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Abstrakt

Vysledkem této prace je nova mikromanipulac¢ni technologie vyuzivajici dielek-
troforézy k manipulaci s pevnymi i kapalnymi latkami v kapalném médiu.

Prvni ¢ast prace se zabyva demonstraci principu 2D manipulace s polystyre-
novymi kulickami. Pro demonstraci bylo zvoleno jednovrstvé elektrodové pole,
které v kombinaci s obrazovou zpétnou vazbou a jednoduchym planovacim al-
goritmem umoziuje autonomni manipulaci v celé aktivni oblasti elektrodového
pole. Demonstrovana byla i soucasna manipulace se dvéma objekty a jejich vza-
jemné privedeni k sobé.

Druhé c¢ast prace se zabyva modifikaci dané platformy pro manipulaci s ka-
pickami. Princip manipulace byl nejprve ovéren na testovaci tiidici platformeé.
Ziskané poznatky byly dédle vyuzity pro navrh nové platformy integrujici elek-
trodové pole, manipula¢ni komurku i generator kapicek na jediny mikrofluidicky
¢ip.

Abstract

This work presents a novel micromanipulation concept based on dielectrophoresis
capable of manipulation both of liquid and solid samples immersed in liquid me-
dium.

The first part of this study demonstrates the ability of 2D micromanipula-
tion of polystyrene microbeads. A single layer electrode array has been used
for the experiments utilizing control strategy based on visual feedback and tra-
jectory planning. Fully automated 2D manipulation with single particle has
been demonstrated as well as simultaneous manipulation with two particles and
bringing them together in the middle of the array.

The second part of the work deals with droplet manipulation. As a proof-of-
concept a simple sorting device has been demonstrated. Based on this device
a new manipulation platform has been proposed, integrating an electrode array,
a manipulation chamber and a droplet generator in a single microfluidic chip.
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1. Motivace a Cile

Tato prace se zabyva mikromanipulaci s malymi objekty v kapaliné za pomoci
dielektroforézy. Mikromanipulace se obecné tési vzrustajicimu vyuziti v celé radé
védnich oborti. Prikladem miize byt chemie a biologie, kde je potfeba manipu-
lovat s velice malym mnozstvym latek, pripadné s konkrétnimi bunkami. Dale
mikroelektronika, vyzadujici kontaktovani obvodt se stéle klesajicimi rozmeéry
a jejich umistovani do pouzder. V neposledni radé také moderni 1é¢ebné metody
vyuzivajici roboty s mikrometrovou presnosti.

Konkrétnim zajmem této prace je manipulace s vodnimi kapickami v oleji,
nachézejici aplikaci v oboru chemie. Tento projekt je rozvijen ve spolupraci
s Utavem analytické chemie, oddélenim analytické bioinstrumentace AV CR
v Brné, jehoz celkovym vysledkem by méla byt analyza rakovinnych bunék vyu-
zivajici uzavreni testovanych bunék do miniaturnich vodnich kapicek v inertnim
oleji. Cést rozpracovand v této praci by méla mit za tikol manipulaci s indivi-
dualnimi kapickami, jejich tridéni a Tizené slucovani a dale samotnou tvorbu
emulze. Vse by mélo fungovat automaticky na zakladé obrazové zpétné vazby
z mikroskopu. Soucasti této prace by mél byt i ndvrh a vyvoj testovaci aparatury,
volba vhodného principu generovani emulze a manipulace s kapickami.

Podkladem pro tento projekt jsou poznatky ziskané pri praci na platformé
¢tytsektorového elektrodového pole pro dielektroforézu. Tato platforma byla ur-
¢ena k demonstraci principu bezkontaktni 2D manipulace s polystyrenovymi
kulickami o pimeéru 50 um v deionizované vodé na zakladé fyzikalniho jevu
nazyvaného dielektroforéza. V ramci této prace byl navrzen zpétnovazebni algo-
ritmus umoznujici manipulaci s polystyrenovymi kulickami za pomoci planar-
niho elektrodového pole. Algoritmus vyuziva diskretizace prostoru pro planovani
trajektorie a obrazové zpétné vazby pro urcovani pozice. Uspésné byla demon-
strovana manipulace s jednim objektem v celé aktivni oblasti elektrodového pole
a dale paralelni manipulace se dvéma objekty a jejich vzajemné privedeni k sobé
uprostied pole.



1. Motivace a Cile

1.1. Aplikace dielektroforézy a kapicek v oleji

1.1.1. Kapicky v oleji jako mokroreaktory

Kapicky vody v oleji nachézeji vyuziti v oboru chemie jako takzvané mikroreak-
tory. Do dané problematiky udéva stru¢ny uvod prehledovy ¢lanek [1]. Z hlediska
efektivity i rychlosti chemickych analyz je vyhodné pouzit co nejnizsi mnozstvi
vstupnich latek. S nastupem tzv. kombinatorické chemie, kdy je potreba provést
obrovské mnozstvi chemickych reakei a naslednych analyz naroky na efektivitu
jesté radove stouply. Kombinatoricka chemie casto spojena s analyzou biologic-
kych procest. Napriklad lidsky genom obsahuje 30 000 jednotlivych gent ko-
dujicich nejriznéjsi proteiny. Pokud bychom chtéli studovat interakci kazdych
dvou proteinti, obnasi tato analyza p¥iblizné 10° jednotlivych reakei.

Konvenéni metody davkovani pomoci mikropipet maji z tohoto hlediska znac¢na
omezeni. Obvyklé mnozstvi davkované kapaliny je v fadu jednotek mikrolitrii.
Oproti tomu s pomérné jednoduchymi technologiemi zalozenymi na miseni oleje
s vodou v malych prostorech nebo na sprejovém efektu, lze dosdhnout generovani
kapicek o velikosti mensi nez 1 um, coz odpovida objemu v radu femtolitri, tedy
o mnoho F4d nizsi nez konvenéni pipetovani. Rada praci jiz demonstrovala vy-
uziti kapicek jako tzv. mikroreaktori. Prikladem muze byt ¢lanek [2] popisujici
vyuziti vodni emulze pro zkoumani genetické informace. Jednotlivé geny mohou
byt uzavieny do mikrokapicek a zkoumany tak jejich konkrétni vlastnosti.

Dalsi aplikaci kapi¢ek v oleji jsou tzv. umélé bunky. Skutecné bunky jsou
sami o sobé velmi slozitymi chemickymi tovarnami na nejriznéjsi slouceniny
a analyza chemickych reakci uvnitt je velmi obtizna. Bunka si navic chrani svij
Umélé bunky slouzi jako zjednodusujici modely imitujici nékteré vlastnosti sku-
tecnych bunék. Bunééna membrana chranici obsah bunky mtze byt nahrazena
kapickou vody v oleji o priblizné odpovidajicim objemu. Do kapicky mohou byt
dale ptidany biologicky aktivni latky ziskané z zivych bunék narusenim jejich
bunécné membrany za pomoci ultrozvuku [3], ¢i jiné technologie a pfipadnym
doplnénim dalsich cizich latek. Tento princip umoznuje zkoumat izolované bu-
nécné procesy jako je napt. funkce jednotlivych enzymu ¢i syntéza proteinti. Do
dané problematiky podavéa struény uvod ¢lanek [4]. Jsou zde rozebrany ruzné
postupy vytvareni umélych bunék, typy umeélych bunécénych membran, metody
manipulace a vyroba mikrofluidickych systémi pro zachazeni s umélymi bun-
kami.



1.2. Tvorba emulze vody a oleje
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Obrazek 1.1.: Mikrofluidické systémy pro tvorbu emulze: @ Nejjednodussi spojeni typu
“T".[(b)] Spojeni typu “+" - Olej je pfivadén ze dvou stran. Systém
typu “Flow-focusing” - umozniuje generovat mensi a pravidelnéjsi kapicky.

1.2. Tvorba emulze vody a oleje

Existuje cela fada procest generujicich vodni emulzi. Ty nejjednodussi jsou za-
lozeny na obycejnych mechanickych vibracich, jiné vyuzivaji ultrazvuk. Jsou
znamy i metody na bézi elektrospreje, viz [5]. Elektrosprejové metody prindsi
oproti ostatnim zasadni rozdil. Kapicky jsou zde oddélovany z vychoziho vzorku
silnym elektrickym polem (napétim nékolika kV). Diky tomu jsou produkované
kapicky v nevodivém oleji elektricky nabité a vzajemné se odpuzuji. Vychozi
emulze je proto sama o sobé stabilni, tedy generované kapicky se samovolné ne-
slévaji a nejsou zapottebi zadné dalsi primési surfaktantii pro stabilizaci emulze.
Dalsim dulezitym dusledkem této metody je moznost nabitymi kapickami po-
hybovat za pomoci vnéjsiho elektrického pole tzv. elektroforéza.

V nasem pripadeé se vSak budeme zabyvat tvorbou emulze v mikrofluidickych
systémech. Hlavnim divodem vybéru této metody pro nasi aplikaci je moz-
nost pravidelného a pomalého generovani kapicek o dobre definované velikosti,
coz je velmi dilezité pro budouci manipulaci. Existuje celd fada nejriznéjsich
tvari mikrofluidickych systému. Nékolik prikladu je na obrazku [1.1} Nejjed-
nodussi variantou @ je obycejné propojeni mikrofluidickych kanalka ve tvaru
pismene T. Tento design vykazuje nejhorsi vlastnosti co se tyce stejnomérnosti
kapic¢ek avSsak vynika jednoduchosti vyroby a pouziti. Znacné zlepseni prinasi
verze @ ktera privadi olej z obou stran. Vyhoda spoc¢iva v tom, ze se vodni
kapicky pri svém oddélovani nedotykaji stén mikrofluidického systému, coz vede
k daleko vyssi stabilité jejich velikosti. Posledni verze navic pridava zizeni
urychlujici vystupni tok kapaliny a umoznuje generovani kapicek do volného
prostoru.
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Obrazek 1.2.: Surfaktanty stabilizovana emulze vody a decalinu. Velikost kapicek je pfi-
blizné 100 pum.

Velmi dtlezitou kapitolou pri vytvareni emulze je volba chemickych slouce-
nin. Nékteré pozadavky vyplyvaji primo z aplikace bunééné analyzy. Kapicky
musi poskytovat bunkam vyhovujici zivotni prostredi. V praxi to znamena, ze
vychozim médiem je tzv. fyziologicky roztok tedy asi 1% vodny roztok chloridu
sodného. Déle je potieba, aby pouzity olej byl v co nejmensi mife rozpustny ve
vodé a veskeré pouzité chemikalie byly netoxické. Dalsi pozadavky pak vyplyvaji
z potieb samotné manipulace. Emulze vody a oleje je sama o sobé nestabilni
a po kratkém case se opét rozdéli na dvé vychozi slouceniny. Je proto tieba ji
stabilizovat tzv. surfaktanty. To jsou chemické latky ovliviujici povrchové na-
péti kapaliny. Ukazuje se vSak, ze surfaktanty jsou komercné dostupné pouze
pro minimum olejii. V této oblasti provedla vyzkum koleginé Evgenia Basova
z Ustavu analytické chemie v Brné. Zde budou proto pouze odcitovany vysledky
dilezité pro tuto praci [6].

Jako optimélni typ oleje byl zvolen decalin. Hlavnim divodem této volby je
existence komercné dostupnych surfaktant pro tento typ oleje, diky kterym je
vysledna emulze s vodou velice stabilni i po dobu nékolika tydni. Zvoleny byly
surfaktanty Span 80 a Triton X 100 o vzajemné koncentraci 98:2 pro olejovou fazi
a Tween 80 pro vodni fazi. Vysledkem jsou velice pravidelné kapicky i pri pouziti
nejjednodussiho mikrofuidického generatoru tvaru T. Pravidelnost generovanych
kapicek ilustruje obrazek Takto ziskand emulze zistava stabilni po dobu
i nékolika tydnu a jevi se jako nejvhodnéjsi reseni pro konecnou aplikaci analyzy
rakovinnych bunek.

