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1 Uvod

Fotosyntéza je primarnim procesem vyuzivajicim sluneéni energii. Takto zachycena
energie je poté k dispozici vSem organismim na planeté. Procesem fotosyntézy rovnéz
dochazi k deponovani CO2 do organické hmoty a tim k jeho odstranéni z atmosféry. Proto se
veénuje velké usili detailnimu prozkoumani celého procesu fotosyntézy u vyssich rostlin, ale 1
U jednodussich organismii jako jsou sinice a fasy. Pii vyzkumu tohoto procesu na trovni
jednotlivych bun€k se vyuzivd riznych metod mikroskopie. Jednou z téchto metod,
umoziujici velmi detailni sledovani bunék 1 ¢astecné jejich vnitinich struktur je konfokalni

mikroskopie.

Pfi pozorovani fotosyntetizujicich bun¢k je dulezité zajistit fyziologické podminky
vcetné ozéfeni jednotlivych bunék pfimo v mikroskopickém preparatu. Rizné modifikace
protokolll popisujicich zmény intenzit zafeni v ¢ase se vyuzivaji k vyzkumu a pozorovani

efektu tohoto zafeni v redlném case u jednotlivych bunék.

Konfokalni mikroskop firmy Zeiss LSM 880 umoZiiuje detailni pozorovani bunék,
neni zde vSak vyfeSen0o ozatreni preparatu po dobu méfeni, ptipadné i pied nim. Toto zareni
ovlivituje fyziologicky stav bunék, ktery Ize nasledn€¢ pozorovat pomoci metod variabilni

fluorescence chlorofylu a.

Cilem této prace bylo zjistit, jakym zplisobem lze vySe uvedeny problém fesit,
navrhnout zpisoby jak ozatit méfeny vzorek fotosynteticky aktivnim zafenim, jak toto zareni
regulovat a zajistit jeho spinani v pfisluSnych ¢asovych intervalech v soucinnosti s funkci

mikroskopu.

2 Literarni prehled

2.1 Zareni a fotosyntéza
Jako fotosyntéza se oznaCuje soubor na svétle zavislych reakci, které lze vyjadrit

nasledujici sumarni rovnici (1)

n CO, + n H,0 Q/(CHZO)n+n02 (1)

kde hv je kvantum zafivé energie. [1]. h je zde Planckova konstanta a v frekvence zaieni.

Uvedeny vztah je souhrnem vSech reakci, kdy z oxidu uhli¢itého a vody dochazi k tvorbé



organickych latek a uvolnéni kysliku. Piepocet frekvence zareni na vinovou délku dostaneme

podle vzorce (2)

hy=— 2)

kde ¢ = 3.108 [m.s™1] - rychlost svétla ve vakuu a A vlnova délka [2].

Kvantum hv je nejmensi mnozstvi energie elektromagnetického zéfeni o frekvenci
v - energie jednoho fotonu. Jelikoz energie jednoho fotonu je velmi mala jednotka, pii popisu
fotosyntézy se Casto pouziva jednotka energie odpovidajici 1 molu fotont, ktera se oznacuje
vV literatufe jako einstein, pfipadné jako ,,1 mol fotond“. Einstein neni jednotkou soustavy SI.
Analogicky se pouziva jednotek odvozenych — mikromol atd. Jednotku ziskame vynasobenim

energie 1 fotonu Avogadrovou konstantou Na podle vzorce (3).

hc
einstein = hv Ny = = N, (3)

Avogadrova konstanta ma hodnotu 6,022.10% mol™ . Z vy$e uvedeného vzorce rovnéz
vyplyva, Ze energie fotond — rovnéZ i energie 1 einstein — je nepfimo umérna vinové délce

zareni.

S vyjimkou elektrickych zdroji zafeni pouzivanych ve vyzkumu nebo sklenikovém
provozu pochazi veskeré zafeni vyuzivané k fotosyntéze ze Slunce. Spektrum slune¢niho
zéateni zahrnuje vSechny druhy zéafeni elektromagnetické povahy, od zateni y aZ po radiove
viny. Maximum Sluncem vyzafované energie je kolem 475 nm. Jako viditelnou oblast spektra
oznacujeme Cast zafeni v rozsahu vinovych délek 360 — 760 nm. Na tuto oblast v pasmu
kratSich vlnovych délek navazuje oblast ultrafialového zateni, v pasmu delSich délek oblast
zéfeni infracerveného. Z hlediska fotosyntézy vymezujeme jesté oblast fotosynteticky aktivni
radiace (FAR, v anglické literature Photosyntetically active radiation, PAR), coz je oblast
vinovych délek v rozsahu 400-700 nm. Jde o oblast elektromagnetického spektra, v niz je
rozlozena absorpce vétSiny pigmentll a ktera se vyuziva Vrostlinné bunce v procesu

fotosyntézy [1] [3].



Ze slune¢niho zareni dopadajiciho na horni povrch atmosféry se ¢ast v atmosfére pohlti
a prumérné maximalni hodnoty biologicky vyuzitelného zafeni na zemském povrchu se

pohybuiji kolem 500 W.m™ | coz odpovida toku fotont piiblizné 2 mmol . m2. s [2].

2.2 Fyzika a biochemie fotosyntézy

Buné¢nou organelou fotosyntézy v buiikach rostlin a fas jsou chloroplasty. Vzhledem
k tomu, ze se predpoklada endosymbioticky ptivod chloroplastii vyssich rostlin — predpoklada
se, ze evoluéni predek chloroplasti vyssich rostlin byl prokaryot podobny sinicim — jsou
klicové casti fotosyntézy u fotosyntetizujicich prokaryot i eukaryot navzdory odliSnostem

zalozeny na podobnych principech [4].

Chloroplasty jsou od cytoplasmy bunky oddéleny dvojitou membranou, ktera je
prostupna pro latky, jez si chloroplast vyméniuje s okolim. Uvnité chloroplastu se nachazi
thylakoidni membréna, v niZ probihaji primarni (svételné) reakce fotosyntézy. Tato oddéluje
vnitini prostiedi (lumen) od vnéjsiho prostedi uvnitt chloroplastu (stroma). Stroma obsahuje
enzymaticky aparat zodpoveédny za sekundarni fotosyntetické reakce - redukei uhliku z oxidu
uhli¢itého, ktery je poté pouzit k produkci uhlovodikt. Thylakoidy jsou zakladnim ¢lankem

fotosyntetické transformace svételného zafeni na chemickou energii [4].

V thylakoidni membrané dochazi nejprve k zachyceni svételného kvanta
prostfednictvim pigmentovanych proteinovych komplexi — tzv. antén, obsahujicich chlorofyl
a karotenoidy. Chlorofyl mé4 absorpéni maxima v oblasti vlnovych délek odpovidajicich
¢ervenému a modrému svétlu, coz je mimo jiné diivodem, pro¢ se lidskému oku jevi zeleny.
Karotenoidy zde slouzi jako dopliikové pigmenty, které poméhaji chranit fotosynteticky aparat

pted zni¢enim pisobenim nadmérnych davek svétla [4].

Aby doslo ke konverzi svételné energie fotonli na chemickou, musi ve fotosyntetickém
aparatu prob&éhnout fada reakct, pfi nichz se pfenasi energie mezi jednotlivymi enzymatickymi
komponenty ftetézce. Proces tedy zaCina zachycenim fotonu molekulou chlorofylu nebo
karotenoidu, ¢imz vznikne excitovany elektronovy stav nazyvany exciton. Exciton je poté
anténnim systémem velmi rychle pfenesen do tzv. reak¢éniho centra, kde je vétSina excitonti
zachycena. Béhem celého procesu téz mize dojit ke zpétné konverzi excitonu na svételné

zateni (fluorescenci) nebo na teplo [4].

U sinic, coz je organismus pouzivany ke zkoumdni fotosyntézy na pracovisti
Mikrobiologického tistavu AV CR Vv Tieboni, je fetézec zachyceni svétla, anténni systém, tzv.
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fykobilisom, slozen z fykoerytrinu, absorbujiciho svétlo o vinové délce 570 nm, fykocyaninu,

absorbujiciho 630 nm a allofykocyaninu, absorbujiciho 650 nm [5].
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Obrizek 1: Cast chloroplastu s thylakoidni membranou. Thylakoidni membrana obsahuje
hlavni proteinové komplexy fotosyntetického aparatu a je zodpovédna za absorpci svétla a
prenos elektroni a protonti. Na obrazku je zachycen fetézec pienosu elektronti spojeny
s uvolilovanim protont do thylakoidniho lumen, které nasledné pohéani syntézu ATP a
NADPH. Ve stroma jsou naznaceny reakce vedouci k tvorbé sacharidi. Thylakoid membrane-
thylakoidni membrana, PSII — fotosystém II, Cyt bf — cytochrom b6/f, PSI — fotosystém I, PC
— plastocyanin, FD — ferredoxin, FNR — ferredoxin-NADP reduktaza, ATP synthase — ATP
syntaza. Pfevzato a upraveno z [4].

V dalsi fazi je zachycena svételna energie pienesena do reak¢éniho centra, fotosystému
I nebo fotosystému Il. V téchto reakcnich centrech dochazi Kk primarni fotochemické reakci
fotosyntézy, kterou je separace naboje. Ve fotosystému II je excitovany stav zachycen dvojici
molekul chlorofylu, oznaovanych jako P680. Nasledné¢ dochazi k primarni oxidacné-
reduk¢ni reakei, ktera spociva v pienosu elektronu z excitovaného P680 na akceptor elektront
feofytin za vzniku P680" a feofytin" . Tento vznikly redox potencial je nasledné vyuzit
k oxidaci kysliku z molekuly vody a redukci plastochinonu. V disledku tohoto souboru reakci
se do thylakoidniho lumen ptfenesou protony, uvolni se molekularni kyslik a dojde k pienosu
4 elektront. Tim dochazi k separaci elektrického naboje — protonti na jedné stran¢ a elektronti

na druhé stran¢ thylakoidni membrany a produkci energeticky bohaté redukované formy
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plastochinonu — detailni schéma viz obrazek 2. Tato redukovana forma plastochinonu
(rozpustného v tucich) je dale vyuzita prostfednictvim cytochromu b6f na produkci ve vodé
rozpustné redukované formy plastocyaninu. Ten putuje do druhého reakéniho centra,
fotosystému 1. Ve fotosystému I je energie uvolnéna oxidaci plastocyaninu vyuzita k redukci
NADP" na NADPH prostiednictvim ferredoxinu a ferredoxin-NADP-reduktazy [4] [1].

NADP™ v tomto systému reakci slouzi jako kone¢ny akceptor elektronti [6].

