérenim hmotnosti vody a odmérenim hmotnosti
glukosy tak, aby vysledné roztoky mély prijatelnou koncentraci pro proméreni
celého rozsahu méficich pristroji. Roztok o dvacetiprocentni koncentraci glu-
kosy jsem pfipravil namérenim 40 gram0 vody, do které jsem prisypdaval glu-
kosu tak, aby vdha ukazovala nakonec 50 gramd, pro ostatni roztoky vazeni
probihalo obdobné. Pfed novym vazenim jsem vzdy vymyl nadobku vodou.

Méreni refraktometry (sacharimetry)

Potadi méteni | 1] 2] 3] 4] s| 6] 7] s8] 9] 10
vstup (zvazeno)

Hmotnost voda [gr] 40 40 40 40 40 40 40 20 20 10
Hmotnost glukosa [gr] 0,2 0,4 | 0,75 2 4,5 7,5 10 8,8 13 10

Hmotnostni procento [-] 0,5 1,0 1,8 48 | 10,1 | 158 | 20 | 30,6 | 39,4 | 50

vystup (zméreno)

Hmotnostni Meopta | N/A 2 2,3 5 10 | 15,5 19 29 37 48

procento [-] Goerz N/A | 0,8 | 1,2 | 3,5 | 85 | 13,6 | 17,5 | 27 35 44

Odchylky Meopta N/A | 102 25 42 |-1,11|-1,83| -5 -5,1 | -6,1 -4

Odchylky Goerz N/A |-19,2 | -34,8 | -26,5 | -15,9 | -13,9 | -12,5 | -11,6 | -11,2 | -12

Tab. 5 - Méfeni sacharimetry
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Méfeni sacharimetry
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Graf 1 - Odchylky refraktometr( pfi méfeni sacharimetry

Jak je z odchylek méfeni patrné, ru¢ni refraktometry (stejné tak refraktometry
stolni i digitaIni) nejsou vhodné pro méreni hodnot glykemie, jejiz hodnoty se
pohybuji mezi (0,05-0,4) % koncentrace v krvi. Vyrobce refraktometru Meopta
uvadi, ze dosahovana presnost refraktometru ma byt +0,3 %, to se vSak nepo-
tvrdilo, refraktometr Goertz je podle mych hodnot méné presny nez refrakto-
metr Meopta, coz je zplsobeno tim, Zze jsem méfil nejprve na refraktometru
Meopta a az poté narefraktometru Goertz, glukosa mezitim difundovala vodou,
a proto je mozné, ze v rlznych hladindch bylo moZzno naméfit odliSnou kon-
centraci. Vy$si nepresnost refraktometru Goertz mUze byt také zplsobena ne-
vhodnosti hranolu pro méfeni glukosy.

Ackoliv nejsou refraktometry vhodné pro méreni glykemie, hojné se pouzivaji
pro méreniindexu lomu potravinafskych pfidatnych latek, farmaceutickych vy-
robk(, kosmetickych pfipravk(, ropnych produktl, rostlinnych a zivocisnych
olejd a tukl apod., stupnice Brix se pouziva pfi kontrole cukernatosti vyrobk{
v potravinarském i ndpojovém prdmyslu. Koncentraci mérfime u chemickych
roztokd, feznych a kalicich olejl pro obradbéci stroje, nemrznoucich a chladicich
kapalin apod. Pro vyse uvedené Uclely je dosahovand presnost refraktometrd
dostatecna.

Obr. 28 - Refraktometr Meopta Obr. 29 - Ukdzka odmérovani roztoku
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4.2. Méreni Rayleighovym interferometrem

Interferometr je méfici pristroj, ktery vyuziva vinové interference. Interferome-
try existuji pro zvukové a elektromagnetické viny, napt. ultrafialové, viditelné
a infraCervené spektrdlni oblasti vinovych délek a radiové viny rdznych vino-
vych délek. Akustické a radiové interferometry se pouzivaji k méreni rychlosti
Siteni akustickych a radiovych vin, jakoz i vzdalenosti mezi dvéma emitory vin
nebo mezi emitorem a reflektorem (dalkoméry). [17]

Optické interferometry, které jsou b&zné pouzivany, budou popsany nize. Pou-
zivaji se k méreni vinovych délek spektralnich ¢ar (interferenéni spektroskopy),
indexd lomu prdhlednych médii (interferenéni refraktometry), absolutnich a re-
lativnich vzdalenosti a rozmérd hvézd (interferenéni komparatory), stejné jako
ke kontrole kvality optickych komponent a jejich povrchd a konecné kvalité ko-
vovych povrchd. [17]