1.3. Moznosti manipulace s kapickami

Existuje celd fada fyzikdlnich principi a sil umoznujicich manipulaci s mikrosko-
pickymi kapi¢kami. V této kapitole budou probrany zakladni metody vyuzivané
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k mikromanipulaci, jejich vyhody a moznosti pouziti.

1.3.1. Electrowetting

Pravdépodobné nejznaméjsim a nejvice vyuzivanym jevem pro manipulaci s ka-
pickami je tzv. electrowetting. Zaklady tohoto jevu véetné matematického od-
vozeni je mozné nalézt napriklad v literatute [7]. Jde o jev, kdy se v zavislosti
na privedeném napéti méni kontaktni tthel mezi kapickou vody a podkladovym
materidlem. Zakladni testovaci sestava je zndzornéna na obrazku [I.3] Sklada se
z dvojice elektrod na které je privadéno stejnosmérné napéti. Podkladova elek-
troda je potazena nevodivou vrstvou, kterd ma dvé zakladni funkce. V prvni
radé slouzi k prevenci elektrolyzy vody uvniti kapicky a zaroven byva tvorena
hydrofobni slouc¢eninou, ktera ma vysoky klidovy kontaktni thel #;. Divodem
je, ze elektrowetting kontaktni tihel snizuje a pokud je klidovy thel vysoky je
mozné ho ovliviiovat ve vétsim rozmezi. V pripadé nesymetrického ovlivnéni kon-
taktniho ihlu muze byt electrowetting vyuzit k manipulaci, nebot na kapicku
zacne pusobit sila ve sméru nizsiho kontaktniho thlu. Efekt je podobny, jako pri
umisténi kapicky vody na rozhrani hydrofilniho a hydrofobniho povrchu, kdy se
kapicka velmi rychle samovolné premisti na hydrofilni povrch.

Aplikaci tento jev nachézi v digitdlni mikrofluidice [§], tedy mikrofluidice
pohybujici s diskrétnim mmnozstim kapaliny - kapickami. Typicka konfigurace
pro manipulaci s kapickami je zndzornéna na obrazku [1.3d Vyznacuje se ob-
vykle Sachovnicovou strukturou individualné adresovanych elektrod s malymi
mezielektrodovymi vzdalenostmi, jejichz povrch je potazen hydrofobni teflono-
vou vrstvou. Protilehlou elektrodu tvori sklicko s pruhlednou vodivou vrstvou
ITO umoznujici pozorovani probihajicich jevii. Manipula¢ni napéti privadéné
na elektrody je obvykle v rozmezi 50 az 200 V.

1.3.2. Elektroforéza

Elekroforéza vyvolava pohyb elektricky nabitych ¢astic ve vnéjsim elektrickém
poli. Pro manipulaci s kapickami ji lze pouzit pouze v pripadé, ze jsou kapicky
elektricky nabité. Toho lze dosahnout napriklad elektrosprejovym efektem, jak
bylo zminéno v kapitole Siroké vyuziti nachazi elektroforéza v kombinaci
s kapilarnimi efekty. Privedeni vysokého napéti na opacné konce kapilary vyvo-
lava uvnitt tzv. elektroosmoticky tok. Tento jev je podminény malym primérem
kapilary (desitky mikrometrii) a vznikem tzv. “elektrické dvojvrstvy” (electrical
double layer) u stény kapilary. Podrobnéji je dany jev vysvétlen napiiklad v [9].



1. Motivace a Cile
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Obrazek 1.3.: Princip electrowettingu: @ Klidovy stav. @ Zména tvaru kapicky pfi
privedeném napéti. Typické aparatura pro manipulaci s kapi¢kami.
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1.3.3. Opticka pinzeta

Opticka pinzeta je zarizeni vyuzivajici silné fokusovany laserovy paprsek k mani-
pulaci s malymi prithlednymi objekty. Jev je silné zavisly na indexu lomu a jeho
podstatou je lom svétla na hranici objektu. Ze zdkona zachovani momentu hyb-
nosti plyne, ze pokud objekt zméni hybnost prochézejictho fotonu (lom svétla),
musi sdm pocitit stejnou zménu hybnosti. Dusledkem je, Zze objekt je stabilizo-
van v ohnisku zaostreného laserového paprsku. Jev je proto také nékdy nazyvan
optickou pasti.

Optické pinzety se obecné dobre hodi k individualni manipulaci s kapickami,
avsak kazda kapicka potrebuje vlastni laserovy paprsek. Manipulace je vSak
obvykle dosazeno pouze mechanickou manipulaci vzorkem oproti zdroji lasero-
vému svétla, coz zamezuje pouziti velkého mnozstvi paprskii. Dalsi nevyhodou
je parazitni ohfev objektu zptisobeny pohlcenim ¢asti laserového zareni.

1.3.4. Dielektroforéza

Dielektroforéza je definovana jako pohyb elektricky neutralnich objektt vystave-
nych vnéjsimu nehomogennimu elektrickému poli. Nehomogenni elektrické pole
je obvykle generovano soustavou rizné tvarovanych elektrod, na které je priva-
déno stejnosmérné nebo stiidavé napéti. Elektrody byvaji v pfimém kontaktu
s kapalnym médiem, ve kterém pluji malé castice. V zavislosti na privadéném
napéti je poté mozné s témito casticemi pohybovat.

Dielektroforéza je obvykle patrna az pti velmi malych rozmérech. Vyuziti
proto nachdzi v mikromanipulaci, viz prace [10] vyuzivajici fenoménu dielektro-
forézy v kombinaci s obrazovou zpétnou vazbou k rychlé a presné manipulaci
s malymi objekty v ethanolu. Dalsi dilezitou vlastnosti je velmi silna zavislost
vyvolané sily na elektrickych vlastnostech média i ¢astic, konkrétné na jejich
vodivosti a permitivité. Diky tomu nachéazi dielektroforéza také velké vyuziti
pri tridéni a separaci rtiznych objektii obvykle biologického ptvodu. Jednu z ta-
kovych aplikaci demonstruje jiz pomérné stary ¢lanek [11], kde jsou filtrovany
rakovinné bunky na zdkladé odlisné kapacity plazmatické membrany.
pickami v oleji. Ukazuje se, ze dielektroforéza je v tomto ohledu vhodnym néa-
strojem, nebot permitivita i vodivost vody a oleje se fadové lisi, coz je pod-
minkou pro vznik dielektroforetické sily. Jeji vyhodou je i moznost manipulovat
s opravdu malymi objemy. Rada praci jiz demonstrovalo manipulaci s jednot-
livymi bunikami o velikosti priblizné 1 pum. Piikladem muze byt [12]. Rozmér
jednoho um odpovida objemové jedné poloviné femtolitru, coz je napriklad za
hranici bézné manipulace za pomoci electrowettingu.



1. Motivace a Cile

sin ot

sin ot
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Obrazek 1.4.: Typy dielektroforézy: @ Konven¢ni dielektroforéza - V misté obou nabojli
je elektrické pole rizné. @ Elektrorotace - Otaceni objektu v rotaénim
elektrickém poli. Dielektroforéza postupnou vinou - Objekt pohybujici
se ve sméru gradientu faze. (Pfekresleno z [13])

Vzhledem k tomu, ze fenomén dielektroforézy je pro tuto praci stézejni a v okruhu
elektrotechnickych inzenyr neni obecné znamy, bude jeho podrobnéjsimu po-
pisu vénovana cela nasledujici podkapitola. Podrobné odvozeni, ze kterého také
vychézi tato prace, je provedeno napt. v knize [13].

1.4. Matematicko-fyzikalni popis dielektroforézy

Uvazujme elektricky neutralni avsak polarizovatelny objekt vystaveny vnéjsimu
elektrickému poli. V disledku ptsobeni tohoto pole se objekt elektricky polari-
zuje a dochéazi k hromadéni elektrického naboje na jeho povrchu. Celkové vsak
zustane objekt elektricky neutralni. Polarizaci objektu miizeme v nejjednodus-
sim pripadé vysvéetlit jako nepatrné vychyleni elementarnich nabojt obsazenych
v hmoté ze svych klidovych poloh na zakladé Coulombovy sily vyvolané ex-
ternim polem. Schematicky obrazek ilustruje takovy pripad. Z obrazku je
navic patrné, ze pokud bude vnéjsi elektrické pole nehomogenni, bude na oba
opacné naboje dipdlu pisobit rozdilna sila. Cely objekt bude tedy pocitovat silu
rovnou jejich souctu

F=—¢E(r)+¢E(r+d). (1.1)

Celou soustavu vychylenych naboj uvnitt objektu mtizeme v prvnim priblizeni
nahradit dipélovym momentem, jehoz velikost bude tmérna externimu elek-
trickému poli, p =~ E. Tuto aproximaci miizeme pouzit v ptipadé, ze velikost
objektu je zanedbatelnd oproti nehomogenité vnéjsiho elektrického pole.
Pokud bude vnéjsi elektrické pole homogenni bude cely systém v rovnovaze
a na objekt nebude piisobit zadna sila. V pripadé nehomogenniho pole vsak



1.4. Matematicko-fyzikalni popis dielektroforézy

bude na kazdy elementarni naboj ptsobit riizna Coulombova sila v zavislosti na
rozdilnych pozicich naboji. Celkova sila plisobici na objekt bude timérna gra-
dientu elektrického pole a velikosti indukovaného dip6lového momentu. Jak jiz
bylo zminéno je i samotny dipélovy moment imérny elektrickému poli. Rovnici
pro silu tedy muzeme zapsat v nasledujicim tvaru

F~VE p~VE?, (1.2)

kde E? m4 vyznam elektrostatického tlaku. Sila je tedy imérnd gradientu tlaku
obdobné jako v klasické mechanice. Vztah nam udavd zékladni kvalitativni
chovani dielektroforetické sily ve stacionarnim poli.

1.4.1. Positivni a negativni dielektroforéza

Vyse uvedeny vztah v rovnici odpovida pouze obecnému Teseni ve stacio-
narnim poli. Pfesnéjsiho vyjadreni dosahneme doplnénim konstanty timeérnosti
a rozsitenim tohoto vztahu pro harmonicky pribéh elektrického pole.

Jak jiz bylo zminéno, zavisi dielektroforéza na elektrickych vlastnostech ka-
palného média i plovouciho objektu. Uvazme pro zacatek pouze bezeztratové
prostfedi (dokonale nevodivé). Potom lze pro kulové symetricky objekt odvodit
dielektroforetickou silu, viz napt. [13]

€2 —¢&1

F =2rR%———
m €1€2+2€1

VE?, (1.3)

kde ¢; znac¢i permitivitu prostiedi, €5 permitivitu kulového objektu a R jeho
polomér. Podil permitivit v tomto vztahu ma jiz ve fyzice své misto a je nazyvan
CM (Claussius-Mossotti) faktor

oo f27Cf (1.4)
€9 4 2e1

Tato veli¢ina mé pro dielektroforézu znaény vyznam. Ze vztahu je zfejmé, ze
CM faktor je kladny pro €; < €5 a zaporny pro £; > &5. Z toho plyne, ze
i dielektroforéza je positivni nebo negativni v zavislosti na poméru obou permi-
tivit. Napf. pro kombinaci polystyrenovych kuli¢ek (e,9 &~ 3) a vody (g,1 = 80)
vychéazi CM faktor zaporny. Polystyrenové kulicky proto pocituji negativni die-
lektroforézu a jsou vypuzovany z mist s vysokym gradientem elektrického pole.
Naopak pro kombinaci vodnich kapicek (e,5 =~ 80) v oleji (¢,1 =~ 5) obdrzime
kladnou hodnotu a kapicky budou do mist s vysokym gradientem pritahovany.