2H*

\
2H,0 O, + 4H*

Obrazek 2: Schematické znazornéni reak¢éniho centra fotosystému II. Fotosystém II vyuziva
svételnou energii k oxidaci vody, coZ mé za nasledek uvolnéni kysliku a protoni. Elektrony
Jsou nasledné pienaseny pies proteinové komplexy na redukovany plastochinon. (MN)4 —
komplex s manganem podilejici se na oxidaci vody, P680 — reakéni centrum fotosystému 11,
Pheo — feofytin, Yz — tyrozinovy zbytek ve fotosystému II slouzici k pfenosu elektronti, QA,
QB — plastochinony. Pievzato a upraveno z [4].

Poslednim krokem je vyuZiti energie uloZzené v elektrochemickém potencialu protont
v lumen thylakoidu. Ta je vyuzita prostfednictvim enzymu ATP-syntazy, ktera katalyzuje
ADP fosforylaci na ATP. Vznikly ATP je uvolnén do stromatu, jak je znazornéno na obrazku
1.

Vysledkem tohoto cyklu primarnich (svételnych) reakci je tvorba NADPH a ATP. Tyto
energeticky bohaté molekuly jsou prostfednictvim pfislusSnych enzymt nasledné vyuzity
k produkci uhlovodiki, primarné tedy k fixaci CO2 a tvorbé cukri [4]. Tyto reakce jiZ nejsou

pfedmétem této prace, proto je zde podrobnéji nepopisuji.



2.3 Metody vyzkumu fotosyntézy
Fotosyntézu muzeme mé&fit riznymi zptsoby, jako je rychlost absorpce COg, rychlost vydeje
kysliku nebo ristovou analyzou. Jednou z dalSich metod méfeni fotosyntézy je analyza

fluorescence chlorofylu.

Po absorpci zafeni ve fotosystému je absorbovana energie pouzita v procesech
separace naboje, pfeménéna na tepelnou energii, a nebo je vyzarena ve form¢ fluorescence.
Vychazi se z toho, Ze ¢im vice energie je vyuzito ve fotosyntetickych reakcich, tim méng¢ je ji
vyzateno ve form¢ fluorescence. Schéma transportu energie je zobrazeno na obrazku 3.
Slozit¢jsi metody analyzy kinetiky fluorescence umoziiuji zjistit podrobnosti o déjich na

urovni thylakoidu [1].

teplo teplo

fluorescence [ ( fluorescence )
HO —s 7 Fd —» NADPH
Calviniiv
cyklus

teplo teplo

Obrazek 3: Fluorescence chlorofylu v listech. Schéma moznych pfemén absorbované zafivé
energie ovliviwgjicich fluorescenci chlorofylu in vivo. Z- primarni donor elektront, Qa, Qs —
primarni a sekundarni akceptory elektronti (plastochinony) PQ — plastochinonovy pool, b/f —
cytochrom b/f, PC — plastocyanin, Fd — ferredoxin. Pfevzato a upraveno z [1].

Po zachyceni energie na anténé je tato pfenaSena do reak¢niho centra s velkou ucinnosti.
M¢éfenim fotosyntézy pii nizkych intenzitdch osvétleni je zjiSté€no, Ze az 90% energie je

dopraveno do reak¢niho centra, kde je energie excitonu vyuzita na proces separace naboje.



Antenna system with an open reaction centre

Fluorescence (Fy)

Light

Antenna system with a closed reaction centre

Fluorescence (Fryax)

Obrazek 4: Fluorescence z anténniho systému po dopadu zafeni pii otevieném (horni
obrazek) a uzavieném (spodni obrazek) reakénim centru. Reak¢ni centrum uprostied, zelené
disky reprezentuji chlorofyl a a b, zluté disky karotenoidy. Fo — minimalni fluorescence pti
otevieném reakénim centru méfend nizkou intenzitou svétla - tzv méfici svétlo, Fmax —
maximalni fluorescence pifi uzavieném reakénim centru, méfend pii vysoké intenzité
aktinického svétla - tzv saturaéni pulz. Pfevzato a upraveno z [7].

Pti ovlivnéni fotosyntézy ve smyslu zpomaleni transportu elektronti a zpomaleni celého
fetézce dochazi k prudkému naristu mnozstvi zachycené energie, ktera se vyzari ve forme
fluorescence chlorofylu a, viz obrazek 4. Jeji méfeni nam tak dava mozZnost neinvazivni

metodou studovat fotosyntézu v zivé buce [7].

2.3.1 Meéreni fluorescence na zivych bunkach

Fluorescence pozorovana na zivych buiikach je schopna ndm poskytnout informace o
stavu fotosystému II, schopnosti fotosyntetick€ého aparatu vyuzit dopadajici zafeni, efektivité
fotochemickych procesi, umoziuje méfit toleranci vic¢i zménam teploty a puisobeni riznych

stresovych faktort na zivou bunku [8].



Poprvé byla variabilni fluorescence chlorofylu pozorovana Kautskym a Hirschem
vroce 1931. Nejprve Slo o pozorovani celych listli a sledovani vlivu herbicidii na narist
fluorescence (n¢které herbicidy Uc¢inkuji blokovanim fotosystému II, coz vede k nartistu

fluorescence na zasazenych plochach).

Ke sledovani fluorescence byly vyvijeny razné technické systémy, spocivajici
v pouziti CCD kamery a rtuznych zdroji osvétleni. [9] Tyto techniky se posléze zacaly
kombinovat s klasickou mikroskopii, coZ umoznilo pozorovani dynamiky fluorescence na
mikroskopické turovni ve dvourozmérmém pozorovacim poli, v kombinaci s kvalitni
kalibrovanou CCD kamerou pozorovani a statistické vyhodnoceni malych objektii. Dillezitou
casti méfeni je presna kontrola nad jednotlivymi parametry ozafeni méfené¢ho vzorku,
¢asovani, intenzitou, spektralnim slozenim, zménami mezi aktinickym ozatfenim a satura¢nimi

pulzy [10].

Konvencéni mikroskopii jsme schopni rozlisit fluorescenci u objektti vétSich nez 1-2
mikrometry. Teoreticky je mozné rozli§it objekty do velikosti poloviny vinové délky
pozorovaného zéteni, coz vzhledem k vinové délce, na které fluoreskuje chlorofyl a, dava limit

340nm. Takto malé objekty Ize ovSem rozliSit pouze s vyuzitim konfokalni mikroskopie [10].

2.3.2 Konfokalni mikroskopie

Technologie konfokalniho mikroskopu byla poprvé patentovana Marwinem Minskim
Vv roce 1957. Prestoze tato technologie je zndma takto dlouhou dobu, jeji rozsifeni a Sirokou
vyuZitelnost umoznily teprve pokroky v technologiich malych spolehlivych laserovych zdrojii
a vykonnych pocitacli na zpracovani obrazu. Hranice rozliSeni konfokalni mikroskopie je sice
stale omezena difrakénim limitem (splyvanim dvou Airyho diskd, jejichZ velikost je zavisla
na vlnové délce pouzitého svétla, viz obrazek 5), ale pouzitou technologii a zpracovanim
obrazu jsme schopni se dostat aZ na hranici tohoto limitu. Pouzitim kratkych vlnovych délek

se tak dostavame na hranici 200-300 nm [11].

Mezi dal$i vyhody konfokalni mikroskopie patii moZnost prostorového (3D) rozliSeni,
digitalni zpracovani obrazu a vyuziti dat k méfeni, pouziti specifickych vinovych délek svétla,
vyuzitelnych napfiklad k selektivnimu vybuzeni fluorescence [11] a vysoka citlivost,

umoziujici rozlisit fluorescenci i jedné molekuly [12].



Abbeho (Rayleighiv) difrakéni limit (d)

d=3/2n-sina,

Kde & Je vinova deéika svétia,
n-sina je numericka cpertura.

| =R Kdy2 paprsek svétla prochazi oprickou soustavou
/ N\ roznymi prostredini, dochazi k jeho ohybu (difrok-
3 cf). Podle vinové teorle se bodove objekty nezob-
o razuji Jako body, ale jako plosky (Alryho disky -
Ty scheéma nize). Vellkost téchro plosek se zvétsuje se
Zmensujici se aperturou a rostoucl vinovou délkou

svéda. ?gl('!’f‘e o\;zrou«w;u i':::\é objekte

—— splyne zobrazeni do plosky, coZ zna-
mena, 2e je nelze odliSit. Ve flalovém svede ize tedy

pomoci oprické mikroskople rozigit body vzdalené
200 nm, tedy polovinu VInové délky tohoto svetla.

Obrazek 5: Difrakéni limit, pfevzato a upraveno z [13, pp. 168-170].

Princip konfokalniho mikroskopu mizeme vidét na obrazku €. 6. Jako zdroje zateni se
zde pouziva laser, ale existuji 1 jiné technologie, naptiklad pferuSovani svételného paprsku
rotujicim diskem S malymi otvory (Nipkowuav disk) [12]. Spole¢né maji vyuziti bodového

osvétleni a detekce signalu ze vzorku.

Lasery riznych vlnovych délek pouzit¢ v mikroskopu nam umoznuji vyuZzit je u
dalsich technik, jako je napiiklad metoda FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching, navrat fluorescence po fotovybéleni). Touto metodou se da sledovat mobilita
proteind v buiice — pomoci sledovani rychlosti obnoveni fluorescence v oblasti, kde jsme pted

tim nevratné znicili fluorescenci chromofor( pisobenim laseru [11] [14].



Light detector
(photomuiltiplier tube, PMT)

e Confocal pinhole (iris)

Obrazek 6: Princip konfokalniho mikroskopu. Paprsky vychazejici ze vzorku z oblasti nad a
pod ohniskovou rovinou jsou odfiltrovany konfokalni clonkou (Confocal pinhole) a do
detektoru, kterym je zde fotonasobi¢ (Light detector — photomultiplier) projdou jen paprsky
z ohniska. Laser — zdroj laserového zafeni, Dichroic mirror — dichroické (polopropustné)
zrcadlo, Specimen — pozorovany objekt. Pfevzato a upraveno z [12].

2.4 Zdroje svétla
Jako zdrojii svétla pro fotosyntézu v laboratornich podminkach se pouZzivaji rizné
halogenové lampy a vybojky, ale v posledni dobé zejména LED diody. [9] [10]. Pfi vyzkumu

fotosyntézy a pozorovani fluorescence se vyuziva znacna §ife vykoni a vinovych délek svétla.