Princip fungovani vSech interferometr( je stejny; pfistroje se lisi pouze meto-
dou generovani koherentnich vin a v parametru, ktery se pfimo méf¥i. Svételny
paprsek je prostoroveé oddélen zafizenim do dvou nebo vice koherentnich pa-
prskl, které prochéazeji rGznymi optickymi cestami a pak se sbihaji. Interfe-
rencni obrazec, jehoz tvar (tvar a relativni umisténi interferenénich maxim
a minim) zavisi na zpUsobu oddéleni svételného paprsku do koherentnich pa-
prsk(, poctu interferujicich paprskd, jejich rozdilech v drdhach, relativni inten-
zité, rozmeérech zdroje a spektralniho slozeni svétla, je pozorovan v bodé kon-
vergence. Metody generovdni koherentnich paprskd v interferometrech se lisi;
proto existuje vice druhl interferometr. V zavislosti na poctu interferujicich
svételnych paprski mohou byt interferometry rozdéleny na vice paprskové
a dvou paprskoveé typy. [17]

a) Michelson(v interferometr

Michelsondv interferometr je pfikladem dvou paprskového interferometru.
Paprsek svétla ze zdroje L dopada pod Uhlem 45° na polopropustnou des-
ticku, kde se v bodé A stépi na paprsky Py a P.. [17]

,Paprsek &. 1 se odraziod polopropustné desticky P a dopada kolmo na zrcadlo
Z1, zde se odrazi zpatky do bodu A, po prlchodu polopropustnou desti¢ckou P
dopada do dalekohledu D. Paprsek €. 2 projde polopropustnou desti¢kou, do-
padne kolmo na zrcadlo Z, zde se odrazi zpatky do bodu A, v bodé A se odrazi
do dalekohledu D. Oba paprsky se tedy sejdou v dalekohledu, kde spolu inter-
feruji. Protoze paprsek €. 2 projde polopropustnou desti¢kou celkem tFikrat,
vkladé se do cesty paprsku &. 1 desti¢ka ki (kompenzadéni), rovnobézna s des-
tickou P. Pokud jsou vzdalenosti zrcadel Z, a Z; od bodu A stejné, budou stejné
i drahy paprskd a v ohnisku objektivu se oba paprsky zesili.” Viz. obr. 26,27.[18]

V pfipadé, Ze posuneme zrcadlo Z, o vzdalenost /, drédhovy rozdil paprskd bude
Al = 2-1.V zavislosti na velikosti dradhového rozdilu vznikaji interferenéni ma-

xima (17) ainterferenéni minima (18), kde k je celé ¢islo, A vinova délka paprsku.
(18]
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Albert Michelson (*1852 - 11931) v roce 1881 vykonal svym interferometrem
experiment, ktery mél prokazat pritomnost éteru’, konkrétné vliv éteru na rych-
lost svétla. NelUspésné. Vysledek pokusu byl pozdéji zpochybnén, a tak byl
stejny pokus (mnohem presnéji) roku 1887 spole¢né s Edwardem Morleyem
(*1838 - 11923) zopakovan, se stejnym vysledkem — svétlo se pohybuje kon-
stantni rychlosti vaci (uvazovanému) éteru. To podnitilo revizi klasické mecha-
niky a vznik teorii, které by souhlasily s Michelson-Moreleyovym experimentem.
Roku 1899 popsal Hendrik Lorentz transformacni soufadnice vyjadrujici popis
stejné udalosti ve dvou inercidlnich vztaznych soustavach. Roku 1905 publi-
kuje Albert Einstein (*1879 - 11955) svou teorii specialni relativity, kterd exis-
tenci éteru nezahrnuje. [19]

Roku 1907 obdrzel Albert Michelson Nobelovu cenu za fysiku, udélena mu byla
za jeho presné optické pristroje a vyzkum jimi provedeny. [19]

Al=k-1 17)
Al=2-(k+1)-1/2 (18)
| ] Z1
P2 d 2 k1

. RE B
Paprsek P3 i

6[)

Obr. 30 - Princip Michelsonova interferometru [18] Obr. 31 - Vlivkompenzacniho zrcadla [18]