1. Motivace a Cile

1.4.2. Dielektroforéza postupnou vinou a elektrorotace

Dalsim rozsitenim vztahu pro dielektroforézu je uvazeni ztratového prostredi
a casové proménného pole vzniklého harmonickym buzenim. Pro harmonicky
ustdleny stav muzeme vyuzit Fourierovy transformace a odvodit komplexni
Claussius-Mossotti faktor zavisly na frekvenci.

€5 — €]
K*(w) = 22—+ 1.5
@ =2k, (15
kde komplexni permitivity maji tvar
o

t = —. 1.6
€ €+ w0 (1.6)

Pro dielektroforetickou silu plati nasledujici vztah
F = 27 R’ R{K*(w)} VE%,/s . (1.7)

Jde o primé rozsiteni diive odvozeného vztahu pro prostredi se ztratami.
Jev, ktery tento vztah popisuje, se nazyva konvenc¢ni dielektroforéza. Diky ztra-
tovému prostredi se vSak objevuje zcela novy fenomén. Indukovany dipélovy
moment uvnit objektu mize mit oproti vnéjsimu elektrickému poli fazové zpoz-
déni. Interakce vnéjsiho pole s takto fazové zpozdénym dipolovym momentem
poté vyvolava dvé nové sily, které v bezeztratovém prostiedi nebyly patrné.
V prvnim pripadé je to tzv. elektrorotace vyvolavajici otaceni objektu, viz ob-
razek [1.4D] Ve druhém je to dielektroforéza postupnou vinou zpusobujici pohyb
objektu ve sméru ¢i proti sméru gradientu faze, jak je vidét na obrézku [I.4d
Oba tyto jevy jsou podminény pritomnosti nejméné tii elektrod, na které jsou
privadény fazové posunuté signdly. Pii pouziti pouze dvou elektrod nebo sig-
nala s fazovym rozdilem 180° elektrorotace ani dielektroforéza postupnou vinou
nenastava.
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2. Navazani na minulou praci

Jak jiz bylo zminéno v tvodni kapitole, inspiraci této diplomové préace se stal
drivéjsi projekt ctyrsektorového pole pro dielektroforézu slouzici k manipulaci
s polystyrenovymi kulickami, na kterém jsem pracoval v ramci své bakalarské
prace a individualniho projektu. Vzhledem k tomu, Ze je na tuto praci v mnohém
navazovano a také za ticelem lepsi dokumentace, budou v této kapitole probrany

vvvvvv

2.1. Manipulace s polystyrenovymi kulickami

Zcela ptivodni motivaci manipulace s pevnymi objekty za pomoci dielektroforézy
v nasi skupiné byly biologicky inspirované samosestavovaci procesy vyzadujici
pro svou funkci ndhodny pohyb komponent. Tato aplikace je podrobnéji roze-
bréana v diplomové praci vedouctho mé prace Jirtho Zeméanka [14]. M& tloha
v tomto projektu se jiz této puvodni aplikace netyka, ale vyuziva ziskané po-
znatky a Gdst instrumentace z tohoto projektu. Ukolem této préce bylo navrh-
nout automaticky ridici algoritmus schopny na zakladé obrazové zpétné vazby
autonomné manipulovat s polystyrenovou kulickou a planovat vhodnou trajek-
torii mezi soucasnou a cilovou pozici.

Motivaci této prace je tedy predevsim demonstrace pouzitého fyzikalniho jevu
dielektroforézy ve spojeni s ridici technikou pro ucely mikromanipulace. Navr-
zeny manipulac¢ni princip mize byt dale aplikovan pro konkrétni tlohy, jak je
tomu v druhé ¢asti této prace.

2.2. Experimentalni platforma

Detailni popis pouzité platformy je jiz podrobné zdokumentovan v mé bakalar-
ské préci [I5] a ¢élanku [16]. V této kapitole bude proto platforma popséna jen
velice strucné, ¢isté za tucelem pohodli ¢tenare.

Experimentalni platforma se sklada ze ¢tyt zédkladnich soucasti, kterymi jsou
elektrodové pole, 64-kandlovy generator, kamerovy systém a pocitac s ridicim al-

vvvvvv

znazornéné na obrazku[2.1b] Jde o sklenény podklad, na ktery je nanesena vrstva

11



2. Navazani na minulou praci

zlata o sile priblizné 50 nm. Ve vrstvé zlata je poté za pomoci laserového paprsku
vytvorena struktura 48 planarnich elektrod. Na toto pole elektrod je nasledné
nalepen bazének z polymeru, do kterého je nalita deionizovana voda s polystyre-
novymi kulickami. Sitka elektrod i velikost kuli¢ek byla v tomto piipadé zvolena
na 50 um. Shodné chovani mame vsak ovéfeno i na elektrodach sitky 100 um
a kulickach velikosti 250 pm.

Pro generovani signédli privadénych na elektrody slouzi 64-kanalovy generator
vyvinuty v nasi skupiné. Jde o zafizeni umoznujici generovani 64 fazové posu-
nutych obdélnikovych signali na zakladé prikazt posilanych z PC pres sériovou
linku. VSechny kandly maji spolecné nastavitelnou frekvenci a amplitudu v roz-
mezi 0 — 20V pri 50Hz — 3.15MHz a individudlné nastavitelnou fazi v rozmezi
0 —360° v 16 krocich. Vystupni signaly jsou generovany za pomoci darlingtono-
vych tranzistort s pull-up rezistory.

Navrzeny zptisob fizeni pomoci fazové posunutych signali se ukazal byt velice
prakticky, nebot z implementacniho hlediska je daleko snazsi individualné ménit
fazi signalu nez jeho amplitudu. Zménou vzajemné faze mezi dvéma elektrodami
ménime i efektivni hodnotu napéti, od které se odviji vliv konvencni dielektrofo-
rézy. Zaroven tento zpusob umoznuje vyvolat dielektroforézu postupnou vinou,
kterd ovsem v této praci neni vyuzita.

2.3. Rizeni dielektroforézy

Pro kombinaci polystyrenovych kulicek a deionizované vody je redlné ¢ast Claussius-
Mossotti faktoru zaporna pro nizké i vysoké frekvence. Z toho vyplyva, Ze na
polystyrenové kulicky bude plisobit negativni dielektroforéza. V praxi to zna-
mena, ze jsou kulicky odpuzovany od “aktivnich” elektrod. V nasem pripadé
tedy od elektrod, které maji odlisnou fazi od ostatnich.

Koncept planarniho elektrodového pole v zasadé umoznuje dva jednoduché
typy pohybii, jak je znazornéno na obrazku Prvni zptisob detailné zobrazeny
na obrazku spoc¢iva v odpuzovani polystyrenové kulicky od aktivovanych
elektrod. Timto zptisobem miizeme napiiklad vyvolat pohyb napfii¢ pres para-
lelné usporadané elektrody jednoduchym posouvanim aktivované elektrody na
jednu nebo na druhou stranu.

Druhou moznosti na obrazku je vyuziti lokalnich stabilnich oblasti. Die-
lektroforeticka sila diky své nelinearité umoznuje prekvapivou moznost vyvolat
stabilni levita¢ni polohu. Dany jev si miizeme predstavit jako potencidlové pole
tvaru obracené¢ho dna konakové lahve. Tedy z jisté ¢asti prostoru, v obrazku vy-
znacené cervenou elipsou, budou objekty stahovany do stredu stabilni oblasti,
kde se nachézi equilibrium. Toto je pomérné vzacny jev. Napriklad pouzitim

12



2.3. Rizeni dielektroforézy

Obrazek 2.1.: Platforma pro manipulaci s polystyrenovymi kuIiEkami:l@lfotograﬁe kom-
pletni platformy, elektrodové pole na skle, pohled na pole pres
zvétSovaci objektiv kamery

13
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Obrazek 2.2.: Rizeni na &tyfsektorovém elektrodovém poli: @ Diskretizace aktivni ob-
lasti do tvaru Sachovnice - kazdé Sachovnicové pole ma své jedinecné Cislo,
oranzova pole vyznacuji pozice dosazitelnych stabilnich ekvilibrii, modré
Sipky definuji kalibrované obrazové soufadnice. @ Moznosti Ctyfsektoro-
vého pole - Cerné Sipky naznacuji mozné implementované pohyby, Cervena
Sipka naznacuje priklad trajektorie.

magnetického pole nelze dle Earnshawovy véty podobného efektu bez pouziti
zpétné vazby dosdhnout. Pokud je navic konfigurace elektrod na planarnim poli
vhodnd, je mozné vyvolat stabilni oblasti, které se vzajemné prekryvaji. Jejich
postupnym prepinanim lze poté opét manipulovat s polystyrenovymi kulickami.
Velmi zajimavou vlastnosti zminéného postupu je moznost tizeni v oteviené
smycce, coz pri manipulaci s extrémné malymi objekty, které neni snadné dete-
kovat v obraze kamery, miize znamenat znac¢ny prillom.

2.4. Navrh manipulacni strategie

Oba vyse zminéné postupy byly vyuzity k navrhu algoritmu fizeni. Vzhledem
k tomu, ze jde spiSe o demonstrativni feseni nez skute¢nou aplikaci, bylo pri
navrhu dbano predevsim na jednoduchost a snadnou pochopitelnost algoritmu
spiSe nez na efektivitu a robustnost.

Aktivni plocha ¢tytrsektorového pole byla diskretizovana do tvaru Ssachovnice
o rozméru 23 x 23 poli, viz obrazek 2.2a] Nad timto diskrétnim prostorem déle
pracuje Tidici algoritmus. Jeho tlohou je zajistit premisténi polystyrenové ku-
licky z libovolné pocatecni pozice na elektrodovém poli do libovolné cilové pozice.

7Z navrzené kombinace implementovanych pohybu vyplyva, ze trajektorie mezi
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Obrazek 2.3.: Dva zakladni principy vyuzité pro navrh fizeni: @Smér pohybu v pripadé
jedné zapnuté elektrody. Cervend &ara ohrani¢uje ovlivnénou oblast. @
Stabilni equilibrium zpiisobené ¢tyfmi aktivovanymi elektrodami o stfidaji-
cich se fazich. Cerven elipsa v tomto p¥ipadé vyznauje p¥ibliznou hranici
stabilni oblasti.
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Obrazek 2.4.: Cast orientovaného grafu reprezentujiciho stavovy prostor. Vrcholy grafu
jsou jednotlivd pole a jeho hrany znazornuji jednokrokové presuny. Ke
kazdé hrané dale nalezi informace o fazich privedenych na elektrody
(v modrych rameccich).

dvéma body nemtize byt libovolna. Jak jiz bylo zminéno, implementovan byl
pohyb ve sméru kolmém na elektrody nebo na jejich diagondlnim rozhrani. Jejich
kombinaci vsak jiz muzeme slozit trajektorii propojujici libovolné dva body, jak
je vidét na obréazku [2.2D]

Ukolem fidiciho algoritmu je tedy nejen ¥izeni pohybu kulicky ale i pléanovani
vhodné trajektorie. Tuto v obecném pripadé dosti slozitou tlohu soucasného
planovani trajektorie a Tizeni lze vSak v nasem pripadé vyresit velice elegantné
a jednoduse na zakladé zavedené diskretizace prostoru a empiricky ovérené abe-
cedy jednokrokovych pohybii. Vezméme v tivahu napiiklad trajektorii z obrazku
[2.2D] Trajektorie za¢ina v bodé 327. Z tohoto bodu je mozné posunout se pouze
nahoru nebo dolu aktivovanim elektrody ¢islo 40 resp. 42. Tento postup je mozné
opakovat az po dosazeni diagonalniho rozhrani. Zde se uplatni druhy postup ma-
nipulace pomoci pfepinani stabilnich ekvilibrii. Pozice téchto stabilnich oblasti
jsou zndzornény oranzovou barvou na obrazku [2.2a] Kazda z nich zasahuje do
osmice sousednich poli, jak je vidét na obrazku Postupnym prepinanim
stabilnich oblasti tedy mtizeme vyvolat pohyb po diagonale. Opétovné opus-
téni diagonaly ve sméru kolmém na elektrody je mozné odpuzenim od konce
elektrody.