Pti mikroskopii fluorescencni kinetiky (FKM, Fluorescence Kinetic Microscopy) se
vyuziva soucasné pulsti nizké intenzity zéfeni, trvajicich desitky az stovky ps, kontinudlniho
aktinického svétla o intenzit& stovky pmol . m?.s? saturacnich pulsi s intenzitou 3000 az
10000 umol . m?. st a blizké infradervené svétlo o vinové délce 730-735 nm s intenzitou
10 umol . m? . s [10].
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2.4.1 LED diody

Nazev LED pochazi z anglického Light Emiting Diode, svétlo emitujici diody. Jde o
elektronickou souc¢astku usmérnujici elektricky proud, ktera v principu funguje jako klasicka
dioda — s ¢imz souvisi nékteré jeji vlastnosti, zejména voltampérova charakteristika - ale navic
pii propustném zapojeni emituje svétlo. Principem cCinnosti je zafivd rekombinace nosict
naboje - dér a elektront. Energie emitovaného zafeni je zavisla na Sifce zakazaného pasu
pouzitého polovodie. Pokrocilymi technologiemi s pouzitim smésnych polovodica lze
vyrobit diody Vv Sirokém rozsahu vinovych délek, véetné oblasti ultrafialové a infracervené.
Navic mé emitované svétlo uzké spektrum, kombinaci riznych LED diod Ize tedy vytvaret

zateni o takovém spektralnim slozeni, jaké pravé potiebujeme. [15] [16]

Voltampérova charakteristika LED diody je podobna diod¢ klasické. Jak vidime na
obrazku 7, po dosazeni prahového napéti v propustném smeéru zacina prudce nartstat proud (a

dioda se rozsvécuje), zatimco napéti na diodé€ jiz nartsta jen velmi malo.

2 JIRE)
‘o

£ g1 =],
2 IR
g 15 oy N o
S 10 //

% 5 /f/

s oL A

o 005 1015202530 3540

Napéti v propustném sméru U [V]

Obrazek 7: Priklad voltampérové charakteristiky Cervené, zelené¢ a modré LED diody.
Pievzato a upraveno z [17]

Ruzné diody maji rizna prahova napéti, nicméné prubeh charakteristiky je pro vsechny
pfiblizné¢ podobny. Na obrazku 8 je zndzornén pribéh narlistu svitivosti vzhledem
k propustnému proudu. Vidime, ze se az do pomérné vysokych hodnot zna¢né blizi zavislosti
linedrni. Z tohoto dlivodu je kfizeni svitivosti ve vétSin€ piipadi pouzivana regulace

propustného proudu.

11



A | | 1
£ 0,4—/ |
0,2

0 5 10 15 20 25 30
Propustny proud 1. [mA]

Relativni svitivost

Obrazek 8: Zavislost svitivosti LED diody na propustném proudu Ir. Pfevzato a upraveno z
[17]

LED diod a LED panelu, stripii a paskt je dnes vyrabéno nepteberné mnozstvi, S
riznym spektralnim slozenim svétla a riznymi prahovymi napétimi. Klasické LED se vyrabé&ji
V pouzdrech o priméru 5 mm, nebo 3 mm [17]. V soucasné dob¢ jsou na trhu téz tzv COB led
(chip on board, Cipy na desce, jde o nahusténou montdz mnoha drobnych LED na kovové

desti¢ce zalitych do epoxidové vrstvy [18].

LED diody maji v aplikacich pro ozafovani fotosyntetizujicich organismi fadu vyhod.
Diky své pevnosti a trvanlivosti umoZiluji snadnou instalaci a manipulaci. Jsou odolné vici
vibracim. Mala velikost umoznuje instalaci do malého prostoru, v kombinaci s vysokou
efektivitou tvorby svétla a nizkou produkci tepla je umoznéna instalace velmi blizko

ozafovaného organismu [16].

2.5 Vedeni svétla optickymi vlakny

Svételné vlakno je svétlovod, kterym se prenasi svétlo z jednoho optického zafizeni na
druhé. Pii vedeni svétla vldknem se vyuZziva Gplného odrazu na rozhrani dvou optickych
prostiedi. V principu se optické vldkno skldda z jadra a plasté. V jadru je veden opticky
paprsek, zatimco plast svymi optickymi vlastnostmi zabezpecCuje, ze pii vedeni paprsku
dochazi k uplnému odrazu. Svételny paprsek musi byt do jadra navazan pod urcitym
maximalnim tthlem vzhledem k ose prochazejici sttedem jadra. Paprsky navazané pod vétSim

uhlem jsou z jadra vyvazany (nedojde k Gplnému odrazu, ale k lomu paprsku do plaste) [17].

2.5.1 Pouzivané technologie pro navazani svétla do vlakna
Pro optimalni pfenos svétla optickym vldknem se snazime o co nejlepsi navazani svétla
vyzafovaného svételnym zdrojem, v nasem piipadé LED diodou, do optického vlakna.
Vzhledem k tomu, ze klasickda LED dioda ma vyzatovaci hel kolem 120° a pfi vstupu do
vldkna jsou vyvazany paprsky prekracujici maximalni uhel, 1ze tento problém fesit nékolika
12



zpusoby, zndzornénymi na obrazku 9: umisténim vldkna do blizkosti prechodu, pouzitim

mikro¢oc¢ek, pouzitim makrococek, tvarovani konci vlakna [19].

LED Fiber I LED Fiber
) Y] I\ e
(3] 4 5} a
(6] a9
Epoxy §
«
Fiber
Microlens Epoxy
/}\ / |_Metal
Metal —] L i
m ) —=E=ms Hetero-
Hetero- Active ———— structure

BNy Heat | — - Metal

sink

LED Rounded-end
fiber

Taper-ended
LED fiber

Metal 4

Heat
sink

Obrazek 9: Schematické znazornéni navazani svétla vyzatovaného LED diodou do optického
vlakna. Vlevo nahofe vidime umisténi vlakna do blizkosti pfechodu LED, vpravo nahote
pouziti makrococky, vlevo dole pouziti mikro¢o€ky, vpravo dole umisténi konce vlakna do
oblasti ptechodu, dole vprostied tvarovani konct vlaken. Pfevzato a upraveno z [19].

2.6 Regulace proudu pro LED diody

Intenzita zateni LED diod je zpravidla fizena pomoci zdroje proudu. Idedlni proudovy
zdroj ma nekonec¢né velky vnitini odpor, jehoZ hodnota nezavisi na velikosti zatéZe. Proudovy
zdroj lze vyhodné realizovat S pouzitim operacniho zesilovace. RozliSujeme dvé zékladni
zapojeni proudovych zdrojl, zdroj S neuzemnénou a s uzemnénou zatézi. Proudové zdroje
zpétné vazby. Pokud nepotiebujeme mit z4t€z na nulovém potencidlu, je tedy jednodussi uzit

proudového zdroje s neuzemnénou zatézi [20].
Priklad schematického zapojeni s neuzemnénou zaté€zi je zndzornén na obrazku 10.
Vystupni proud zdroje vypocteme podle vzorce (4).

U 0

Ry ApR,

(4)
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kde U1 je vstupni (fidici) napéti pfivadéné na neinvertujici vstup operacniho zesilovace, Uz
vystupni napéti, Ap je rozdilové zesileni operacniho zesilovace. Z ubytku napéti na odporu Ry
je odvozen vystupni proud [20]. Toto principialni zapojeni proudového zdroje bylo vyuzito u

regulatoru v této praci.

R1 Rz lUZ
U1 l z> .

Obrazek 10: Neinvertujici proudovy zdroj s neuzemnénou zatézi, piekresleno dle [20]
v programu DiagramDesigner [21]. U1 — vstupni napéti, R1 — rezistor, z napéti na ném se
odvozuje regulacni zpétna vazba, Rz — zatéz, U2 — vystupni napéti, Z — operacni zesilovac.

2.7 Systém Arduino

Systém Arduino je Open source (Software s otevienym zdrojovym kdédem, dostupnym
kazdému a otevienym k ptipadnym upravam) projekt vyvojového setu procesoru s nezbytnym
pfisluSenstvim a programovacim rozhranim, tzv. jednocipového mikropocitace. Vyvoj
zapocal v roce 2005 v Italii. V sou€asné dob¢ je dostupna fada zdkladnich desek s rozmanitym
rozsitenim. Hardwarova ¢ast je zaloZena na procesorech AVR od firmy Atmel, programova

¢ast je zalozena na programovacim jazyku Processing s podporou jazyka Wiring [22].

Jednou z desek systému Arduino je deska Arduino Nano, pouzivana v této praci. Je
zaloZena na procesoru Atmega328. Obsahuje soucasné USB port a prevodnik, takze ji Ize

snadno programovat pomoci USB kabelu a pocitace.

Procesor ATmega328 obsahuje celkem 23 vstupné vystupnich linek, ztoho 8

pfipojenych na 10ti bitovy AD ptfevodnik. MiZe byt taktovany az na frekvenci 20 MHz [23].

Soucasti procesoru ATmega328 je pamét EEPROM o velikosti 1 KB [23]. Jde o
pamét’, kterd se pouziva pro trvalé ulozeni dat. Jeji programovani je poméerné ¢asoveé naro¢né
(2 az 5 ms) a pocet cyklfl mazani a programovani jedné pamétové buiiky je 10* — 10°. Z tohoto
diivodu se pouziva zejména pro uloZeni dat trvalejSiho charakteru. Vyhodou paméti EEPROM

je, ze data v ni zlistanou zachovana i v ptipad¢ odpojeni paméti od napajeciho napéti [20].
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3 Vysledky

3.1 Navrh technického FeSeni — analyza pozadavki

Tato bakalaiska prace byla zadana pracovistém Mikrobiologického ustavu AV CR
v Tteboni (centrum ALGATECH). Cilem bylo zajistit optimalni osvétleni vzorku v pribéhu
jeho pozorovani v konfokdlnim mikroskopu za co nejvice fyziologickych podminek. Na
pracovisti se pouziva konfokalni mikroskop firmy Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Némecko). Jde 0 laserovy skenovaci konfokalni mikroskop (CLSM - Confocal
Laser Scanning Microscope), vV némz je za pomoci laserti skenovan vzorek Vv jedné ohniskové
roving, bod po bodu. Fluorescenéni signal kazdého bodu je pies objektiv, umistény pod
vzorkem (jde o tzv. invertovany mikroskop [12]) veden do jednotky fotonasobice, kde je
zpracovan a digitalizovan. Na pfipojeném pocita¢i pak jsou v programu ZenBlack 2.1 (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Némecko) data zobrazeny ve formé snimku. Svétlo z laseri
je ke vzorku privadéno pies objektiv rovnéz zespodu. Nad vzorkem se pak nachazi detektor

pro pozorovani signalu transmise (zmény absorbance v priachozim svétle).

Pfti realizaci bylo tfeba nejprve navrhnout, jakym zplsobem ptivadét svétlo ke vzorku.

Zde se nabizely dva zplisoby

- pfivedeni svétla ze zdroje nachéazejiciho se mimo mikroskop pomoci optického kabelu

- umisténi zdroje svétla (LED diod) pfimo nad pozorovany vzorek.

