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Abstract: This work is focused on the development of a user friendly software within LabView™
environment and its laboratory utilization in various activities related to laser micro- manipulations
and laser micro-spectroscopy of living microorganisms. Both techniques belong to the growing
group of contact-less and nondestructive techniques for manipulation and diagnostic of single liv-
ing microorganisms, cells, or viruses. Within this project we mastered the driving of peripheries
(JAKE), calibration of CCD scene, real-time image processing of the CCD scene, automatic selec-
tion of the cell for further laser processing, targeting of the laser beam to the cell and the cell repo-
sitioning by a focused laser beam, controlled motion of micro-positioning stage, controlling the ac-
quisition and processing of the Raman spectrum from a living microorganism. The final goal of our
activity is a fully automatic laser-based sorting of living cells depending on their chemical compo-
sitions. This work has been elaborated at the Institute of Scientific Instruments of the ASCR, v.v.i.
under the supervision of prof. Pavel Zemanek.
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. UVOD

Moderni biologie a biotechnologie se snazi pochopit fungovani organismi na trovni jednotlivych
bunek ¢i mikroorganismil s vyuzitim fyzikalnich a pfistrojovych pfistupi, které jsou k buitkdm ma-
ximaln€ Setrné a ponechaji je i po zasahu plné Zivotaschopné. Laserové zateni vhodné vinové délky
se jevi jako velmi vhodny kandidat, nebot’ je mozné jej vhodnou optikou zacilit na jednotlivou
bunku ¢i organismus, prochazi pres cely mikroobjekt a navic umoziuje vyuzit fady metod laserové
spektroskopie Kk ziskani informaci o celém objemu mikroobjektu. Méné znamou skuteénosti je, Ze
svétlo ma i mechanické ucinky a vhodné tvarovany laserovy svazek umoznuje bezkontaktni zachy-
ceni mikroobjektu do tzv. optické pasti a jeho pfemistovani v prostoru [1,2]. Kombinace manipu-
la¢niho i diagnostického potencidlu laserovych svazkl nabizi fadu unikdtnich moznosti, jak zkou-
mat organismy a buniky vyskytujici se pfevazné ve vodném prostiedi, a dale rozvijet techniky
ozna¢ované jako ,,.Lab on a Chip*“. V této praci jsme se zamé&fili na kombinaci optické mikromani-
pula¢ni techniky znamé jako opticka pinzeta [2] a ramanovské mikroskopie [3].

. ROZBOR

Silové ptisobeni svétla je zalozeno na pienosu hybnosti fotonti svétla na mikroobjekt b&hem ab-
sorpce a rozptylu svétla mikroobjektem. Z hlediska silového piisobeni svétla se zavadi tzv. rozptyl-
na sila (scattering force), ktera je umérna optické intenzité dopadajiciho svétla na mikroobjekt a
pusobi ve sméru Sifeni svétla, a gradientni sila, ktera je zavisla na prostorovém gradientu optické
intenzity zafeni a plsobi ve/proti sméru tohoto gradientu v zavislosti na indexech lomu okolniho
prostiedi a mikroobjektu [1,2].



Ramanovska spektra maji piivod v nepruzném rozptylu dopadajiciho zafeni objekty a jednotliva
spektralni maxima odpovidaji pfechodiim mezi vibra¢nimi stavy molekuldrnich vazeb. V praci se
zaméefujeme na nerezonan¢ni ramanovsky rozptyl, ktery lze vybudit ozafenim objektu laserovym
svazkem o libovolné vinové délce [3].

Obr. 1 ukazuje usporadani nejdilezitéjsich ¢asti sestavy pro chytani a diagnostiku tas.

1) Cast detekéni. CCD kamera snima oblast vzorku s fasami. Jednotlivé snimky jsou softwa-
rove vyhodnoceny a slouzi k nalezeni vhodné fasy a manipulacim s ni.

2) Cast chytaci. Chytaci laserovy svazek je vychylovan dvéma galvanometrickymi zrcadly, a
optickou cestou fokusovan. Touto cestou je provadéna mikromanipulace s fasami.