Pokud chceme tuto tlohu resit automaticky, je tfeba ji reprezentovat ve formé
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2.4. Navrh manipulacni strategie

vhodné ke strojovému zpracovani. Zcela primocara je v tomto pripadé reprezen-
tace stavového prostoru ve formé orientovaného grafu. Vrcholy grafu zde budou
jednotliva sachovnicova pole a hrany budou sméfovat k sousednim polim, na
které je mozné se presunout v jednom kroce prislusnym prepnutim elektrod.
Kazda hrana musi mit také pridruzenou informaci, jaké faze maji byt na elek-
trody privedeny. Vyrez takového grafu je zndzornén na obrazku 2.4, Vybrana
¢ast zobrazuje jednokrokova propojeni s polem c¢islo 50. Je vidét, ze z tohoto
pole se miuzeme dostat do péti sousednich poli. Nikoli tedy do celé osmice. To
je zpusobeno geometrii elektrodového pole, kterd takové pohyby jednoduse neu-
moznuje. Muzeme si dale vsimnout, ze vSechny hrany smérujici zpét na vychozi
pole maji stejnou konfiguraci fazi privadénych na elektrody. To je proto, Ze na
této pozici je mozné vyvolat stabilni equilibrium. Nad takto sestavenym grafem
dale pracuje planovaci algoritmus.

Ze samotné podstaty ulohy vyplyva nékolik vlastnosti grafu. Predevsim je
graf souvisly, neboli mezi kazdymi dvéma vrcholy existuje orientovana cesta.
Tuto vlastnost uz jsme intuitivné odvodili z obrazku tvrzenim, Ze sloZzenim
diagonalniho pohybu a pohybu napti¢ elektrodami lze propojit dvé libovolna
pole. Tuto vlastnost miizeme snadno dokazat i z matice sousednosti grafu A.
Tato matice velikosti N x N, kde N je pocet vrcholi grafu (v nasem piipadé
N = 629) je definovana tak, ze kazdy prvek a; ; je roven jedné v pripadé, ze z vr-
cholu 7 existuje hrana do vrcholu j. V opa¢ném pripadé je roven nule. Souvislost
grafu ovérime napr. vypoctenim A", kde n < N a naslednou kontrolou nulovych
prvki. Pokud se ve vysledku zadné nuly nevyskytuji, je graf souvisly. Z to-
hoto vyrazu muzeme urcit i nejdelsi optimalni cestu existujici v grafu nalezenim
nejmensiho n, pro které plati pfedchozi podminka. Nejdelsi mozna optimalni
cesta ma potom délku praveé n, které je v nasem ptipadé rovno n = 50.

2.4.1. Implementace fridiciho algoritmu

Orientovany graf byva v pocitacové logice reprezentovan dvéma zptisoby. Budto
spojovym seznamem, nebo matici sousednosti. Efektivni volbou by v tomto
pripadé mél byt spojovy seznam, nebot zabird daleko méné paméti pocitace
a umoznuje efektivnéjsi prohledavani. Z divodu vétsi prehlednosti a upravitel-
nosti, ale také kvuli implementaci v MATLABu, ktery je daleko 1épe vybaven
pro praci s maticemi nez se spojovymi seznamy, byla vSak zvolena matice sou-
sednosti. Zde se také nachazi divod, pro¢ nejsou sachovnicova pole indexovana
dvéma indexy, ale pouze jednim. Matice sousednosti by v takovém pripadé mu-
sela byt ¢tyfrozmérna a obsahovat dvé hodnoty indextu (v praxi je toto Feseno
funkei ind2sub, kterd jednorozmeérny index prevadi na dvourozmérny).

Za stejnym tucelem a to, aby byl ridici algoritmus co nejjednodussi, bylo pro
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planovani trajektorie zvoleno prohledévani do Sitky. Optimdlni trajektorie je
tedy volena ve smyslu nejmensiho poc¢tu krokt. Pokud takovych trajektorii exis-
tuje vice, je jedna z nich nahodné vybrana.

Pokud by se polystyrenova kulicka chovala presné podle predpokladanych
vlastnosti, teoreticky by stacilo celou drahu naplanovat na poc¢atku a poté pouze
na zakladé obrazové zpétné vazby prepinat jednotlivé kroky. Bohuzel je vSak tra-
jektorie velmi Casto ovlivnéna rtiznymi nepredpokladanymi vlivy. Planovanou
trajektorii je proto potfeba za béhu fidiciho algoritmu upravovat. Nevyhodou
prohledavacich algoritmt pro ucely tizeni v redlném case je, ze vypocetni na-
rocnost se fadové méni v zavislosti na délce hledané trajektorie a neni snadné
urc¢it nejdelsi dobu pribéhu. Z tohoto divodu byla zvolena metoda predpla-
novani veskerych moznych trajektorii predem, které je zde mozné diky nevel-
kému stavovému prostoru. Planovaci algoritmus se jednoduse spusti pro vsechny
kombinace pocatecnich a cilovych pozic a vysledky prohledavani se ulozi do ta-
pouze prvni krok, protoze v nasledujicim kroce jiz miize byt trajektorie nega-
tivné ovlivnéna. Staci si proto z kazdé této trajektorie ulozit prvni krok a cela
napldnovand trajektorie mize byt nasledné iterativné zrekonstruovana. V této
chvili je nutnd poznamka, zZe trajektorie musi byt optimalizovana na zakladé
monoténné rostouciho kritéria (kazdd ¢éast cesty musi mit nenulovou kladnou
cenu), aby se zamezilo vzniku cykli. Kritérium ve formé poc¢tu kroku vsak tuto
podminku dozajista spliuje. Vysledkem celé této pomérné vypocetné narocéné
operace je tedy Ctvercova matice velikosti 629 x 629 obsahujici pro kazdou star-
tovni a cilovou pozici ¢islo pristiho pole naplanované trajektorie. Tato matice
ma mimochodem stejné rozmeéry jako samotnd matice sousednosti a umoznuje
velmi rychlé planovani trajektorie, které tak miize byt provadéno v kazdém cyklu
fidiciho algoritmu i pri velmi vysoké frekvenci.

Navrzeny fidici algoritmus je ve skutecnosti velmi jednoduchou variantou
explicitntho MPC (Model predictive control). MPC je moderni fidici algorit-
mus vyuzivajici znalosti modelu systému k predikci jeho chovani a optimalizaci
vstupni sekvence. Jeho nejvétsi vyhodou je, ze do tidici sekvence zahrnuje i infor-
maci o omezeni systému, jako jsou naptiklad saturace vstupu nebo limity stavo-
vych veli¢in. Algoritmus pracuje tim zpiisobem, ze v kazdém kroce je vypoctena
optimalni budouci vstupni sekvence obvykle metodou LQ (linear quadratic) fi-
zeni na koneéném casovém horizontu nékolika desitek vzorkt. K samotnému
fizeni je vSak pouzit pouze prvni prvek vygenerované sekvence a v dalsim cyklu
se cela optimalizace provadi znovu. Z toho vyplyva, ze MPC je velmi vypocetné
narocné.

Tuto zjevnou nevyhodu castecné resi tzv. explicitni MPC. Tato varianta pre-
diktivniho Tizeni vyuziva tzv. off-line optimalizace na celém stavovém prostoru.

18



2.5. Rozpoznavani v obraze

Obrazek 2.5.: Snimek elektrodového pole ziskany z kamery. Na obrazku jsou vidét poly-
styrenové kuli¢ky velikosti 50 um a déle je naznacena kalibrace souradného
systému. Cervené k¥izky zna&i mista pro kliknuti p¥i kalibraci.

Vysledkem takové optimalizace byva po ¢astech definovand funkce stavi urcujici
fizeni. Ridici algoritmus poté v kazdém kroku namisto provadéni optimalizad-
niho vypoc¢tu pouze vyhodnocuje tuto funkci. Tento trik umoznuje uplatnéni
prediktivniho fizeni i pro pomeérné rychlé procesy vyzadujici vzorkovaci frek-
venci v fadu kHz.

Navrzeny tidici algoritmus je tedy explicitnim MPC. Pouze diky povaze tlohy
je stavovy prostor konecny a optimalizace nevyuziva LQ kritéria, ale prohledava-
ciho algoritmu k nalezeni optimalni vstupni sekvence. Tabulka predpocitanych
hodnot je velikosti 629 x 629 x 2byte, tedy méné nez 1 MB dat.

2.5. Rozpoznavani v obraze

Velmi dulezitou soucésti fidiciho systému je rozpoznavani v obraze. Tedy pocita-
covy algoritmus, ktery na zakladé obrazu z kamery vypocte prostorové soutrad-
nice kontrolovaného objektu. Obraz je snimén cernobilou kamerou PIKE F-032
o rozliseni 640 x 480 pixelti a maximalni snimkové frekvenci 120 fps. Obrazek
zobrazuje snimek z kamery s polystyrenovymi kulickami o velikosti 50 pm.
Na obrazku je vidét, ze elektrodové pole neni vycentrované a je mirné pooto-
¢ené. Ukolem algoritmu je tedy nejen nalezeni hledaného objektu v obraze, ale
i kalibrace obrazovych soutradnic.

2.5.1. Kalibrace soufadného systému

Kalibrace souradného systému probiha vzdy na zacatku algoritmu kliknutim
do dvou krajnich bodu aktivni oblasti, viz obrizek 7 téchto bodu se déle
sestavi afinni transformace souradnic do pracovniho prostoru zvyraznéného na
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obrézku modrym ¢tvercem.

Transformace se provadi v tzv. homogennich soutadnicich. Jde o jednoduchou
matematickou pomiicku, diky které je mozné reprezentovat nelinearni transfor-
mace ve 2D prostoru (napf. translace) pomoci maticového nasobeni v prostoru
o jednu dimenzi vétsim. Vztah mezi kartézskymi a homogennimi souradnicemi
bodu P jsou definovany nasledujicim zpiisobem.

Pc:[)}f] S Ph— )5//5 | (2.1)

kde w je volny parametr, ktery mize byt libovolné ménén, avsak z praktic-
kého divodu byva jeho hodnota rovna jedné, nebot v tomto pripadé degeneruji
homogenni souradnice bodu do tvaru

Ph=|Y (2.2)

a neni tfeba operace déleni pro zpétny prevod do kartézskych souradnic. Sa-
motna afinni transformace se sklada ze tti zakladnich operaci jimiz jsou translace,
rotace a zména méritka. Jak jiz bylo zminéno, v homogennich souradnicich mo-
hou byt tyto operace reprezentovany maticovym nasobenim. Pro translaci ma
transformacni matice tvar

10 T,
T=1[01T,]|. (2.3)
00 1

Transformace rotace je reprezentovana maticovym nasobenim i v kartézskych
soutadnicich. V homogennich soufadnicich je pouze rozsitena o jednu dimenzi

cos(p) sin(e) 0O
R=| —sin(p) cos(p) 0 | . (2.4)
0 0 1

Posledni transformaci v nasem ptipadé je zména méritka

S, 0 0
s=|o0 s, 0. (2.5)
0 0 1

Vzhledem k tomu, Ze je rovina elektrodového pole rovnobézna s obrazovou ro-
vinou mizeme parametry S, a S, povazovat za shodné. Je tedy vidét, Ze celd
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2.5. Rozpoznavani v obraze

transformace ma ¢tyfi volné parametry . Jsou jimi posun ve sméru x a y a thel
natoceni  a zvétseni S. VSechny tyto parametry jsou primo odvoditelné z obou
kalibrovanych bodti, které jsou rovnéz urceny ctyimi parametry. Kompletni
afinni transformace muze byt poté vypoctena ze soustavy rovnic propojujici
kalibrované body nebo jako soucin dil¢ich transformacnich matic

To=T-R-S. (2.6)

2.5.2. Detekce objektu

Jak je vidét na obrazku jsou polystyrenové kulicky na elektrodovém poli
velmi dobfe patrné. Jejich poloha mize byt velmi snadno nalezena napt. po-

Vviev

vvvvvvvv

dvou objekti se nachézi mezi nimi.