Poté bylo tfeba vyiesit Casovou synchronizaci skenovani vzorku fizeného programem
ZEN 2.1 Black se spinanim osvétleni. Mikroskop skenuje postupné vzorek dle nastaveni
velikosti snimani (frame size) po jednotlivych bodech v daném tadku a pak ve v§ech fadcich
daného snimku. Po ukonceni skenovani prvniho snimku je mozné ziskat dalsi, kdy snimani
probiha stejnym zptisobem. Takto vznikaji ¢asosbérné snimky, nebo, pokud je mezi snimky
ménéna pozice fokdlni roviny snimani, jednotlivé fezy pozorovanym vzorkem. V nasem
ptfipad¢ bylo vyuzito ¢asosbérné snimani. Bylo potieba zajistit, aby k sepnuti svételného
zdroje doslo na zacatku skenovani prvniho bodu snimku a k vypnuti doslo po nasnimani
posledniho bodu snimku. Zaroven bylo tfeba poslat mikroskopu informaci, ze doslo k sepnuti
svétel — tato informace je pak pfifazena programem Zen K jednotlivym snimktm ¢asosbérné
série ve form¢ metadat. UZivatel tak ma pfesnou informaci u kazdého snimku o osvétleni

pouzitém pii jeho pofizeni.

Dalsim problémem, ktery bylo potieba vyiesit, byla regulace intenzity osvétleni béhem

snimani. Bylo tfeba zajistit kontinualni svételny vykon stalé intenzity béhem skenovani
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jednoho snimku a zéroven bylo tieba zajistit zménu intenzity svétla mezi snimky. Dle zadéni,
intenzita méla byt ménéna skokove na predem nastavené hodnoty a to v co nejkratSim Case.

Bylo teba zajistit 4 tirovné osvétleni vzorku

e 7adné svétlo
e nizka intenzita svétla
e stfedni intenzita svétla

e vysoka intenzita svétla

Jako zdroj svétla byly pouzity LED diody a jak je ziejmé z jejich V/A charakteristiky (viz obr.
7) a zavislosti svitivosti na prochazejicim proudu (viz obr. 8), je nejlepSim zplisobem regulace
prochéazejiciho proudu. Komeréné proddvané regulatory LED pouzivaji vétSinou PWM
regulaci, kterd pro tyto ucely neni dostate¢né rychld a regulovany vykon neni dostate¢né
stabilni a vystupni proud projevuje zvinénou charakteristiku [24] [25]. Rovnéz je

problematické zajistit spinani v ptesnych ¢asovych intervalech. Proto bylo hledano jiné feseni.

3.2 Reseni osvétleni vzorku

Pii feSeni osvétleni vzorku bylo zvazovano né€kolik moznosti. Jednou z nich je
umisténi LED diod do blizkosti vzorku. V mikroskopu Zeiss LSM 880 je nad vzorkem umistén
kondenzor a modul s detektorem pro pozorovani v prochazejicim svétle. Soucasné je zde
zatizeni — drzak dodany vyrobcem mikroskopu umoziujici instalaci externiho zdroje svétla.
Bohuzel je tento drzék pfilis daleko od pozorovaného vzorku, takze s jeho pouzitim nebylo

mozné dosdhnout poZadovanych intenzit osvétleni v misté pozorovaného vzorku.

Pro pozorovani fluorescence, které se na pracovisti pievazné provadi, neni detektor pro
pozorovani v prochdzejicim svétle nezbytny. Bylo odzkouSeno, Ze v pfipadé odstranéni
kondenzoru, ktery je snadno odnimatelny, pfipojeny jednim Sroubem a konektorem pro
propojeni elektroniky, vznikne nad pozorovanym vzorkem dostate¢ny prostor pro umisténi

externiho zdroje svétla.

3.2.1 Opticky blok

Prvnim z testovanych feSeni bylo vyuziti bloku diod, ktery jiz byl dfive na pracovisté
pouzivan. Jedna se o blok s osmi klasickymi 5 mm LED diodami. Detail bloku a umisténi
LED diod vidime na obrazku 11. LED diody jsou v bloku umistény na obvodu kruhu a

namifeny na stied bloku, ktery se umisti nad pozorovaci pole mikroskopu.
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Obrazek 11: Detail bloku slouziciho k umisténi LED diod nad pozorovany vzorek
v mikroskopu Zeiss LSM 880. Foto autor.

3.2.2 Pouziti LED diody ve spojeni s optickym vliknem

Druhou testovanou moznosti ptivedeni svétla bylo pouziti LED diody umisténé mimo
mikroskop ve spojeni s optickym vlaknem, jimz je svétlo ptivadéno ke vzorku v mikroskopu.
Pro tyto ucely byl odzkousSen opticky kabel Ceramoptec glass o priméru 1 mm. Pro umisténi
v mikroskopu bylo tfeba vyvinout specidlni upeviiovaci ¢len, ktery zabezpeci udrzeni
optického kabelu pobliz stfedu pozorovaciho pole mikroskopu. Pro tyto ucely byly na
pracovisti pomoci 3D tiskarny zkonstruovany dva prototypy, vyobrazené na obrazcich 12 a
13.

opticky kabel
k LED diodé

¢&ast umisténd v mikroskop
nad vzorkem

upev‘r'ibvéci Cast

prf

Obrazek 12: Prototyp pro upevnéni optického kabelu v mikroskopu bez adjustace v ose z.
Foto autor.
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Obrazek 13: Prototyp pro upevnéni optického kabelu v mikroskopu s moznosti adjustace v
ose z. Foto autor.

Oba drzaky optického kabelu byly uzpisobeny pro instalaci v mikroskopu Zeiss
LSM 880 nad pozorovanym vzorkem vV misté kondenzoru. Nejprve byl vyvinut prototyp, ktery
vidime na obrazku 12. Po otestovani vyplynul pozadavek na ptesnéjsi adjustaci vzdalenosti
nad vzorkem (v ose z), proto byl vyvinut prototyp na obrazku 13. Jemné ptizptisobeni pozice
Vv 0Se z se provadi Sroubkem na horni strané. Prototypy byly zkonstruovany na 3D tiskarné ve

spolupraci s Mgr. J. Setlikem.

Jako zdroj svétla pro tuto sestavu byly pouzity 5 mm LED diody, pro které byl nejprve

zkonstruovan velmi jednoduchy regulator, popsany v ¢asti o regulaci.

Na LED diodu byl v dilndch Mikrobiologického tstavu v Tieboni vyroben specidlni
adaptér, pomoci kterého bylo mozno ptimo pfipojit opticky kabel na adaptér a tak jej upevnit

k diod¢. Pouziti adaptéru je zfejmé z obrazku 19.

Vzhledem k uhlu vstupu svétla do optického vlakna (viz obr. 9) [19] bylo navrzeno
sefiznuti pouzdra LED co nejblize reflektoru. Takto se optické vldkno dostane do
bezprostiedni blizkosti reflektoru a vstupuje do n¢j vétsi ¢ast emitovaného zatreni, nez by tomu
bylo u pouzdra nesefiznutého. 5 mm LED je znazornéna na obr. 14, sefiznuti pouzdra na

obr. 15.
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Obrazek 14: Rozlozeni jednotlivych ¢asti LED 5 mm. Prevzato a upraveno z [17]

Obrazek 15: Sefiznuti pouzdra 5 mm LED diody. Foto autor.

3.3 Synchronizace osvétleni vzorku s mikroskopem
Pro synchronizaci nam hardware mikroskopu poskytuje nékolik vystupnich linek
z mikroskopu a dale né€kolik vstupnich, slouzicich k umisténi metadat K jednotlivym

snimklim. Pro vystup jsou to tyto:

e line —signal je aktivovan 44 pixelt pred skenovani prvniho pixelu fadku

o frame —signal je aktivovan 42 pixell pfed skenovanim prvniho pixelu ramce

e stack — signal je aktivovan 40 pixelu pied skenovanim prvniho pixelu kazdé Z-vrstvy
(Z — stack)

e pixel —signal je aktivovan pii kazdém bodu, ktery je skenovan [26]
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Pro ptenos z vnéjsiho zafizeni do softwaru mikroskopu pak jsou k dispozici 4 vstupni

linky, oznacené jako Trigger IN 1-4 — viz obrazek 16.

Obrazek 16: Modul vstupnich a vystupnich linek z mikroskopu Zeiss LSM 880. Foto autor.

3.3.1 Synchroniza¢ni mikroprocesor pro zdroj svétla

Pro synchronizaci snimani a osvétleni byl vyvinut synchroniza¢ni mikroprocesor pro
zdroj svétla, zalozeny na jednoGipovém mikropocita¢i Arduino Nano (Robotdyn, Cina), s
nainstalovanym protokolem zajiStujicim spinani tff riznych intenzit svétla dle pozadovaného
schématu [27]. Pro Casovou synchronizaci zde byl vyuzit signal ,,frame* z mikroskopu.

Blokové schéma zapojeni muzeme vidét na obrazku 17.

Signal ,,frame” zvystupu mikroskopu byl monitorovan synchroniza¢nim
mikroprocesorem a na jeho zakladé se synchronizoval nastaveny protokol S prub&hem

skenovani mikroskopu.

Jako vystup ze synchroniza¢niho mikroprocesoru byly k dispozici 3 linky (se stavy 0/
+5 V), které nesou informaci o sepnuti osvétleni Zadnd, nizka, sttedni nebo vysoké intenzita

osvétleni vzorku externim zdrojem svétla a jsou vyuzivany reguldtorem.

Jako dalsi vystup synchroniza¢niho mikroprocesoru byl vyuzit signal ,, trigger in 1%,
pies ktery byl ze synchroniza¢niho mikroprocesoru do software mikroskopu odesilan signal
kdy je spusténa vysoka intenzita osvétleni. V software mikroskopu byl tento signal vyuzit

k pridani metadat ke snimanému vzorku.
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Obrazek 17: Blokové schéma pfipojeni synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni
osvétleni k mikroskopu.

3.4 Regulace intenzity svétla

Pro regulaci intenzity svétla bylo pouzivano né&kolik metod. Jako prvni feSeni se
nabizelo vyuzit pfimo vystupnich linek ze synchronizacniho mikroprocesoru jako zdroje
proudu pro jednu LED diodu. Toto feSeni je pouzito v jednoduchém reguléatoru pro jednu LED.
V dalsi fazi bylo pfistoupeno k univerzalngjSimu feSeni prostfednictvim regulatoru proudu

tizeného mikropocitacem.

3.4.1 Jednoduchy regulator pro jednu LED

Jak je patrné z obr. 17, ze synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni osvétleni
ziskame pro fizeni intenzity osvétleni 3 stavove linky. Na téchto stavovych linkach se mohou
vyskytnout na zékladé programu v mikropocita¢i dva stavy, stav LOW kdy je linka pfipojena

na nulovy potencial a stav HIGH, kdy se na lince vyskytuje potencidl +5 V.