3) Cast spektroskopicka. Obsahuje laser o vinové délce 785 nm, ktery je rovnéz vhodnou op-
tickou cestou fokusovan do stopy srovnatelné s vinovou délkou laseru. Ramanovska spek-
tra jsou detekovana spektrografem a tekutym dusikem chlazenou CCD kamerou.
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Obrazek 1: Schéma experimentalni sestavy
D — polopropustné zrcadlo, Exp — expandér svazku, PBS — polariza¢ni déli¢ svazku, WP — A/2 fazova des-
ticka, NDF1,2 — Sedy filtr, BF -pasmova propust pro vinovou délku chytaciho svazku (1064 nm), L1 — ¢oc-
ka, CCD - snimaci kamera, G — galvanometricka zrcadla, T- teleskop

Takto uspofadany systém je fizen pomoci programového prostiedi LabView ™. Byl vytvoten a od-
ladén program, ktery automaticky detekuje bunky fas zpracovanim CCD obrazu metodou upravy
morfologie obrazu nasledovanou detekci hran a bindrni reprezentaci bunék. Ovladané periferie se
skladaji z CCD kamery, galvanometrickych zrcadel, uzévérek laserq, fizeni intenzity osvitu vzor-
ku, sklopného zrcadla pro vybér spektroskopické nebo zobrazovaci cesty, snimani ramanovského
spektra. Software dale zpracovava a vyhodnocuje zmétena spektra, na jejichz zakladé je vyhodno-
ceno chemické slozeni fas a nésledné presunuti do kultiva¢ni ¢i odpadni ¢asti mikrofluidniho cipu.
Rozhodovacim kritériem je vzajemny pomér, pro méfeni klicovych, specifickych latek, projevuji-
cich se ve zméfeném spektru jako lokalni maxima (peaky).

. STRUKTURA ALGORITMU

Samotny software je rozdélen na tfi Casti:
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3.1. INICIALIZACE

Nastaveni parametrit CCD kamery ( X/Y offset, X/Y velikost FOV, H/V binning), vybér analogo-
vych a digitalnich linek, pro fizeni zrcadla, osvitu a zavérky a parametry spektrografu (expozi¢ni
¢as, centralni vinovou délku, teplotu detektoru, vybér mtizky).

3.2. KALIBRACE

Vypocet koeficienti pro ptepocet polohy chytaciho svazku z CCD pixeli na napéti na galvanome-
trickych zrcadlech, které zajist'uji spravné polohovani chytaciho svazku a pfesun mikroorganismu.
Déle je provedena kalibrace spektrografu, kterd zajistuje spravny piepocet z pixelll na spektrosko-
pické CCD kamefe na cm™ horizontalni osy grafu méfenych spekter. Kalibracni koeficienty jsou
ulozeny, aby nebylo nutné provadet opétovnou kalibraci, nedoslo-li ke zméndm v sestave.

3.3. EXPERIMENT

Vlastni tfidéni je sekvencni a plné automaticky proces. V ptipadé, Ze je ze strany operatora vyza-
dovana kontrola nad separa¢nim procesem, je mozné program piepnout do semi - automatického
rezimu, ktery dava uzivateli moznost upravit parametry zobrazeni kamery, detekci bun¢k, zménu
oblasti pro vyhledavani spektralnich maxim ¢i pfesunu méfené buiiky do kultiva¢niho nebo od-
padniho kanalu. Sekvenci tiidéni ilustruje nasledujici diagram:

Detekce Pfresunuti chyta- Presunuti Vypnuti osvitu, pfeklopeni Zméreni
buriky: > ciho ) buriky ™ zrcadla do polohy pro B spektra —>
Zapnuti osvitu, preklopeni Vyhodnoceni Porovnani poméru etz be bl

| Zrcadla pro zobrazeni, | ”] spektra B spekter Dfaciin b \mheoon

4. ZAVER

Byl sestaven a odladén software pro automatické tfidéni fas na zakladé méteni jejich Ramanova
spektra. K bezkontaktni manipulaci s fasami je pouzit fokusovany laserovy svazek - opticka pinze-
ta. Proces tiidéni probiha pln¢ automaticky, uzivateli je vS§ak ponechdna moznost menit parametry
procesu zobrazeni, detekce bun¢k, rychlost pfesunu bun¢k mezi pozicemi a dalsi parametry pro vy-
hodnoceni spekter. Tato prace si klade za cil vytvofit uzivatelsky pfijemné prostredi kontroly tiideé-
ni fas, které¢ budou po nasledné kultivaci uzity jako biopalivo.
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