Z toho duvodu byl zvolen k detekci kulicek algoritmus detekce lokalnich ma-
xim. Algoritmus pracuje na zakladé konvoluce s druhou derivaci gaussovského
jadra. Zakladni vyhodou tohoto postupu je, ze gaussovské jadro v rovnici
stejné jako i jeho derivace je takzvané separabilni neboli rozlozitelné na soucin
dil¢ich funkci v jednotlivych proménnych.

M
(M)
M

1 ey R e 1 -
G(z,y) = ——e ( "5) = e 1 . e 23 (2.7)
2wo109 2moy 270y

=
qu‘&

Diky této vlastnosti poté mizeme rozlozit dvourozmérnou konvoluci na jed-
norozmérnou pro sloupce a tadky zvlast coz vede ke znacnému zefektivnéni
algoritmu. V diskrétni podobé je algoritmus konvoluce definovan rovnici

p P
I «G = Z Z Iz’—k,j—l Gk,l y (28)

k=01=0

kde I znaci obrazek velikosti mxn a G je konvolué¢ni jadro velikosti px p. Celkovy
pocet operaci je tedy v tomto pifpadé tmérny m x n x p?. Diky separabilnosti
gaussovského jadra vSsak muzeme konvoluci zapsat nasledujicim zptsobem

p
I xG = Z Igi_;w- Gk s (29)
k=0
kde ,
k=0
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Obrazek 2.6.: Rozpoznani objektu v obraze za pomoci konvoluce s derivaci gaussianu:
konvolu¢ni jadro - druha derivace gaussianu, Dvé blizké kulicky
v obraze (vyfez z obrazu kamery v pseudobarvé), vysledek konvoluce

G, je zde dil¢&f jednorozmérné gaussovské jadro z rovnice 2.7 velikosti p. Celkovy
pocet operaci je tedy v tomto pripadé redukovan na m x n x 2p, tedy narocnost
algoritmu je o jednu dimenzi sniZena.

Hlavni vyhodou tohoto algoritmu je, ze dokéze rozlisit i dvé velice blizké
kulicky, nebof bere v tvahu i Sirsi okoli objektu. Vysledné konvolucni jadro

dané vztahem ) by )
(0% —2%) (0" —y°) _s24
GQd(IJ y) = \/%0_9 e 202 (211)

je znazornéno na obréazku [2.6al Je zfejmé, Ze tento tvar neni zcela optimélni.
Postrada rotacni symetrii a jeho znaménko se stridavé méni v osmici sousednich
¢tverci. To je bohuzel dan za separabilnost jadra v kartézskych souradnicich. Ta

nam vsak prinasi takové zrychleni algoritmu, zZe se vyuziti derivace gaussovkého
jadra rozhodné vyplati, a jak je vidét na obrazku pro ucely rozpoznavani
polystyrenovych kulicek je zcela postacujici. I dva velice blizké objekty znézor-
néné na obrazku [2.6b| vyusti po konvoluci ve dvé zcela oddélend lokélni maxima.
Pro ziskani pozic jednotlivych objekti tedy vysledek konvoluce prahujeme a vy-
birdme lokalni maxima.

Dalsiho zrychleni algoritmu dale mtzeme docilit vyuzitim predpokladu, ze se
objekty na elektrodovém poli nepohybuji prilis rychle. Konvoluci tedy miizeme
provadét pouze v tésném okoli predchozi pozice objektu.

2.5.3. Zpresnovani pomoci tézisté

VysSe popsany algoritmus vyuzivajici konvoluce a vyhledani lokalnich maxim
ma jednu drobnou nevyhodu. Lokalni maximum se nenachézi vzdy v presném
stfedu objektu. Je to dano tim, zZe intenzita objektu v obraze mirné kolisa a také
proto, ze je poloha maxima ovlivnéna okolim objektu. Z tohoto duavodu byl
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2.6. Vysledky experimentii

Vv

vV

je pro vypocet zvoleno velice tésné okno. Pozice tedy muze byt korigovana pouze
o nékolik pixeli a nemuze dojit k posunu mimo zvoleny objekt.

Vysledkem je pomérné robustni algoritmus, ktery dokaze odlisit i dvé dotyka-
jici se polystyrenové kulicky a umoznuje sledovani jejich polohy v realném case.
Experimenty navic ukazaly, Ze je schopen zpracovat priblizné 30 az 50 snimk
za vterinu, coz je pro nasi aplikaci vice nez dostatecné, nebot fidicimu algoritmu
postaci priblizné 10 az 15 snimku za vtefinu.

2.6. Vysledky experimentii

Poté, co byla platforma sestavena a ozivena, bylo provedeno nékolik experimentii
za UcCelem prokazani funkcénosti a opakovatelnosti manipulace. Vzorkovaci frek-
vence algoritmu byla zvolena na 15 Hz. Dtivodem takto nizké frekvence pritom
neni samotny algoritmus. Ten muze bézet daleko rychleji. Zpomaleni zptisobuje
nutnost uklddani videa za béhu algoritmu pro ucely pozdéjsiho vyhodnoceni.
Ukazuje se vSak, ze snizeni vzorkovaci frekvence neni problémem, nebot fidici
algoritmus pracuje spolehlivé i pri takto nizké frekvenci. Amplituda signalt pri-
vadénych na elektrody byla nastavena na 6 V pri frekvenci 100 kHz. V obou
téchto hodnotach je znacna volnost. Algoritmus pracuje spolehlivé v rozmezi
napéti od 5 do 15 V pri frekvencich od 1 kHz do 3 MHz. Vyssi napéti vSak
zpusobuje zbytecné vyssi vykonovou ztratu na budic¢ich generdtoru, proto je na-
péti drzeno na své dolni hranici. Volba frekvence je zde témér libovolna. Pro
nizké frekvence je vyssi riziko vzniku elektrolyzy vody a nasledného poskozeni
elektrod. V pripadé deionizované vody vsak tento jev pro dany rozsah napéti
a frekvenci neni vyznamny. Pro frekvence vyssi nez ptiblizné 1 MHz je poté
vystupni napéti generatoru omezovano parazitnimi kapacitami elektrod a pti-
vodnich vodi¢a. Vystupni napéti je tak o néco nizsi nez nastavena hodnota. Ani
tento jev vSak nepredstavuje prilisné komplikace.

Videa ziskana z experimentti byla posléze vyhodnocena a doplnéna o vizu-
alizaci aktivnich elektrod a pldnované trajektorie. Ukézka této vizualizace se
nachdzi na obrazku [2.7] Z obrézku je patrna funkce fidictho algoritmu. Nejprve
je vyhodnocena poloha samotného objektu a index pole, na kterém se nachézi.
Tento index spole¢né s informaci o cilové pozici slouzi k adresaci predpocitané
matice obsahujici informaci o pristim kroku fidictho algoritmu a prislusném aké-
nim zasahu, viz podbarvené elektrody.

Predpocitana matice obsahuje informaci pouze pro jeden krok algoritmu. Po-
kud chceme zobrazit celou pldnovanou trajektorii, jak je tomu na obrazku [2.7]
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Obrazek 2.7.: Vizualizace funkce Fidiciho algoritmu. Aktivni elektrody jsou podbarveny
na zakladé privedené faze, cilovd pozice je znalena Cervenym kiizkem
a planovana trajektorie je znazornéna krizky zlutymi.

musime ji vyhledat rekurzivné. Na zakladé aktudlni a cilové polohy zjistime po-
lohu pristi, z té nasledujici atd. Tato informace vSak neni pro samotné rizeni
nikterak dulezita, nebot je vzdy pouzit pouze prvni krok naplanované trajekto-
rie. Ve videu je vsak velmi uziteénd, nebot nam ukazuje, jak se trajektorie méni
v zavislosti na vlivu prostredi.

Ukazuje se, ze odchylky od ptvodné naplanované trajektorie jsou pri fizeni
zcela bézné. Nastavaji napriklad pri kolmém pohybu pres elektrody, kde strategie
manipulace nedovoluje fizeni objektu ve sméru rovnobézném s elektrodami, ale
i v mnoha jinych situacich. Z experimenti vSak vyplyva, Ze i pTes nejriuznéjsi
odchylky je cilové pozice v naprosté vétsiné pripadii dosazeno.

Za ucelem prokazani opakovatelnosti procesu fizeni, byla provedena série ex-
perimentt s jednoduchymi opakujicimi se trajektoriemi, viz obrézek 2.8 Tra-
jektorie byly voleny tak, aby co nejlépe vystihovaly procesy na elektrodovém
poli. Vzhledem k tomu, Ze se kazda libovolna trajektorie sklada z pohybu po di-
agonalnim rozhrani a pohybu napri¢ pres elektrody, je potfeba charakterizovat
predevsim tyto dva zakladni pohyby.

P1i pohybu napri¢ pres elektrody je velice dulezité charakterizovat odchylku
ve sméru rovnobézném s elektrodami, ve kterém je kulicka nefiditelna. Pro tento
ucel byl zvolen experiment na obrézku [2.8al Vyhodnocena byla odchylka od ide-
alni trajektorie ve tvaru primky propojujici dva vychozi body trajektorie. Jelikoz
k nejvétsi odchylce dochazi vzdy na zacatku trajektorie pri opousténi diagonal-
niho rozhrani a po zbytek trajektorie se jiz odchylka viceméné neméni, byla jako
nejvice charakterizujici zvolena odchylka v poloviné této trajektorie. Vysledné
rozlozeni naméfenych dat je zobrazeno ve tvaru histogramu na obrazku [2.9a]
Z obrazku je na prvni pohled patrné, Ze rozlozeni odchylky trajektorie je vy-

24



2.6. Vysledky experimentii

(a) (b)

Obrazek 2.8.: Testovaci trajektorie pro testovani opakovatelnosti procesu fizeni: @tes—
tovani manipulace ve sméru kolmém na elektrody, [(b)| testovani na diago-
nalnim rozhrani.

[%]
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Obrazek 2.9.: Histogramy rozlozeni odchylky od planovanych trajektorii. Horizontalni
osa zobrazuje velikost odchylky normovanou k velikosti jednoho Sachov-
nicového pole a vertikalni osa znaéi procentudlni vyskyt. Histogram |(a)
zobrazuje odchylku pfi pohybu napti¢ pres elektrody v kolmém nefiditel-
ném sméru a na histogramu [2.9b] je zobrazena absolutni vzdalenost dvou
trajektorii na diagonalnim rozhrani.
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chylené do kladnych hodnot. Kulicky tady maji spise tendenci ptiblizovat se ke
sttedu elektrodového pole. Vodorovné métitko zobrazeného grafu je normovano
k velikosti jednoho Sachovnicového pole. Pro hodnoty odchylky v rozmezi od
—0.5 do 0.5 tedy pripada poloha objektu na stejné Sachovnicové pole a je z po-
hledu tidiciho algoritmu nerozlisitelna. Z histogramu vsak vidime, ze priblizné
ve 30% pripadu je tato hranice prekrocena. V pripadé této testovaci trajektorie
nepusobi takova zmeéna zadny problém. Algoritmus okamzité zareaguje zménou
planované trajektorie a vertikalni poloha se upravi pti dosazeni diagonalniho
rozhrani. Problém vSak muze nastat, bude-li cilovd poloha zvolena napriklad
v poloviné useku napri¢ elektrodami. V takovém pripadé algoritmu nezbyva jina
moznost nez vratit kulicku zpét na diagonalni rozhrani a pokusit se o dosazeni
spravné cilové pozice znovu. V nékterych pripadech toto muize vést k nékolika
cyklim. Nakonec je vsak i takovéto cilové pozice obvykle dosazeno.