Linky vSak mohou byt zatizeny az na 40 mA [28]. Toho Ize vyuzit ptimo k napajeni
LED diody. Na tomto zakladé¢ byl zkonstruovan jednoduchy regulator S pouZitim
3 potenciometrd, pomoci nichZ se nastavovaly 3 Grovné intenzity svétla. Jeho schéma je na
obrazku 18. Napijeni jednotlivych linek je feSeno piimo z vystupli synchroniza¢niho

mikroprocesoru.

Pro nastaveni pfislusné intenzity je vZzdy zapnuta jedna pfislusnd linka
synchroniza¢niho mikroprocesoru do stavu HIGH (+5V), zatimco dvé zbyvajici jsou ve stavu

LOW (0V, zemnéno) [28] [22]. Z dtivodu zabranéni ovlivnéni nastavené intenzity vypnutymi

21



linkami jsou na vstupech pouzity diody. Vzhledem k nizké trovni napéti jsou zde pouzity

Schottkyho diody s nizkym (0,4 V) abytkem napéti v propustném sméru.

Dale jsou v obvodu zapojeny 3 trimry, pomoci nichZ je nastaven proud protékajici LED
diodou pii jednotlivych trovnich. Rezistor R4 zde byl pouzit z divodu omezeni maximalniho
proudu, aby nedoslo ke zniceni mikropocitace pii nastaveni nékterého z potenciometrti na

nulovou hodnotu.

D1py % ;
1

Synchronizacni D2
mikroprocesor pro 4 ¢R2
fizeni osvétleni
D3 R3
£ ¢
R4 WAED

i —

Obriazek 18: Schéma jednoduchého regulatoru pro jednu 5 mm LED.

seznam soucastek:

D1, D2, D3 BAT42 dioda v pouzdie DO35

R1 1 kQ cermetovy trimr horizontalni

R1 2 kQ cermetovy trimr horizontalni

R1 10 kQ cermetovy trimr horizontalni

R4 68 Q uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
LED LED dioda 5 mm

Napéti pro vypocet proudu zjistime odectenim tbytkli napéti na LED diod¢ Usep a
ubytku na diodé¢ D1 Utp1 od vystupniho napéti ze synchronizacniho mikroprocesoru podle

vzorce (5).

Up =Uy — Uf,LED - Uf,Dl (5)

celkovy odpor vypocteme podle vzorce (6) souctem odporu nastaveného na

potenciometru a R4

R:R1+R4 (6)

proud pak vypocteme podle vzorce (7)
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Soucastky byly napajeny na desku plosnych spoji, kam byl rovnéz pfipevnén adaptér
pro pfipojeni optického kabelu, jak je vidét na obrazku 19. Pomoci tohoto zafizeni lze
regulovat intenzitu svétla jedné LED diody s odbérem proudu do 40 mA. Svétlo je pak

optickym vldknem vedeno do mikroskopu k pozorovanému vzorku.

privodni kabely -
LED dioda s adaptérem pro

/pﬁpojeni optického kabelu

Trimry pro regulaci
intenzit svétla

/

Obrazek 19: Regulator pro jednu 5 mm LED diodu. Na obrazku je rovnéZ vidét adaptér pro
pfipojeni optického kabelu

Nastaveni intenzity je tfeba provadét vzdy pied kazdym méfenim pomoci ptistroje pro
meéfeni intenzity fotosynteticky aktivniho zéfeni, v nasem piipadé LI-COR LI-189
(LI-COR, Inc. Lincoln, Nebraska, USA). Pro kazdou ze tfi intenzit bylo tfeba nastavit
pfislusny potenciometr na zdkladé méfeni. To je pomérné pracné a zaroven obtizné

opakovatelné, proto byla hledana lepsi varianta.

3.4.2 Regulator proudu fizeny mikropocitacem
Vzhledem K tomu, Ze regulace jedné LED neni dostate¢né univerzalni feseni, zacalo
se uvazovat o konstrukci univerzalnéjSiho zatizeni pro regulaci proudu ve vétSim rozsahu. Pfi

konstrukci zafizeni bylo tfeba zohlednit nasledujici pozadavky

e regulaci proudu v rozsahu 0-500 mA, idealné 0-1 A

e dostatecné jemny krok nastaveni

e rychlou reakci na zménu stavu vstupli

e velky rozsah vystupniho napéti, umoziujici pfipojit rizné LED zdroje zatfeni
e stabilni vystup bez zvInéni

e snadné ovladani
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Po analyze téchto pozadavki bylo navrzeno blokové schéma regulatoru proudu

znazornéné na obr. 20.

Pro fizeni regulatoru byl pouzit mikropocita¢ Arduino Nano. Mikropocita¢ monitoruje
vstupni linky od synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni osvétleni. Na téchto linkach se
muze vyskytovat stav  HIGH (+5 V) vzdy na jedné ze tii linek. Tento stav vyvola sepnuti

osvétleni v jedné ze tii pozadovanych intenzit.

Mikropocita¢ regulatoru na zakladé signalu na jedné ze vstupnich linek a na zékladé
nastaveni provedeného tlacitky nejprve sepne jeden z kanalti — tj. propoji obvod pies jeden
z rezistorti R1, R2 nebo R3. Poté odesle do D/A prevodniku dvanécti bitovou hodnotu (¢islo
v rozsahu 0-4095). D/A pievodnik na zaklad¢ piijaté hodnoty nastavi na vystup hodnotu napéti
v rozsahu 0-5 V. Tato nastavena hodnota napéti je vedena na neinvertujici vstup opera¢niho

zesilovace.

Operacni zesilova¢ za¢ne na zékladé této hodnoty napéti zvySovat napéti na vystupu.
V duisledku toho zaéne pies zatéz protékat proud. Ten protéka ptes jeden z rezistord R1, R2
nebo R3, podle toho, ktery kanal je sepnut. V disledku pritoku proudu vznikd na tomto
rezistoru ubytek napéti, tedy na strané€ rezistoru kam je pfipojena zatéz se objevi kladné napéti
proti nulovému potencialu. Rezistory jsou voleny tak, aby toto napéti bylo v rozsahu 0-5 V pro
pfislusnou hodnotu proudu. Toto napéti je vedeno na invertujici vstup operacniho zesilovace.

Zesilovac tedy v tomto ptipadé funguje v zapojeni jako diferen¢ni zesilovac [29].

Proud je poté nastaven tak, aby hodnota napéti na invertujicim vstupu operacniho
zesilovace (z ubytku na jednom z rezistori) byla shodna s hodnotou na neinvertujicim vstupu

(nastavenou D/A ptevodnikem).
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Obrazek 20: Blokové schéma regulatoru proudu fizeného mikropocitacem

3.4.2.1 Hardwarova ¢ast regulatoru proudu rizeného mikropocitacem

Schéma zapojeni hardware je v ptiloze €. 1.

Na vstupni napajeci konektor 1ze pfipojit stejnosmérné napajeci napéti 12-24V. Dioda
D1 slouzi k ochrané obvodil pted prepolovanim. Kondenzéatory C1 a C3 slouzi k vyhlazeni
pfipadného zvInéni napdjeciho napéti. Dale je zapojen integrovany napétovy regulator

L7805CV3A od firmy STMicroelectronics. Ten ma nasledujici parametry [30]

e maximalni vstupni napéti 35 V

e pracovni teplota 0-125 °C

e vystupni napéti typické 5 V (v rozsahu 4,8-5,2 V)
e vystupni proud do 1,5 A

e klidovy proud do 6 mA

5 V vystup z reguldtoru se vyuziva k napéajeni mikropocitace 1 jako referencni napéti

pro D/A ptevodnik.

D/A — digitaln¢ analogovy pfevodnik ptrevadi vstupni diskrétni ¢islicovy signal na
signal spojity, analogovy. Pfevadi tedy v podstaté ¢islo na hodnotu napéti nebo proudu. Slouzi

k rekonstrukci digitalizovaného signalu, nebo jsou soucasti islicové fizenych stroju [29].
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Zde byl pouzit MCP4921 firmy Microchip. Jde o 12ti bitovy D/A pievodnik rail-to-
rail programovatelny pomoci SPI (Serial Peripheral Interface) [31]. MCP4921 ma nasledujici
parametry [31]

e 12ti bitové rozliSeni

e napétovy vystup — 1 kanal

e pracovni napéti 2,7-5,5V

e integralni nelinearita +2 LSB
e (asustaleni 4,5 us

e pracovni teplota -40-125 °C
e SPIrozhrani do 20 MHz

e maximalni proud do zatéze 25 mA

Operacni zesilova¢ byl pouzit vykonovy zesilova¢ L272 od firmy STMicroelectronics,
jehoz vystup lze zatézovat proudem az 1 A.. Byla pouzita verze v 16-ti vyvodovém pouzdru

POWERDIP. Jeho parametry jsou nasledujici [32]

e napajeci napéti 4-28 V

e maximalni proud do zatéze do 1 A, spickovy do 1,5 A
e pracovni teplota -40-85 °C

e zisk pfi oteviené smycce zpétné vazby 70 dB

e doba piebéhu 1 V/us

e vstupni napétova nesymetrie 15-60 mV

e vstupni proudova nesymetrie 50-250 nA

e maximalni rozkmit vystupniho napéti 21-22,5 V

Minus p6l vystupu je piipojen k nulovému potencidlu pies rezistory, od jejichz

hodnoty se odvozuje celkovy proudovy rozsah kanalu. V ovlddacim softwaru jsou jednotlivé

cv v

rozlozeni ztratového vykonu jsou pouzity vzdy dva rezistory o stejné hodnoté v paralelnim

zapojeni. Celkovou hodnotu odporu pak stanovime podle vzorce (8)

R="2 (8)

kde Ry je hodnota pouzitych rezistord, R je vysledna hodnota odporu.
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Hodnoty odporu pro jednotlivé kanaly jsou pak nasledujici
kanal €. 1: 40 Q
kanal €. 2: 10 ©
kanal €. 3: 5Q
Jelikoz napéti na téchto rezistorech se pohybuje v pracovnim rezimu v rozsahu 0-5 V,
1ze snadno vypocist rozsah regulovanych proudi pro jednotlivé kanaly podle vzorce (9) [33]
Ug

= ©)

kde Ur je napéti v rozsahu 0-5V a R je hodnota odporu na pfislusném kanalu. Pro jednotlivé

kanaly tak vychazi nasledujici hodnoty nastavitelnych proudi
kanal ¢. 1:  0-0,125 A
kanal ¢. 2: 0-05A
kanal ¢. 3: 0-1A