Zdroj svitla

Fier, &

Obr. 32 - Albert Michelson [17]  Obr. 33 - Schema interferometru [17] Obr. 34 - Edward Morley [17]

" Eter je fysikalni pojem oznacujici vdudyp¥itomnou hypotetickou substanci, v niz se §iff elek-
tromagnetické zareni, pfed vSeobecnym prijetim duality svétla, Cemuz napomohl Albert Ein-
stein, diky vysvétleni fotoelektrického jevu, za coz dostal roku 19271 Nobelovu cenu za fysiku,
bylo svétlo povazovano za vinu. Hledala se proto substance, jiZ by se svétlo Sifilo tak, jako
se mechanické vinénf §ifi hmotou (akustickd vina vzduchem, vina na povrchu vody etc.), kterd
by vysvétlila schopnost zddnlivé vinového svétla sifit se pres prazdny prostor, ¢ehoz by viny
nemély byt schopny. [19]
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b) Jamindv interferometr

Dvou paprskové interferometry uréené pro stanoveni indexd lomu plynd a ka-
palin se nazyvaji interferenc¢ni refraktometry; jedno takové zafizeni navrhl Jules
Jamin (1818-1886). [17]

Svételny paprsek S, po odrazu od predniho a zadniho povrchu planparalelni
desky Py, je rozdélen na dva paprsky Sy a S,. Po prlchodu trubicemi C; a G, pa-
prsky odrazené plochami planparalelni desky P, vstupuji do teleskopu T, kde
interferuji a vytvareji prouzkové interferenéni obrazce. Pokud je jedna z trubic
naplnéna latkou s refrakénim indexem n; a druhd je naplnéna latkou se zna-
mym refrakénim indexem n,, posunuti interferencniho obrazce o fad interfe-
rence mve srovnani s pripadem, kdy jsou obé trubice naplnény stejnou latkou
se rovna (19), kde | je délka trubice a A vinova délka svételného paprsku. Viz.
obr.31.[17]

Anznl—nzzmT')1 (19)

c) Mach-Zehnderdyv interferometr

Jednd se o variantu Jaminova interferometru (viz. obr. 32) ve kterych jsou pou-
Zity dvé polopropustné desky P, a P, a dvé zrcadla M; a M,. Vzdalenost mezi
paprsky Sy a S; mGZe byt u téchto interferometrl velmi velkd, coz usnadnuje
montaz rldznych predmeétd v cesté jednomu z paprskd. Na rozdil od Michelso-
nova interferometru prochazi paprsky Si a S; kazdou z dobfe oddélenych op-
tickych cest pouze jednou. Z tohoto dlvodu jsou tyto ndstroje Siroce pouzivany
ve studiich dynamiky vzduchu a plynd. Ve fysice je Mach-Zehnderdv interfero-
metr zafizenim, které slouzi k urceni relativnich zmén fazového posunu mezi
dvéma kolimovanymi paprsky odvozenymi rozdélenim svétla z jediného
zdroje, Mach-Zehnderovy interferometry se také pouzivaji ke studiu jedné z
nejvice protiintuitivnich predpovédi kvantové mechaniky, fenoménu zndmého
jako kvantové provazani. [17]

y o

B

Obr. 36 - Schema Mach-Zehnderova interferometru [17]

Obr. 35 - Schema Jaminova interferometru [17]
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d) Michelson(Ov hvézdny interferometr

Michelsondv hvézdny interferometr (viz. obr. 33) se pouziva k méreni Uhlovych
velikosti hvézd a Uhlové vzdalenosti mezi dvoj hvézdami. Svétlo ze hvézdy
se odrazi v zrcadlech M1, M2, M3 a M4 a vytvari interferencni obrazec v ohnis-
kové roviné dalekohledu. Uhlovd vzdalenost mezi sousednimi maximy
je 6 =M\/D.KdyzZ jsou dvé hvézdy umistény blizko
sebe pfi Uhlové vzdalenosti ¢, v teleskopu jsou
pozorovany dva interferencni obrazce, stejné
posunuté o uhel @. Vzdalenost D je proménna
z dl0vodu dosazeni co nejlepsiho rozliSeni inter-
feren&niho vzoru, plati pro: @ = 1/26 = A/2D. Veli-
kost ¢ lze vypocditat z vySe uvedeného vztahu.
Michelsonlv hvézdny interferometr byl jednim
z prvnich astronomickych interferometr(, navrh-
nut jiz roku 1890, byl roku 1920 na observatofi
Mount Wilson v USA postaven, vyuzivajice tam-
niho 100 palcového zrcadla, kde bylo provedeno
prvni méreni prdméru hvézdy mimo Slunedni
soustavu, konkrétné Betelgea, 13.12. 1920, ktery
byl tehdy stanoven na 380 miliénd kilometr(,
priblizné 270x vétsi nez Slunce. [19]