Na diagonalnim rozhrani je situace zcela odlisna. Jak je vidét na obrazku
2.8b| je tato trajektorie velice dobte definovana. To je dano tim, ze je kulicka
drzena ve stabilnich oblastech a veskeré ndhodné odchylky diky tomu samo-
volné odeznivaji. Mizeme si vSak vSimnout, Ze se trajektorie lisi v dopredném
a zpétném sméru. Ve sméru nazpét naptiklad neprochézi trajektorie stiedem
pole. Tato odchylka je zptisobena nepresnosti elektrodového pole, diky které se
kulicka pravidelné dostava na nepredpokladanou pozici, ze kterého existuje jina
trajektorie.

Statisticky byla v pripadé diagonalniho rozhrani vyhodnocena absolutni vzda-
lenost opakovanych trajektorii. Vzdalenost byla mérena pres vSechny pixely tes-
tovanych trajektorii. Na obrazku je vidét vysledek experimentu. Z histo-
gramu je ziejmé, ze témér ze 70% jsou trajektorie zcela totozné. Porovname-li
dale zbylé odchylky s odchylkami na obrézku [2.9a] zjistime, Ze jsou oproti nim
zcela zanedbatelné.

Z experimentu tedy vyplyva, ze pokud budeme brat v tvahu fyzikalni ome-
zeni systému a budeme volit cilové pozice bud na diagonalnim rozhrani nebo ve
sttedu pole, muzeme dosdhnout velice dobré opakovatelnosti a perfektni stabi-
lity cilové pozice. Pokud se totiz ta bude nachazet v misté stabilniho equilibria,
bude kulicka vzdy presné stabilizovana v centru stabilni oblasti. Tedy jiz ne
na zakladé obrazové zpétné vazby, ale na zakladé tvaru elektrického pole ge-
nerovaného elektrodami. Cilova pozice bude tedy v tomto pripadé definovana
daleko pfesnéji nez je piivodni rozliseni algoritmu na jedno Sachovnicové pole
a to minimalné na rozliseni dané histogramem [2.9b]
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2.6. Vysledky experimentii

() b) ()

Obrazek 2.10.: Paralelni manipulace se dvéma objekty: @obé kuli¢ky jsou nejprve na-
vigovany do prednastavenych pozic v protilehlych kvadrantech pole,
v momenté kdy jsou na svych mistech spusti se prednastavena sekvence
dvou kroki, ktera kulicky privede do stiedu pole, obé kulicky se na-
chazeji ve stfedu pole.

2.6.1. Paralelni manipulace se dvéma objekty

Velkou vyhodou systémii s vice aktuatory je moznost paralelni manipulace s vice
objekty. V nasem ptipadé elektrodového pole se 48 individualné tizenymi elek-
trodami je tato moznost vice nez zjevna. Navic paralelni manipulace otevira
dvete celé tadé zajimavych tloh jako je tFidéni, separace nebo tizené slucovani
ruznych objektt. Aplikaci téchto tloh mize byt napriklad jiz zminéna kombina-
torickd chemie, kde je zapotiebi fizené slucovat mald mnozstvi vychozich latek,
¢i biologii pro tridéni jednotlivych bunék. Rozhodli jsme se proto demonstro-
vat i tuto moznost manipulace. Konkrétné tedy paralelni manipulaci se dvéma
objekty a jejich vzajemné privedeni k sobé veprostied elektrodového pole.

Pti paralelni manipulaci vsak nastava znac¢ny problém s planovanim. Je tieba
vzit v tivahu i vzajemné ovliviiovani fizeni obou objekt a mozné kolize pouziva-
nych elektrod. V obecném ptipadé jde o relativné komplikovanou tlohu, kterou
jiz neni tak snadné naplanovat predem. Jelikoz vsak jde v nasem pripadé mani-
pulace s polystyrenovymi kulickami viceméné o demonstrativni feseni, byla tato
uloha vyresena pouze ve zjednodusené formé.

Funkce implementovaného algoritmu je naznacena na obrazku Hlavni
myslenkou je nejprve pripravit obé kulicky do prednastavenych pozic v proti-
lehlych kvadrantech diagonédlniho rozhrani, viz obrazek Tato velice jedno-
duché strategie sama o sobé predchazi naprosté vétsine kolizi, nebot tim, zZe jsou
prednastavené pozice v protilehlych kvadrantech jsou pfirozené vyuzivany od-
lisné elektrody pro manipulaci s obéma objekty. Dilezita je vsak spravna volba
téchto pozic, aby nedochazelo ke kiizeni trajektorii. Kritériem pro toto rozhod-
nuti je zde kratsi soucet vzdélenosti pocatecnich a prednastavenych pozic.
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2. Navazani na minulou praci

Samotny tidici algoritmus miize bez problému bézet paralelné ve dvou in-
stancich. Rozpoznavani v obraze bylo od poc¢atku pripraveno pro sledovani vice
objektl a samotné fizeni pak sestava pouze z vyhledavani v tabulce. Vystupni
data pro ovladani elektrod jsou poté kombinaci obou zminénych instanci ridi-
ctho algoritmu. Vzajemné ovliviiovani obou algoritmt je tedy v tomto pripadé
ignorovano a je spoléhédno pouze na geometrické oddéleni.

V momenté, kdy obé kulicky dosdhnou svych cilovych pozice v protilehlych
kvadrantech, je provedena sekvence dvou prednastavenych krokii, ktera kulicky
dopravi do stfedu pole, jak je zndzornéno na obrézcich [(b)] a [(¢c)] Diky tomu,
ze byly kulicky ve znamych pozicich, mohly byt oba tyto kroky opét naplano-
vany predem. V tomto pripadé jiz je samoziejmé treba vzit v ivahu vzéjemné
ovliviiovani fizeni. Geometrie pole a volba vychozich pozic vSak dovoluje snadno
kulicky priblizit k sobé a poté uzaviit do spoleéného equilibria uprostied pole.

7 podstaty navrzeného algoritmu vyplyvaji néktera omezeni. Tim zédkladnim
je omezeni na pocatecéni vzdalenost obou kulicek z divodu kolizi. Obecné mi-
zeme Tici, ze pokud budou kulicky na poc¢atku v riznych kvadrantech elektrodo-
vého pole, je pravdépodobnost kolize velmi nizka. AvsSak i pokud tato podminka
neni dodrzena ke kolizim dochéazi pouze vyjimeéné. Pokud ke kolizi preci jenom
dojde, stale to nemusi nutné znamenat ztratu funkénosti algoritmu. V zasadé
zde existuji tTi varianty. Bud miuize dojit k priblizeni obou kulicek, které skutec¢né
povede ke ztraté funkcénosti, nebot algorimus nebude schopen kulicky opét roz-
delit. Dalsi moznosti je uvaznuti algoritmu na mrtvém bodé, kdy se fizeni obou
kulicek navzajem blokuji. Nejpravdépodobnéjsi vsak je, ze se Tizeni vzédjemné
ovlivni, nicméné algoritmus zareaguje zménou trajektorii a bude pokracovat ve
své funkci.

Cetnost kolizi bohuzel nebyla vyhodnocena ani statisticky, ani analyticky,
jelikoz pro statistickou analyzu nebylo nashromazdéno dostatecné mnozstvi dat
a analyticky nejsme schopni déje na elektrodovém poli presné popsat.

Empiricka zkusenost vsak 1ika, Ze ke kolizim dochazi velice ztidka a pokud
dojde k zastaveni algoritmu, obvykle je to z jiného duvodu, jako je nepresnd
kalibrace souradnic, nebo nespravné nastaveni parametria kamery.
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3. Manipulace s kapickami

Po 1spésné demonstraci manipulace s polystyrenovymi kulickami za pomoci
dielektroforézy nastal ¢as pokusit se aplikovat ziskané poznatky v realné apli-
kaci. V nasem pripadé se nabizi manipulace s biologickym materidlem, ktera
vyustila v jiz zminény projekt analyzy rakovinnych bunék. V tvahu by pripa-
dala manipulace se samotnymi bunikami. Rada praci jiz takovou manipulaci za
pomoci dielektroforézy demonstrovala . Piikladem muze byt ¢lanek [17], kde je
vyuzivano dielektroforézy k presnému umisténi bunky na testovaci elektrody za
uclelem méteni impedance. Nebo [1§], kde je vyuzivano dielektroforézy k asis-
tované koncentraci bunek z vychoziho vzorku do pripravenych pozic. V obou
zminénych pripadech vsak nejde o manipulaci v pravém slova smyslu. Spise se
jedna o cilenou koncentraci bunék na zakladé pozitivni dielektroforézy, kdy jsou
bunky pritahovany k fidicim elektrodam, nebo za pomoci stabilniho equilibria
vyvolaného negativni dielektroforézou.

Obecnym problémem pri manipulaci s bunikami za pomoci dielektroforézy je
fakt, ze elektrické vlastnosti bunék i média jsou si velice blizké. Z toho vyplyva,
ze dielektroforeticka sila je velmi slaba a jeji ucinky se projevi az v delSim
casovém horizontu. Teoreticky je mozné silu zvysit za pomoci vyssiho napéti
privedeného na elektrody. Zde vsak musime vzit v ivahu mozné ovliviiovani
bunéénych procesi vysokym elektrickym polem, viz [19], které muze vést k ne-
spravné funkci ¢i usmrceni bunék. Zde tedy narazime na jakousi horni hranici
manipulace s bunkami za pomoci dielektrofozézy.

Z vyse zminénych divodi proto byla zvolena manipulace s vodnimi kapickami
v oleji. Tento pristup oproti predchozimu prinasi celou radu vyhod. V prvni
radé jsou elektrické vlastnosti vody a oleje diametralné odlisné. Pro permitivitu
a vodivost plati priblizné hodnoty

&0 ~80 |, omo=~1.5Sm™? (3.1)

Eroil = 2 ) Ooil = 10_6 Sm_l . (32)

Velikost dielektroforetické sily bude proto mnohanasobné vyssi, nez by tomu
bylo v ptipadé bunék ve fyziologickém roztoku. Dalsi nespornou vyhodou je, ze
samotnou manipulaci 1ze provadét i bez pouziti bunék, coz je pri provozovani na
fakulté elektrotechnické zna¢nym odlehéenim. V neposledni radé je tento postup
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3. Manipulace s kapickami

také o mnoho univerzalnéjsi, nebot do kapi¢ek mizeme uzavrit libovolné bunky
¢i chemikalie a muzeme je dale Tizené tridit ¢i slucovat. Tento pristup tedy
slibuje mnoho velmi uzite¢nych a zajimavych aplikaci, viz kapitola

3.1. Zpisob manipulace s kapickami

Obecné prinasi manipulace s kapickami celou fadu novych aspektu, které je
tfeba vzit v tvahu. Oproti piivodni situaci manipulace s polystyrenovymi ku-
lickami zde nastava zcela zasadni rozdil v pouziti dielktroforézy. V ptvodnim
pripadé byla voda médiem obklopujicim polystyrenové kulicky. Zde se vsak stava
manipulovanym objektem obklopenym olejem. Z kombinace vodivosti a permi-
tivit vyplyva, ze na vodni kapicky bude piuisobit pozitivni dielektroforéza
namisto negativni. Veskeré ovérené principy manipulace z predchoziho projektu
tedy nejsou v pripadé kapicek pouzitelné.