Tento vicekanalovy zpiisob umoziuje velmi pfesné kontrolovat vystupni proud
regulatoru s vyuzitim celého rozsahu D/A pievodniku. Kanaly mohou byt rovnéz softwarove
kombinovany k dosazeni precizniho nastaveni v uréitém rozsahu proudt. Spinani kanald je
feSeno prostiednictvim Arduina a unipolarnich tranzistorti jim ovladanych. V kanalu €. 1 je

pouzit tranzistor BS170 od firmy Fairchild Semiconductors s nasledujicimi parametry [34]

e maximalni napéti drain-source 60 V

e maximalni napéti gain-source +20V
e staly proud drainu 500 mA

e (as sepnuti 10 ns

e proud pii 0 V na gate 0,5 uA

V kanalech €. 2 a 3 byly pouzity tranzistory IRL540 firmy International Rectifier. Tranzistory

maji nasledujici parametry [35]

e maximalni napéti drain-source 100 V
e maximalni napéti gain-source +16 V
e staly proud drainu 30A

e Cas sepnuti 81ns

e proud pii 0 V na gate 25 uA
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Napétovy ubytek vyvolany prochéazejicim proudem na rezistorech je piiveden na
invertujici vstup zesilovace L.272 ptes potenciometr P1, jehoz druhy konec odporové drahy je
pfipojen na napéti 5 V. Tento potenciometr slouzi ke kompenzaci vstupni napétové
nesymetrie opera¢niho zesilovace. Na neinvertujici vstup operac¢niho zesilovace je pfivedeno
vystupni napéti D/A pievodniku. Operacni zesilova¢ je tedy zapojen jako diferencni

komparator [29].

Jako fidici pocita¢ regulatoru byla zvolena deska Arduino Nano. Deska je napajena
napétim 5 V pies diodu D2. Ta slouzi k oddé€leni Arduina od zbytku obvodu v ptipadé, ze je
pfipojeno z divodu programovani USB kabelem. Po ukonceni programovani je pfemosténa
zkratovaci propojkou, ze které je rovnéz odebirano napajeni 5V pro displej. Deska je

programovana pomoci pocitaée a USB kabelu z vyvojového prostiedi Arduino IDE [36] [22].

K desce Arduino jsou pfipojena k vyvodim D2 a D3 ovladaci tlacitka pouzivana pro
nastaveni. Vyvody D4, D5 a D6 jsou vyuzity ke spinani tranzistori ovladajicich jednotlivé
kandly. Na vyvod D7 je pfipojen vstup indikujici sepnuti nizké Grovné intenzity osvétleni
(LL). Na vyvod D8 vstup indikujici sepnuti stfedni trovné intenzity (ML) a na vyvod D12
vstup indikujici sepnuti vysoké intenzity (HL). Na vyvod D9 je pfipojena pies rezistor 500 Q
indika¢ni LED dioda. Vyvody D10, D11 a D13 se pouzivaji ke komunikaci s D/A
pievodnikem. D10 se vyuziva k posilani signalu chip select, D13 je hodinovy signal a D11 je
uréen k odesilani dat (MOSI vystup) [36]. Vyvody A4 a A5 slouzi ke komunikaci s jednotkou
displeje pomoci protokolu TWI [37]. Na vyvod AO je rovnéz priveden napétovy ubytek na
rezistorech, ktery se vyuziva k dal§imu zpracovani v ovladacim software. Zenerova dioda D3,
zapojena proti nulovému potencialu, slouzi k ochran¢ desky Arduino v piipadé, kdy by doslo

k nezadoucimu zvySeni tohoto napéti.

K zafizeni byl pomoci protokolu TWI piipojen displej ,,128X64 OLED Display
Module For arduino 0.96 11C*, Cina, zakoupeny prostiednictvim portalu Aliexpress.com.
Displej je ovladan pomoci dvouvodi¢ového rozhrani TWI vyvedeného na desce plosnych
spoju na piipojovaci piny. Napajeni displeje je pouzito 5 V z regulatoru L7805CV3A. Displej

je pfipojen podle schématu v ptiloze.

Celkovou konstrukci po zapéjeni soucastek a pripojeni displeje a ovladacich tlacitek

1ze vidét na obrazku 21.
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Obrazek 21: Regulator proudu fizeny mikropocitac¢em pied zabudovanim do krabicky

3.4.2.2 Softwarova ¢ast regulatoru proudu fizeného mikropocitatem

Pro fizeni regulatoru mikropogitaéem je potieba software. Ridici software byl vytvoien
v prostiedi Arduino IDE [36]. Pfi jeho tvorbé bylo potieba zohlednit pracovni postupy pii
méfeni na konfokalnim mikroskopu. Zakladni ¢asti programu se daji vyjadfit schématem

uvedenym na obrazku 22.
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Obrazek 22: Schématické znazornéni funkce ovladaciho programu regulatoru
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Popis algoritmu fidiciho programu

Po zapnuti zafizeni je zobrazena ivodni zprava na displej. Poté jsou z EEPROM

pam¢éti nacteny naposledy ulozené hodnoty.

Poté program ¢eké na stisknuti pravého tlacitka, piipadné obou. Pti stisknuti tlacitka
vstoupi do ¢asti, v niz lze nastavovat hodnoty vystupnich proudi. Nastavovani probiha
stiskdvanim, pfipadné drzenim tlacitek, pficemz pravé nich hodnotu zvysuje, levé snizuje.
Zacina se hodnotou oznacenou LL, kterd odpovida nejnizsi urovni osvétleni vzorku. Po
ukonceni nastavovani, pokud neni stlaceno zadné tlacitko, program vyckava 15 sekund. Poté
piejde na nastaveni stiedni hodnoty (oznatena ML), které probihd stejnym zplsobem.
Nakonec se nastavi vysoka hodnota (oznacena HL). Poté program vyzve k potvrzeni a ulozeni
hodnot. UloZeni hodnot probéhne do trvalé paméti EEPROM. Po uloZeni piejde do hlavni
¢asti programu, kdy zacne ocekavat vstupy ze synchronizacniho mikroprocesoru pro fizeni

osvétleni.

Pokud neni po zapnuti zafizeni stisknuto zadné tlacitko, blok nastavovani hodnot je
vynechdn a program po uplynuti ¢ekaci doby piejde do hlavni ¢asti, kde ocekava vstupy ze
synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni osvétleni. Jsou tedy pouzity naposledy uloZzené

hodnoty, nactené pii spusténi zafizeni z pameti EEPROM.

Hlavni cyklus programu probiha dle schématu na obrazku 23. Program periodicky ¢te vstupy,
na nichz je indikovana ptislusna hodnota a pii zjisténi, ze vstup je ve stavu HIGH (+5 V),

provede nastaveni ptislusné hodnoty proudu na vystup regulatoru.
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Obriazek 23: Hlavni cyklus programu ovladani regulatoru

3.4.2.3 Testovani regulatoru proudu Fizeného mikropocitatem
Regulator byl testovan nejprve ve schopnosti regulovat vystupni proud. Reguléator byl
napajen ze stabilizovaného zdroje 12V, 1,5 A. Vystupni proud byl méfen digitalnim

multimetrem FK-388L, vyrobce FK-technics. Byly zméfeny jednotlivé rozsahy 0-20 mA, 0-
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120 mA, 0-500 mA a 0-1 A. Presnost nastaveni a linearita se ukéazaly jako dostatecné pro

aplikaci fizeni osvétleni mikroskopu. Vysledky jsou zobrazeny v grafech v piiloze ¢. 7.

Pro synchronizaci celé aparatury bylo dilezité znat rychlost odezvy zafizeni na zménu
signalu piichazejiciho ze synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni osvétleni. Rychlost
odezvy byla méfena pomoci osciloskopu Tektronix TBS1064 a pohybovala se v rozmezi
(35-45 + 2) us. Na obrazku 24 a 25 vidime typickou rychlost odezvy na zménu stavu signalu
prichazejiciho ze synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni osvétleni. Zde je na zvazeni
Vv dalsi verzi software fidit reakci regulatoru na zménu signalu prostiednictvim pteruseni, coz

by mélo zrychlit odezvu a snizit rozptyl ¢asu, za ktery k odezveé dochazi.

S

12-Jan—17 1142

CH EtBr T 500y

Obriazek 24: Rychost odezvy regulatoru na zménu stavu fidiciho signalu ze stavu LOW do
stavu HIGH. Modré kiivka — fidici signal ze synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni
osvétleni, zluta kiivka — proudovy vystup regulétoru.
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Obrazek 25: Rychost odezvy regulatoru na zmeénu stavu fidiciho signalu ze stavu HIGH do
stavu LOW. Modra kiivka — fidici signal ze synchroniza¢niho mikroprocesoru pro fizeni
osvétleni, zlutd kiivka — proudovy vystup regulatoru.

3.5 Celkové sestaveni systému
Regulator proudu fizeny mikropocitacem se po svém dokonceni stal soucasti celého
fetézce, slouziciho k osvétleni vzorku v mikroskopu v ptislusnych ¢asovych intervalech, jak

je znazornéno na blokovém schématu na obrazku 26.

Mikroskop
Zeiss LSM-880

Osvétlovaci blok s

= LED diodami
signal trigger in
frame
¥ signal nizka intenzita
Synchronizacni signal stfedni int. _| Regulétor proudu Napéjeci zdroj
mikroprocesor pro *| fizeny
fizeni osvétleni signal vysoka int. | mikropocitatem

Obrazek 26: Celkové schéma propojeni
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V zavérecné fazi byl regulator proudu fizeny mikropocitacem umistén do krabice
spole¢né se synchroniza¢nim mikroprocesorem pro fizeni osvétleni. Vzniklo tedy kompaktni
zafizeni, které na jedné strané komunikuje s mikroskopem, na druhé strané dokaze ovladat
Sirokou skalu riznych osvétlovacich zdrojti zalozenych na LED diodach. Celkovou konstrukei

vidime na obrazku 27.

~Privod napajeciho napéti

Obrazek 27: Konec¢na verze zafizeni mikroprocesorového zatizeni pro kontrolu osvétleni pii
konfokalni mikroskopii obsahujici i regulator proudu fizeny mikroprocesorem. Foto autor.

3.6 Aplikace systému kontroly diodového osvétleni pri mikroskopii

Kovéfeni funkce regulatoru bylo po dokonceni aparatury provedeno méfeni

v propojeni s konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 880.