Obr. 37 - Schema Michelsonova

. ° . hvézdného interferometru [17]
e) Rayleighdv interferometr

,Kondensor 2 zobrazuje vlakno Zarovky 1 na vstupni stérbinu 3, umisténou v
predmeétové ohniskové roviné kolimatoru 4. Svazek rovnobéZnych paprskd
prochazi dvojstérbinou 5. V horni ¢asti interferometru jsou dvé trubice: jedna
s referencnilatkou a druhd s mérenou latkou. Po prlichodu kyvetami prochazeji
svazky kompenzacni plandeskou 7 a referencni plandeskou 8.V obrazové oh-
niskové roviné objektivu 10 se vytvafiinterferencni obrazec — soustava interfe-
rencnich prouzk(. Ve spodni ¢asti interferometru prochdzeji oba svazky stej-
nymi optickymi drahami. Plandeska 9 posouva svazky blize k optické ose. Re-
ferencniinterferencniobrazec se vytvari v obrazové ohniskové roviné objektivu
10 — referendni stupnice. Valcovy objektiv 12 oddéluje obé soustavy prouzkd.
Pokud jsou indexy lomu v obou kyvetach rdzné, vznika rozdil optickych drah
mezi obéma hornimi svazky, interferenéni prouzky jsou posunuty o m, viz. (19),
kde | je vnitfni délka kyvet a n.=1(refrakéni index vzduchu).” [20]

{2 3 4. S 6 o o128
by 5~ 8 Gt 4
p L]
| , tg— ] é l
! p o 8 Q

Obr. 38 - Schema Rayleighova interferometru [20]
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Rayleighlv interferometr je, stejné jako Jamindyv interferometr, uzptsoben pro
stanoveni indexd lomu plynd a kapalin, jde o interferencni refraktometr. Tyto
pfistroje méri mnohem presnéji nez hranolové refraktometry, a to s presnosti
az na osm desetinnych mist. Takova pfesnost je nutna predevsim pro méreni
plynd, kde se hodnoty indexu lomu lisi az na ¢tvrtém desetinném misté nebo
u kapalin ¢ijejich roztokd. Konkrétné u glukosy se poZzadovana zména koncen-
trace projevi na indexu lomu svétla az na patém desetinném misté.

Interferometry se kvQli své konstrukci nedaji pouzit pro neinvazivni méreni.
KdyZ by se do jedné z trubic privadéla krev, e.g. by zafizeni bylo soucasti umelé
slinivky, mél by takovy pfistroj nadéji na Uspéch, protoZze jeho presnost je do-
stacujici. Podobné navrhy se snazi védci uskutecnit (viz. U.S. Patent 5,168,325).

U.S patent 5 168 325

)y
[ ]
L |
{ | B e |
L || J
Jomniho interferometr
umeéla slinivka
N
[ S i} i} - "I

insulinova

(
7—0—‘ IF metr sonda —-]-—
pumpa
tok krve !
j

Obr. 39 - Diagram umélé slinivky
(zdroj: U.S. patent 5,168,325)

Obr. 40 - Interferencni obrazec Obr. 41 - Trubice Rayleighova interferometru
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4.3. Méreni tepové frekvence

Elektronickd deska méfici tepovou frekvenci je sestrojena diky navodu dostup-
nému z:. www.instructables.com/id/Microcontroller-measures-heart-rate-
through-finger/ [21]. Elektrické schema na obrazcich 39 a 40 je soucasti na-
vodu, stejné jako software mikrokontroleru.