Kapicky v tomto pripadé nebudou odpuzovany od aktivnich elektrod, ale bu-
dou k nim pfitahovany. Obecné mitizeme fici, ze nejvyssi gradient elektrického
pole je na hranéch elektrod a specidlné v okoli jejich rohtl a ostrych zakonceni.
Do téchto mist budou tedy kapicky pritahovany. Je proto nutné upravit celou
strategii fizeni véetné navrhu elektrodového pole.

Dalsi zménu prinasi vysoka vodivost vody zpusobend pridavkem soli pro za-
chovani vhodného prostredi pro bunky. Pokud takovato voda ptijde do primého
styku s elektrodami, méa to za nésledek jejich velice rychlou degradaci. Elektrody
je proto nutné chranit pred pifimim kontaktem s kapalinou tenkou izolac¢ni vrst-
vou. Tato vrstva ma vsak bohuzel za néasledek znacné snizeni dielektroforetické
sily. Pro manipulaci je poté potfeba znacné vyssiho napéti.

Velmi podstatnou zménou je samotnd nutnost pouziti mikrofluidického sys-
tému. Jednim z divodu je, ze pouzity olej se na vzduchu velice rychle odpafuje
a vzhledem k jeho cené neni oteviend platforma vyhodnd. Dalsim divodem
je fakt, ze vodni kapicky je tfeba néjakym zplisobem generovat a privadét na
presné urcené misto na elektrodovém poli. Uzaviend mikrofluidickd soustava je
proto velice vyhodné. Piinasi vsak s sebou i jisté komplikace. Predevsim je zde
nutné vzit v avahu kapilarni sily a smacivost povrchu. Pokud chceme, aby se
kapicky volné pohybovaly mikrofluidickym systémem, je treba zajistit, aby byl
jeho povrch tzv. hydrofobni (nesmacivy). Smacivost povrchu zavisi na celé radé
aspekti, jejimiz hlavnimi ¢initeli jsou typ materialu a hrubost povrchu. Napii-
klad hladky sklenény povrch je sdm o sobé relativné nesmacivy. Pokud vsak
prosel procesem leptani ¢i brouseni, je situace o mnoho horsi. Vodni kapicky
budou takto upraveny povrch smacet a nebudou se snadno pohybovat. Smaci-
vost vSak muzeme relativné snadno upravit nanesenim tenké teflonové vrstvy.
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3.2. Testovaci platforma pro ovéreni principu manipulace

Ta se nanasi z vodni teflonové emulze a nasledné se zapéka pri 300 °C.

Bohuzel vsak ani teflonova vrstva nezabrani dalsimu nezadoucimu jevu zva-
nému koalescence. Koalescence je proces, kdy vice malych kapicek splyne do
jedné vétsi. K tomuto jevu dochazi, jelikoz stridavé elektrické pole pouzivané
pro manipulaci zaroven narusuje surfaktanty stabilizovanou olejovou membranu
mezi jednotlivymi kapickami. Tomuto jevu je bohuzel velice obtizné zabranit
a jedinym zatim uspésnym feSenim se jevi drzet kapicky v dostatecné vzdale-
nosti od sebe. Toho je mozné dosdhnout pri samotném generovani kapicek pouzi-
tim vétsitho mnozstvi oleje nez vody a dale pak samotnou manipulaci. Vzhledem
k tomu, ze jiz je v této aplikaci predpoklad paralelni manipulace samoziejmosti,
klade tento jev zcela novy pozadavek na funkci regulatoru. Ten musi zajistit,
aby se kapicky v zadném pripadé nedostaly prilis blizko sebe.

3.2. Testovaci platforma pro ovéreni principu
manipulace

Je zfejmé, Ze Teseni vyse nastinéné situace nemohlo byt navrzeno v jednom
jediném kroce. Implementace v tomto pripadé vyzaduje priliS mnoho zmén od
ptvodni manipulace s polystyrenovymi kulickami. Uloha byla proto feSena itera-
tivné a jednotlivé principy byly testovany zvlast. Postupnym sjednocovanim vy-
zkousenych soucasti vSak nakonec vznikla kompletni testovaci platforma, kom-
binujici vSechny vyse zminéné ¢asti dohromady. Presto, ze byla tato platforma
sestavena jen z bézné dostupného laboratorniho materialu a jiz diive pouzitého
elektrodového pole, poslouzila jako cenny zdroj informaci a inspirace pro na-
vrh findlni platformy. Z tohoto diivodu bude tato testovaci platforma rozebrana
o trochu podrobnéji, pricemz bude kladen diiraz pravé na ziskané poznatky.

Kompletni testovaci platformu muzeme vidét na obrazku [3.1] Platforma se
sklada ze t11 zakladnich soucasti, kterymi jsou generator kapicek, mikrofluidicka
manipulac¢ni komtrka s elektrodovym polem a napéfovy zesilovac s prepinaci pro
fizeni elektrod.

Zacnéme nejprve u generatoru kapicek. Ten sestava ze dvou sklenénych mik-
rostiikacek o objemu 50 ul, laboratorniho davkovace, privodnich kapilar a mi-
krofluidické propojky ve tvaru pismene “T7”. Zakladnim pozadavkem pri gene-
rovani kapicek je dostatecnd plynulost celého procesu. Jak jiz bylo zminéno,
pro dodrzeni dostatecné vzdalenosti mezi kapickami a prevenci koalescence je
zapotfebi pfi miSeni pouzit vétsiho mnozstvi oleje nez vody. Toho je mozné
dosdhnout nékolika zptsoby. Nejlepsim fesenim by bylo pouziti dvou samostat-
nych davkovaci. V nasi laboratori vsak bohuzel mame k dispozici pouze jeden.
Druhou variantou je pouzit rtizné objemy stiikacek pro olej a vodu umisténé
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3. Manipulace s kapickami

(b) (c)

Obrazek 3.1.: Testovaci platforma pro ovéfeni principu manipulace: @ Fotografie kom-
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pletni platformy sestavajici z laboratorniho davkovace, dvou sklenénych
mikrostfikaek a manipulaéni platformy umisténé pod mikroskopem. |(b)
Generator kapicek ve tvaru pismene “T". Obraz z kamery pfi mani-
pulaci. Kapicky jsou pfivadény horizontalnim kanalkem za pomoci proudu
kapaliny a nasledné jsou smérovany nahoru, nebo dolu za pomoci elektrod
(horizontalni slabé tmavsi prouzky).



3.2. Testovaci platforma pro ovéreni principu manipulace
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Obrazek 3.2.: Schematicky Fez testovaci platformou. Soustava se sklada ze tfi zakladnich
vrstev. Jsou jimi elektrodové pole s izolaéni vrstvou fotorezistu a hydro-
fobni vrsvou teflonu, kryci mikroskopova sklicka tvorici prifez mikroflui-
dického kanalku a ITO sklicko s vyvrtanymi otvory pro vstupni kapilary
tvorici protilehlou elektrodu proti elektrodovému poli. VSechny tfi vrstvy
jsou fixovany za pomoci UV lepidla.

do spolecného davkovace. Toto TeSeni je v zdsadé mozné, avsak opét narazi na
nedostatek vybaveni, nebot mensi sttikacky nez 50 ul nemame k dispozici. Toto
feseni tedy vede ke zvyseni rychlosti generovani kapic¢ek a zbyteéné vyssimu
pritoku obou kapalin (Vyplyva z nutnosti pouzit vétsi strikacku pro olejovou
fazi). Pro ucely vyzkouSeni procesu manipulace se ukazalo jako dostatecné fe-
seni zobrazené na obrazku Tedy stiikacka s olejovou fazi byla umisténa
do davkovace a vodni faze byla davkovana rucéné. Pro otestovani manipulace
bylo toto feseni dostatecné, avsak pro kone¢nou aplikaci neni zcela vyhovujici.
Proces davkovani kapalin proto stale vyzaduje dalsi ipravy. Moznym fesenim je
porizeni ¢i stavba druhého davkovace. Finalni feseni vSak stéle jesté neni znamé.

Samotny generdtor kapicek miizeme vidét na obrézku [3.1b] Jde o komercné
dostupnou mikrofluidickou “T” propojku o vnitfnim pritfezu 75 um. 7 principu
generovani kapicek je zfejmé, ze neni mozné vytvorit mensi kapicky nez je prifez
kanalku. V praxi jsou kapicky spise o néco vétsi. Z experimentt vyplyva, ze jejich
velikost je priblizné 100 wm. Pro konecnou aplikaci by vSak bylo vyhodnéjsi
generovat kapicky mensi. Diivodi k tomu je nékolik. V prvni fadé to vede k nizsi
spotiebé vychozich chemikalii. Dalsim dilezitym divodem je vsak také odliseni
nasi metody manipulace od jiz pomérné dobie zvladnuté technologie vyuzivajici
electrowettingu. Diky dielektroforéze bychom totiz méli byt schopni manipulovat
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3. Manipulace s kapickami

s daleko mensimi kapickami blizicimi se rozmértim jednotlivych bunék.
rofluidickou manipula¢ni komirkou. To mtzeme vidét na obrazku Je zde
patrné, ze jde opét o spojeni ve tvaru pismene “T”. Tento tvar byl zvolen z dii-
vodu pouzitého elektrodového pole s paralelnimi elektrodami, které neni pro
manipulaci za pomoci pozitivni dielektroforézy prilis vhodné. Dielektroforeticka
sila se totiz projevuje nejvice v mezere mezi elektrodami avsak dopravit kapicku
pres elektrodu se jevi jako znacny problém. Pouzijeme-li vSsak pro manipulaci
vyse zminéné “Técko”, bude prechodu pres elektrody napoméahat proud kapa-
liny, ¢imz je manipulace zna¢né usnadnéna.

Ulohou, kterd je v tomto piipadé FeSena, je tiidéni kapicek, které jsou priva-
dény proudem kapaliny z levé ¢asti systému. V momenté, kdy kapicky opusti
horizontalni privodni kanél a dosdhnou vertikdlniho propojeni, jsou smérovany
za pomoci elektrod bud smérem nahoru nebo dolu. Vzapéti, jsou vsak kapicky
opét strhavany proudem kapaliny a odvadény pry¢ z manipulac¢ni oblasti. Plat-
forma tedy simuluje jakousi tiidici technologii, kde kritérium neni odvozeno od
fyzikalnich vlastnosti materiali, ale je zcela libovolné voleno operatorem.

Zéasadni pro navrh manipulacni platformy jsou v tomto pripadé parametry
mikrofluidického systému. Schematicky fez timto systémem je zndzornén na ob-
razku Zéakladem je elektrodové pole s paralelnimi elektrodami. Sfika jedné
elektrody stejné jako mezery odpovida 100 um. Elektrody jsou vyrobeny z pri-
hledného vodivého materidlu zvaného ITO(indium tin oxide), ktery umozinuje
pouziti spodniho osvétleni pri umisténi pod mikroskop. Na elektrodovém poli je
dale nanesena tenka izolac¢ni vrstva sestavajici z bézného fotorezistu pro vyrobu
plosnych spoji a dale teflonova vrstva zajistujici hydrofobni povrch. Sila obou
vrstev nebyla mérena, avsak dle mého odhadu odpovida maximalné jednotkam
mikrometri.