Zatizeni bylo propojeno s mikroskopem a osvétlovacim blokem dle schématu na
obrazku 26. Jako osvétlovaci blok byl pouzit hlinikovy blok pro umisténi osmi LED diod
5 mm, zobrazeny na obrazku 11. Pouzité¢ diody mély stfedni hodnotu vinové délky (652,1 +
16) nm. Méfenym organismem byla sinice Synechocystis sp. PCC 6803, kultivovana pfi
40 umol . m2 . s, Intenzity ozafeni byly nastaveny na 10 umol . m?.s? nizka intenzita,
200 pmol . m2 . s stiedni intenzita a 1800 pmol.m?2.s? vysoka intenzita. Schéma
pouzitého protokolu pro ozafeni a odezva buiiky Synechocystis sp. PCC 6803 jsou na obrazku

28. Z grafu fluorescence vidime, Ze méfeny vzorek reagoval na aktinické ozafeni vzestupem
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intenzity fluorescence v obou méfenych oblastech. Tento vzestup byl pravdépodobné
zpusoben odpojovanim fykobilizomi a tzv. fluorescencni indukci Vv disledku nasyceni

fotosyntetického aparatu béhem rychlé fotoadaptace.

Aktinické

zafeni

Obrazek 28: Priabéh méteni fluorescence na vzorku Synechocystis sp. PCC 6803.

Panel A: Zobrazuje priibéh intenzity ve vybranych oblastech buiiky b&hem protokolu. Zluta
c¢ara udava dobu sepnuti aktinického ozafeni (stiedni intenzita svétla), Cervené znacky udavaji
doby sepnuti vysoké intenzity externiho zafeni (satura¢ni pulzy).

Panel B: Mikroskopicky snimek snimek specifikujici oblast analyzy dat v ramci bunky, ktera
je prezentovana v panelu A. Foto autor.

4 Zavér

V této bakalaiské praci bylo feSeno osvétleni meéfeného vzorku pii konfokalni
mikroskopii. Byly popsany metody feSeni externiho osvétleni a synchronizace se softwarem
ovladani mikroskopu. Bylo navrzeno nékolik metod osvétleni vzorku a feSena regulace

osvétleni.

Podatilo se navrhnout novy typ pfesného regulatoru proudu fizeného mikroprocesorem
pro fizeni intenzity osvétlovacich aparatur s LED diodami. Tento regulétor je synchronizovan
S méticim softwarem mikroskopu. Rozsah regulace je dostate¢ny pro pouziti riiznych druhti

LED osvétlovacich zdrojt.
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Cely fetézec fizeni byl uspéSné otestovan méfenim zkoumaného vzorku sinice
Synechocystis sp. PCC 6803. Byla prokazana piesna regulace intenzity osvétleni a
pozadovand zmeéna osvétleni v pfisluSnych casovych intervalech danych protokolem.

Meétenim fluorescence vzorku se prokazala pozadovana funkce zatizeni.

Vyvoj zatizeni byl formou posteru (ptfiloha ¢. 9) prezentovan na konferenci ,,16th

International ELMI meeting*, kterd se konala v kvétnu 2016 v Mad’arsku.

Vyvinuté zatizeni bude vyuzivano pfi laserové skenovaci konfokalni mikroskopii a dale

zdokonalovano.
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Schémata zapojeni v této praci a zdkresy pro desky plosnych spoji byly vytvoreny
v programu Eagle (Easily Applicable Graphical Layout Editor) v. 7.6.0. Program je dostupny

na webu http://cadsoft.de, pro studijni ucely v omezené verzi volné. V konstrukcich jsou

castecné¢ vyuzity knihovny soucastek pro Eagle od Pavla Janika, dostupné na webu

http://www.paja-trb.cz/eagle/index.html.

V softwarové ¢asti byla pro ovladani displeje vyuzita knihovna u8glib.h dostupna na

webu https://github.com/olikraus/u8glib pod New-BSD licenci

(https://opensource.org/licenses/bsd-license.php).

Plosné spoje na zakladé¢ dat z programu Eagle vyrobila firma Tomas Hajek, Pardubice,

http://www.plosnaky.cz.
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Priloha ¢. 9: Poster
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Priloha €. 2: Deska plosnych spojii regulatoru proudu fizeného mikropocitacem

77.47

76.19
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Piiloha €. 3: Osazovaci schéma desky plosnych spojii regulatoru proudu ftizeného

mikropocitacem
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Priloha €. 4: Seznam soucastek regulatoru proudu fizeného mikropocitaCem

C1 1000u/35V elektrolyticky kondenzator

C2 100n keramicky kondenzator

C3,C4 330n keramicky kondenzator

D1 1N4007 dioda v pouzdie DO41

D2 BAT42 dioda v pouzdie DO35

D3  BzZX55 zenerova dioda 5,6 V, 0,5 W v pouzdie DO35
IC2 L272 operacni zesilovac L.272 v pouzdie DIL16

IC3  L7805CV3A regulator 7805 v pouzdie TO220V
Us$2 MCP4921 D/A ptevodnik v pouzdie DIL08

Q1 IRL540 tranzistor v pouzdie TO220BV

Q2 IRL540 tranzistor v pouzdie TO220BV

Q4  BS170 tranzistor v pouzdie SOTS54E

P1 10k cermetovy trimr horizontalni

R2  80R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R3 80R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R4  20R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R5 20R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R6  10R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R7 10R metal-oxidovy rezistor v pouzdie 0411, 2W, 1%
R1 1k0 uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R8 1k uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R9 2k2 uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R10 2k2 uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R11 2k2 uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R12 10k uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
R13 500R uhlikovy rezistor v pouzdie 0207, 0,25W, 1%
TLACITKA pinova lista 2 piny

A4A5-TWI pinova liSta 2 piny

DIAGLED pinova lista 1 pin

GND pinova liSta 4 piny

LLMLHL pinova liSta 3 piny

PROGJMP pinova lista 2 piny

OUTPUT ARKS500/2 svorkovnice ARKS500 Sroubovaci
CONPWR Napajeci souosy konektor do DPS 2,1mm

Arduino Arduino Nano, Cina



Piiloha ¢. 5: Detail pfipojeni jednotky displeje k desce regulatoru proudu ftizeného

mikropocitacem
AdAR TWI ;_
+5V
Regulator GND

SDA

Piiloha ¢. 6

SCL
+5V

GND

Displej

mikropocitacem
pravé tlagitko
1 [m
TLACITKA levé tladitko
2 D‘"’FJD
Regulator
GHND

. Detail piipojeni tlacitek displeje k desce regulatoru proudu ftizeného
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Priloha €. 7: Grafy pribéhti proudt v zévislosti na nastaveni

Priabéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-20 mA (kanal 1)
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Graf ¢. 1: Pribéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-20 mA

Pribéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-120 mA (kanal 1)
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Graf ¢. 2: Prabéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-120 mA
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Pribéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-500mA (kanal 2)
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Graf ¢. 3: Pribeh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-500 mA
Pribéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-1000 mA (kanal 3)
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Graf ¢. 4: Pribéh zavislosti proudu na nastavené hodnoté v rozsahu 0-1000 mA
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Priloha €. 8: Vypis programového kodu

//DA MCP4921
//A4, A5 pouzit
//v.20170325

//SPI - ovladan
// pin ptipojen
byte latchPin =
// SCK

byte clockPin =

//Pin pripojen na SDI data pin

// MOSI na ardu
byte dataPin =

//TWI twi komunikace s displejem

// twiPinTX=A4;

y pro twi

i MCP4921
na CS (2)
10;

13;

inu
11;

// twiPinCLK=A5;

//piny pro cteni nastavene urovne

byte LLp=7;
byte MLp=8;
byte HLp=12;

//diagnosticka LED pin

byte LED=9;

//piny spinajici jednotlive kanaly

// CH1 0-125mA, CH2 up to 0.5A, CH3 up to 1A

byte CH1=4;
byte CH2=5;
byte CH3=6;

//tlacitka
byte Swl=2; //1

byte SW2=3; //prave tlacitko

eve tlacitko

//pin A0 - mereni ubytku na rezistorech
// fedbackPin=A0

volatile unsigned long lastint=0,

#include <SPI.h>
#include <Wire.h>
#include <EEPROM.h>
#include "U8glib.h"

//definice pro

USGLIB_SSD1306_128X64 u8g(U8G_I2C_OPT NO_ACK);

void setup () {

disple]

pinMode (latchPin, OUTPUT) ;

(
pinMode (LLp,
pinMode (MLp,
pinMode(HLp,
pinMode (A0, I
pinMode (LED,
pinMode (CH1,
pinMode (CHZ2,
pinMode (CH3,
pinMode (SW1,

INPUT) ;
INPUT) ;
INPUT) ;
NPUT) ;
OUTPUT) ;
OUTPUT) ;
OUTPUT)
OUTPUT) ;

’

INPUT PULLUP) ;

lasttime=0,

presstime=0;
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pinMode (SW2, INPUT PULLUP) ;

pinMode (A1, OUTPUT) ;

SPI.beginTransaction (SPISettings (20000000, MSBFIRST,SPI MODEO)) ;

SPI.begin();
} //konec setupu

//odeslani jednoho radku na displej
void displ (String st)
{
u8g.setFont (u8g font 7x14);
u8g.setPrintPos (0, 20);
// http://arduino.cc/en/Serial/Print
u8g.print(st);
}

//odeslani 3 radku na displej

void displ3(String stl, String st2, String st3) {

u8g.setFont (u8g font 7x14);
u8g.setPrintPos (0, 20);
u8g.print (stl);
u8g.setPrintPos (0, 40);
u8g.print (st2);
u8g.setPrintPos (0, 60);
u8g.print (st3);
}

//zobrazovani 1 radku na displeji
void wd(String str) {
u8g.firstPage () ;

do {
displ(str);
} while( u8g.nextPage() );

}

//zobrazovani 3 radku na displeji
void wd3(String strl,String str2, String str3
u8g.firstPage () ;

do {
displ3(strl, str2, str3);
} while( u8g.nextPage() );

}

//nastaveni hardwaru po spusteni

void initialSetting() {
digitalWrite (CH1, LOW);
digitalWrite (CH2, LOW);
digitalWrite (CH3, LOW)
digitalWrite (Al, LOW);
SetI(0);

}

’

//zapis hodnoty na DA prevodnik
void WriteConverter (int eb){ // SPI
word bitint=(word)eb;
byte data;
data=highByte (bitint) ;
data=0b00001111 & data;
data=0b00110000 | data;
SPI.transfer (data);
SPI.transfer (lowByte (bitint));

) {
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//aktivace hodnoty na DA prevodniku
void Apply () {
digitalWrite (latchPin, HIGH) ;
digitalWrite (latchPin, LOW) ;
}

//odeslani hodnoty na DA a aktivace

void SetI(int 1lvl){ //nastavi hodnotu DAC
WriteConverter (1vl) ;
Apply () ;

}

//blikani diagnosticke ledky
void BlinkInternallLed (int pocet) {
for (int i=0; i<pocet; i++) {
digitalWrite (LED, HIGH) ;
delay (300);
digitalWrite (LED, LOW) ;
delay (300);
}
}