Detektor pulsu (srde¢niho tepu) v zafizenich monitorujici tepovou frekvenci se
sklddd ze dvou casti: jednotky snimaniimpulsd a zobrazovaci jednotky tepové
frekvence. Sestrojené zatizeni pouziva infraCervenou LED diodu a fotodiodu pro
meéreni srdecni tepové frekvence diky zméné odrazivosti krve v prstu ruky.
Srdce svymi pravidelnymi stahy pumpuje krev po celém téle, diky ¢emuz se
meéni objem krve v arteriich, coz se projevuje i na objemu krve v krevnim recisti
ruky a v arteriich, které se nachéazeji v blizkosti povrchu klzZe. Toto kolisani krve
muZe byt zjisténo pomoci optického snimaciho mechanismu umisténého ko-
lem Spicky prstu. Signal Ize dale zesilovat, aby mikrokontroler pocital miru ko-
lisani, coz je vlastné srdecni tepova frekvence.

Svétlo vyzarované LED diodou je difuzné roz- | Hemoglobin

ptyleno skrz tkan prstu. Fotodioda umisténa
na povrchu k{Ze vedle LED diody, & na =
A
Proonm

slabé absorbované ve tkanich. Kazda zména
v krevnim objemu bude zaznamenana, pro-
toze zvyseni (nebo sniZzenf) krevniho objemu
zpUsobi vice ¢i méné absorpci. Za predpo-
kladu, Ze pacient nepohybuje prstem a dro- Obr. 42 - Diagram funkce sensoru
vel absorpce tkédn& a nepulzujicich tekutin (2droj: rohm.com/sensor/environment)
zUstavaji stejné.

Vykon LED diody je pfizpUsoben fotodiodé tak, Ze odpor fotodiody se bude mé-
nit v rozsahu miry preneseného svétla skrz k(zi, protoze se Gtlum méni v zavis-
losti na osobg, kterd pouziva zafizeni, Ize predpokladdat, Ze bude v priméru
80 % vyzareného svétla. Odporova sit fotodiody je vytvofena pro pfevod zmén
odporu na zménu napéti. Napéti se pohybuje mezi (0-10) mV, v zavislosti na
kazdém pulsu.

opacné strané, m0ze méfit svétlo prenasené Blood Vessel (Artery)
skrz kGzi. Svétlo je dobre absorbované v krvi a

7

Pulse Sensor

Nevyhodou optickych snimacd je zpozdéni v naméfenych hodnotédch (neméri
pfimo aktivitu srdce, ale vysledek jeho ¢innosti), mensi presnost oproti elektro-
dovému mérfeni zpldsobend nedostate¢nym prokrvenim ¢i barvou kdze, vliv
okolniho svétla a nutnost velkého zesileni signdlu (v sestrojené desce je
10 000x zesileni). Tyto komplikace jsou mnohem vice znatelné pfi snaze o ne-
invazivni méreni glukosy, jejiz signal je slabsi a hlife detekovatelny.

Sestrojend deska funguje sporadicky, zasadni chybou v navrhu je umisténi LED
diody a fotodiody vedle sebe, namisto umisténi proti sobé, jak je normalné
bézné, fotodioda tak zaznamenava i svétlo, které se neodrazilo zpét z prstu,
coz dost zasadné ovliviiuje vysledky méreni. Cena soucastek je circa 500 korun.
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Obr. 45 - Elektronickd deska méfici tepovou frekvenci (63,1 BPM)
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A4

5. Zaver

Provedl| jsem reSersSiinvazivnich, minimalné invazivnich a neinvazivnich metod
meéreni glykemie.

Zhodnotil jsem vysledky méreni na refraktometrech.

Je to uz pres Ctyricet let, kdy byly na trh uvedeny prvniinvazivni glukometry. Ve
stejnou dobu vznikla myslenka glukosu méfit neinvazivné. Od té doby se jiz
mnoho védcU bezvysledné snazi nalézt feSeni problému, ktery se ukazal jako
jeden z nejobtiznéjsich a nejzapeklitéjsich poslednich let. Nikdo si netroufa dat
lidem faleSnou nadéji a fici, Ze je prllom za dvermi, protoze neni.

Pocet pacientl s diabetem bude vzhledem k zvysujicimu se poctu obyvatel na
nasi planeté stoupat a nutnost vyfeseni problému neinvazivniho mérenije o to
akutnéjsi.

Naopak velky pokrok zaznamenavaji moznosti minimalné invazivniho méreni
glykemie, kam mnohé spolecnosti investuji vice penéz nez do neinvazivniho
meéreni, v oCekdvani kratsi ndvratnosti investic. Alespon timto zplsobem se
usnadniuje zivot prevazné pacientdm s diabetem 1. typu.
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