//neresitelna zavazna chyba
void panic(){ //panic
wd ("PANIC") ;

for (;;){
digitalWrite (LED, HIGH) ;
delay (30);
digitalWrite (LED, LOW);
delay (30);

}
}

void ledon () {
digitalWrite (LED, HIGH) ;
}

void ledoff () {
digitalWrite (LED, LOW);
}

//rychle blikani diagnostickou ledkou
void BlinkInternallLedShort (int pocet) {
for (int i=0; i<pocet; i++) {
digitalWrite (LED, HIGH) ;
delay (20);
digitalWrite (LED, LOW);
delay (20);
}
}

//vypnuti vystupu

void allDown () {
digitalWrite (CH1, LOW) ;
digitalWrite (CH2, LOW) ;
digitalWrite (CH3,LOW) ;
SetI(0);

}

//nastavovani hodnot pomoci tlacitek
short increase(){ //return 0 (nothing or both pressed)
or -1 (SW1 pressed)

or 1

(SW2 pressed)
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1f((! (digitalRead (SW2)))&& (! (digitalRead (SW1l)))) {lasttime=millis{();
return 0;} //error both pressed
if (! (digitalRead (SW2))) {
lasttime=millis () ;
return 1;
}
if (! (digitalRead (SW1))) {
lasttime=millis () ;
return -1;
}
presstime=millis();
return 0;

}

//zapis do EEPROM, vraci 1 kdyz ok
bool writeEEw (byte pos, word val){ //pos must be even-numbered (need 2
bytes)
if (pos%2!=0) return O0;
EEPROM.update (pos, (byte)val);
EEPROM.update (pos+l, (byte) (val>>8));
if (val!=(EEPROM.read (pos) + ((EEPROM.read(pos+l)) << 8))) return 0;
return 1;

}

//cteni z EEPROM

word readEEw (byte pos) {
word eew;
eew=( (EEPROM.read (pos)) + ((EEPROM.read(pos+l)) << 8));
if (eew<4096) return eew;

}

//zapis tri hodnot a cisla kanalu do EEPROM

bool storeEE (word 11, word ml, word hl, word ch) {
bool ret;
ret=writeEEw (0,11

( ) 7
ret=writeEEw (2, ml) ;
ret=writeEEw (4,hl)
ret=writeEEw (6, ch)
return ret;

}

’

’

//vypocet proudu podle hodnot stanovenych merenim
float cc(word das, word ch) {

if (ch==1) return((0.02895*das)) ;

if (ch==2) return((0.1091*das));

if (ch==3) return((0.2433*das)):;
}

//vypocet proudu podle hodnoty napeti odecteneho na rezistorech
//prvni parametr Jje Jjen kvuli kompatibilite v programu, druhy cislo kanalu
float ccreal (word ar, word ch) {
unsigned int rd=0;
for (byte 1i=0; i<10; i++){
rd=rd+analogRead (AO0) ;
}

rd=rd/10;

float voltage=(((float)rd/1023)*4.6);

if (ch==1) return((voltage/40)*1000); // 1I=U/R
if (ch==2) return((voltage/10)*1000);

if (ch==3) return((voltage/5)*1000);

}
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word LL=0,ML=0,HL=0, chan=1,chs=0;
bool alreadyReaded=0, resetStarted=0;

void loop () |
wd ("init") ;
initialSetting();
delay (1000) ;

//cteni EEPROM pouze jednou (asi neni nutne)
if (alreadyReaded==0) {
LL=readEEw (0) ;
ML=readEEw (2) ;
HL=readEEw (4) ;
chan=readEEw (6) ;
if(chan>3 || chan<l){ writeEEw(6,1); panic();} //prvni pruchod na novem
Arduinu nebo chyba
alreadyReaded=1;
wd3 ("LL: "+String(LL)+" CH:"+String(chan),"ML: "+String (ML), "HL:
"+String (HL) ) ;
}
delay (5000) ;
wd ("press for setup");
BlinkInternalLed (10) ;
//obe tlacitka stisknuta - vyvola reset a nastavovani cisla kanalu

1f((!(digitalRead (SW2)))&& (! (digitalRead (SW1l)))) {
SetI(25); //nothing dangerous
chan=1;

BlinkInternallLedShort (10);

lasttime=millis();

while((millis()-lasttime)<15000) {

//nastavovani - bezi 5s pokud neni upraveno lasttime

if ((increase ()==1) && (chan<3)) chan++;
if ((increase ()==-1) && (chan>1)) chan--;
if (chan==1) digitalWrite (CH1,HIGH)
else digitalWrite (CH1,LOW) ;
if (chan==2) digitalWrite (CH2,HIGH) ;
else digitalWrite (CH2,LOW) ;
if (chan==3) digitalWrite (CH3,HIGH) ;

else digitalWrite (CH3,LOW) ;
BlinkInternalledShort (chan) ;
wd ("channel: "+String(chan));
delay (1000) ;
}
LL=0; ML=0; HL=0;
resetStarted=1;
} //konec nastavovani kanalu

initialSetting();
//nastaveni kanalu

if (chan==1) chs=CH1;
if (chan==2) chs=CH2;
if (chan==3) chs=CH3;
//for safe

if (chan!=1 && chan!=2 && chan!=3) chs=CH1;
digitalWrite (chs,HIGH); //aktivace vybraneho kanalu
//nastavovani urovni tlacitky

digitalWrite (chs,HIGH //aktivace vybraneho kanalu

) 7
if((! (digitalRead(SW2))) || resetStarted) {//kdyz stisknuto SW2 pri startu

BlinkInternallLed (1) ;
lasttime=millis () ;
while((millis()-lasttime)<15000) {
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//nastavovani - ceka 15s

if ((increase()==1) && (LL<4094)) LL++;
if ((increase()==-1)&& (LL>0)) LL--;
SetI (LL);

1f((LL%10==0) | | (millis () -presstime<200)) wd3 ("LL:

"+String (LL),"I=

"+String(cc(LL,chan))+" [mA]","Im= "+String(ccreal (LL,chan),0)+" [mA]l");

delay (10);
}
BlinkInternalled(2);
lasttime=millis () ;
while((millis()-lasttime)<15000) {

//nastavovani - ceka 15s

if ((increase()==1) && (ML<4094)) ML++;

if ((increase()==-1) && (ML>0)) ML--;

SetI (ML) ;

if ((ML%10==0) || (millis () -presstime<200)) wd3 ("ML:

"+String (ML), "I=

"+String (cc (ML, chan))+" [mA]","Im= "+String(ccreal (ML, chan),0)+" [mA]l");

delay(10);
}
BlinkInternallLed(3);
lasttime=millis () ;
while((millis()-lasttime)<15000) {

//nastavovani - ceka 15s

if ((increase()==1) && (HL<4094)) HL++;

if ((increase()==-1) && (HL>0)) HL--;

SetI (HL) ;

if ((HL%10==0) | | (millis () -presstime<200)) wd3 ("HL:

"+String (HL) ,"I=

"+String (cc (HL, chan))+" [mA]","Im= "+String(ccreal (HL,chan),0)+" [mA]l");

delay (10);
}
BlinkInternalLed (5) ;

while (digitalRead (SW2)) { //prepina nastavene hodnoty,
tl 2

BlinkInternalLed (2) ;

SetI(LL);

delay (500);

SetI (ML) ;

delay (500);

SetI (HL) ;

delay (500);

wd ("press for store");

}

if (!storeEE (LL,ML, HL, chan)) panic();
wd ("EEPROM OK") ;
digitalWrite (LED,HIGH) ;
delay (2000) ;
digitalWrite (LED, LOW) ;
} //END SETTINGS
SetI(0);
wd ("MAIN LOOP") ;
//signal pro start Synchronizacniho mikroprocesoru
digitalWrite (Al, HIGH);
for(;;){ //hlavni cyklus
if (digitalRead (MLp)) SetI (ML) ;

else if (digitalRead (HLp)) SetI (HL);

else if (digitalRead(LLp)) SetI (LL);
else SetI(0);

dokud neni stisknuto
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Spectrally resolved fluorescence induction (SRFI)
measurements at single cell level using confocal

microscope
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Introduction

The induction of chlorophyll fluorescence is a
well-known method in photosynthesis research.
Fluorescence induction in microalgae and
cyanobacteria is usually measured in liquid
cultures, and the signal recorded represents the
sum of heterogeneous fluorescence signals of
individual cells. Gathering information from
single cells — or cell particles — can reveal the
inherent heterogeneity behind these mean
values.

Microscope

cyanobacteria.

Macroscopic measurements
Spectrally resolved fluorescence induction
(SRFI) curves can be recorded using standard
spectrofotometers ~ with  sufficient  time-
resolution. In the current setup which was
developed in Centre ALGATECH an SM-9000
spectrophotometer (PSI — Photon Systems
Instruments , Brno, Czech Republic) is triggered
by an FL-100 Fluorometer (PSI). With this
equipment blue (464 nm), green (520 nm) and
orange (593 nm) illumination can be provided,
in continous light or flash mode.

The recorded fluorescence intensity spectra are
processed by our custom software.
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The central element of the system is a Zeiss LSM880
confocal microscope equipped with 8.9 nm resolution
spectral detector. The maximal available frame rate is 100
Hz using a small area — but 6 um is perfectly enough for
The
illumination for the sample will be attached to the holder
ring mounted above the sample holder.
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light guide for the external

Control unit, communication

The main control unit is represented by an ATMega328 microcontroler
(MC) with USB connection (RS232-USB) to the computer. The PC software,
runing under Windows, defines the light protocol and transfers it to the
MC. That will execute the sequence as a "real-time unit”.

Synchronization

" The programmable flashes are fully synchronized with the data
acquisition using the communication trigger ports of the
microscope. The frame triggers can adjust the exact positions of
the flashes according to the original protocol — the time
information is stored as a marker in the saved data file in order to
log the light conditions. (Maximum difference between the
protocol and the measurement is within 10 ms.) Using the same
trigger line, the first frame trigger initiates the light protocol itself.
The attachment works as a slave: it follows the behavior of the

microscope.

1st generation unit

The minimum requirements for the first working model are to provide 593
nm light with two predefined intensities (for actinic light and for flashes):
300 and 1200 pmol photons m? s This is enough for the simpliest
protocols. These two light intensites are generated by distinct light sources,
coupled by a Y shapes lightguide.

2nd generation unit

Next gereration will be to provide software-adjustable light intensities — preferable for
multiple wavelengths, e.g. for the recently used 464 nm, 520 nm and 593 nm. The
intensity range should cover from 1p to 1500 UE — probable it needs two different
sources merged to one lightpath for each wavelengths.
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