Samotna mikrofluidicka ¢ast je tvorena tfemi béznymi krycimi mikroskopo-
vymi sklicky. Tloustka téchto sklicek udava prurez kanalku a odpovida priblizné
100 um. Okraje sklicek, které jsou ve styku s kapalinou, jsou opét potazeny teflo-
novou vrstvou. Ta je v tomto pripadé zcela nezbytna, nebot hrany sklicek jsou
po prumyslovém fezani dosti hrubé a zabranuji volnému pohybu kapicek.

Horni vrstva mikrofluidického systému sestéava ze sklicka s prihlednou ITO
vrstvou, do kterého jsou vyvrtany otvory pro privodni kapilary. Toto sklicko
tvori protilehlou uzemnénou elektrodu proti elektrodovému poli a upravuje tak
rozlozeni elektrického potencialu a smér dielektroforetické sily pro snadnéjsi ma-
nipulaci. V ptfedchozi aplikaci manipulace s polystyrenovymi kulickami nebyla
tato protilehla elektroda nutna. V pripadé kapicek a pozitivni dielektroforézy
vSak prinasi podstatnou zménu.

Rozlozeni elektrického potencialu a vyvolané dielektroforetické sily byly si-

34



3.2. Testovaci platforma pro ovéreni principu manipulace
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Obrazek 3.3.: Porovnani rozlozeni elektrického potencidlu a vyvolané dielektroforetické
sily simulované v programu COMSOL {(a)] p¥i pouziti oby&ejného skla smg-
fuje dielektroforeticka sila predevsim dolli smérem k elektrodam, coz je pro
manipulaci viceméné nevhodné, pouzitim uzemnéné vodivé vrstvy ITO
dochazi k vyraznému upraveni orientace dielektroforetické sily ve prospéch
manipulace.

mulovany v programu COMSOL za pomoci metody konecénych prvki. Rozdil,
ktery pouziti ITO sklicka pfinasi, je patrny na obrazku [3.3] V ptipadé bez pou-
ziti protilehlé elektrody sméruje dielektroforeticka sila prevazné dola, coz je pro
manipulaci viceméné nevhodné. Na obrazku jsou patrna ¢tyri lokalni maxima.
Dveé z nich se dle zajmu nachazi na hranach “aktivované” elektrody, avsak dalsi
dvé se parazitné nachazeji na hranach elektrod sousednich. Pouzitim vrchniho
sklicka s vodivou vrstvou ITO vsak dochazi k vyraznému zlepsSeni rozlozeni silo-
vého pole ve prospéch manipulace. Obé postranni maxima témeér vymizi a die-
lektroforeticka sila pusobi prevazné ve smeéru k aktivované elektrodé, coz je pro
manipulaci daleko vhodnéjsi.

Cela mikrofluidicka ¢ast byla posléze sesazena pod mikroskopem a zafixovana
pomoci UV lepidla.

Posledni ¢asti testovaci platformy je obycejny sinusovy generator ve spojeni
s napétovym zesilovacem. Z hlediska potfebného manipulaéniho napéti se zde
ukazuje znacny rozdil oproti predchozimu ptipadu. Pro manipulaci s polystyre-
novymi kulickami bylo zapottebi napéti pouze nékolika jednotek volti. V pri-
padé kapicek je to vsak priblizné 60 voltii. Divodem toho je predevsim fakt, ze
velikost dielektroforetické sily silné zavisi na permitivité pouzitého média, viz
rovnicel.3} Dosadime-li do rovnice hodnoty pro polytyrenové kulicky v deionizo-
vané vodé a dale pro kapicky fyziologického roztoku v oleji, zjistime, Ze velikost
dielektroforetické sily je v pripadé kapicek priblizné 20x nizsi. Dalsim divodem
je také nevodiva vrstva chranici elektrody pred elektrolyzou. Ta bohuzel také ze-
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3. Manipulace s kapickami

slabuje elektrické pole vyvolané elektrodami. V nepoledni fadé je také na vinné
samotna pozitivni dielektroforéza, ktera zpiisobuje, ze jsou kapicky v neustalém
kontaktu s elektrodovym polem a k manipulaci je proto potieba vyssi sily.

Pro potiebné zesileni napéti byl pouzit obvod LM2422. Jde o trikandlovy
monoliticky zesilovac s fixnim ziskem urceny ptivodné pro generovani katodového
napéti v CRT obrazovkach. Jeho parametry vsSak prekvapivé dobte vyhovuji
i pozadavkiim pro buzeni elektrod na elektrodovém poli. Hlavni vyhodou je
vysoké vystupni napéti az do vyse 200 V,, a moznost buzeni kapacitni zatéze
pii vysokych frekvencich. Sifka pasma tohoto zesilovace ¢ini plnjch 30 MHz. Co
se tyce buzeni jednotlivych elektrod byla, v pripadé testovaci platformy vyuzita
nejjednodussi mozna varianta pripojeni elektrod k vystupu zesilovace za pomoci
mikrospinaciti, podobné jako je tomu na obrazku Ovladéni elektrod je tedy
v tomto pripadé pouze manualné rizené operatorem.

3.2.1. Poznatky ziskané na testovaci platformé

Jak jiz bylo predeslano, hlavnim tcéelem celé testovaci platformy bylo ovérit prin-
cip manipulace za pomoci pozitivni dielektroforézy, ale také nacerpat potirebné
praktické poznatky pro navrh budouci manipulac¢ni platformy. Moznost mani-
pulace se podarilo ovérit za pouzitého napéti 60 V. Velikost dielektroforetické
sily byla zbézné provérena i z hlediska frekvencni zavislosti. Ve shodé s teore-
tickym predpokladem vychézejicim z realné casti Clausius-Mossoti faktoru
vsak zadna viditelna frekvencni zavislost pozorovana nebyla.

Velice dobfe patrnym jevem pozorovanym pii experimentech je vsak koa-
lescence, tedy splynuti dvou dotykajicich se kapic¢ek pti vystaveni vnéjSimu stii-
davému elektrickému poli. K tomuto jevu dochézi ve chvili, kdy se dvé kapicky
pri manipulaci ptiblizi k sobé. V nasem pripadé je to velice nezadouci efekt,
kterému bude nutno vénovat zvysenou pozornost a to jak v pribéhu generovani
kapicek, tak i pri samotné manipulaci.

Pro navrh manipulac¢ni platformy s kapickami byla vyvozena celd fada no-
vych poznatkt. Oproti manipulaci s polystyrenovymi kulickami bude muset
platforma projit kompletni rekonstrukci. Poc¢inaje elektrodovym polem, které
bude muset kompletné zmeénit sviij design, nebot pricny pohyb pres paralelni
elektrody neni za pomoci pozitivni dielektroforézy prakticky. Této zméné také
odpovida kompletni rekonstrukce strategie rizeni. Manipulace bude v tomto pri-
padé probihat pouze na elektrodovém rozhrani. Oproti predchozimu pripadu zde
navic neni mozné vyvolat stabilni ekvilibrium.

Zcela novou soucasti manipulacni platformy je generator kapicek. Komercéni
verze pouzita pro testovaci platformu se ukazala jako nedostatecna. Pro novou
platformu bude proto cilem integrovat generator primo na mikrofluidicky cip
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3.3. Navrh platformy pro manipulaci s kapickami

v tésné blizkosti elektrodového pole. Divodem k tomu je moznost generovani
mensich kapic¢ek a pozorovani procesu generace spolecnou kamerou pro obrazo-
vou zpétnou vazbu. V neposledni fadé je tu i moznost vyuziti této informace
pro zpétnovazebni fizeni procesu generovani kapicek.

Stejny nemtize ziistat ani generator pouzivany k rizeni elektrod. Jak jiz bylo
zminéno, k manipulaci s kapickami je potieba vyssiho napéti. Bude proto nutné
navrhnout zcela novy hardware pro buzeni elektrod.

3.3. Navrh platformy pro manipulaci s kapickami

Poté, co se tispésné podarilo prokazat moznost manipulace s kapickami za po-
moci pozitivni dielektroforézy, nastal ¢as pro navrh findlni manipulacni plat-
formy umoznujici zpétnovazebni fizeni za pomoci obrazové zpétné vazby a pa-
ralelni manipulaci s vice objekty. Jednotlivé ¢asti navrhu budou popsany v této
podkapitole.

3.3.1. Elektrodové pole

Vzhledem k nutnosti adaptace platformy pro pozitivni dielektroforézu prodé-
lalo elektrodové pole podstatné zmény co se tyce navrhu i vyrobniho procesu.
Z hlediska pozitivni dielektroforézy je vyhodna manipulace pouze na rozhrani
elektrod. Tomuto ucelu byl podriizen i navrh elektrodového pole. Jak je vidét
na obrazku tento design opét simuluje jakousi “T” tridici platformu. Za-
spicatélé konce elektrod maji za néasledek, ze hrot ptsobi priblizné jako bodovy
zdroj elektrického pole. Vodorovné elektrody jsou oproti sobé posunuty o polo-
vinu periody. Pohyb po jejich rozhrani proto muze byt do jisté miry priblizné
aproximovan jako pohyb mezi tfemi bodovymi zdroji sily ur¢enymi nejblizsimi
elektrodami. RozloZeni silového pole zobrazuje obrazek [3.5]

Praktickou soucéasti navrhu elektrodového pole je technologie vyroby. V pri-
béhu prace bylo vyzkouseno nékolik postupti ve spolupraci s UIACH AV CR
v Brné. V zasadé zde pripadaji v ivahu dvé moznosti. Prvni z nich je tzv. “lift-
oft”. Tento postup spociva v naneseni fotorezistu na sklenény wafer, osviceni pres
masku elektrod a nasledné vyvoldni negativniho motivu. Poté je na substrat
naprasena vrstva kovu nebo jiného vodivého materidlu (napt. ITO). Poslednim
krokem je rozpusténi zbylého fotorezistu, se kterym se odplavi i pokryvajici
naprasena vrstva. Vodiva tedy zlistanou pouze mista, kde se pti naprasovani ne-
nachézel fotorezist. Pro tuto vyrobni technologii bylo navrzeno elektrodové pole
na obrazku [3.4b] Vyhodou této technologie je, ze naprasenou vrstvu neni zapo-
trebi leptat. Vzhledem k tomu, Ze je tato vrstva typicky zlatd (chemicky velmi
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Obrazek 3.4.: Elektrodové pole pro manipulaci s kapiékami:l@ldetailnf pohled na aktivni
oblast elektrodového pole, verze navrzend pro vyrobu na sklenéném
waferu, [(c)] zjednodugend verze upravena pro vyrobu na plastové folii.
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3.3. Navrh platformy pro manipulaci s kapickami

Obrazek 3.5.: Smér dielektroforetické sily vyvolané zaspi¢aténymi elektrodami simulo-
vany v programu COMSOL. Obrazek vyznacuje horizontaIni fez manipu-
la¢ni platformou v poloviné mezi elektrodovym polem a ITO skli¢ckem.
Hrot elektrody zde plisobi priblizné jako bodovy zdroj sily.

odolnd), prindsi tato metoda znacné usnadnéni. Nevyhodou je vyssi nachylnost
k vyskytu poruch, tedy prerusenych nebo propojenych elektrod. Tento problém
v nasem pripadé nakonec vyustil v pouziti jiné metody vyuzivajici leptani vrstvy
pres fotorezist, stejné jako je tomu pri vyrobé plosnych spojt.

Polotovarem pro tuto metodu se stala komercéné dostupna plastova PET folie
s pripravenou pruhlednou vodivou vrstvou ITO. Ta ptinasi celou fadu vyhod.
Kromé pruhlednosti je ITO vrstva také snadno leptatelnd ve slabé 5% kyse-
liné chlorovodikové za pouziti bézného fotorezistu pro vyrobu plosnych spojt.
Praktickym dusledkem toho je, ze proces muzeme provadét u nas v laboratori.
Pottebujeme k tomu pouze litografickou masku, kterou nam mohou vyrobit nasi
partneri v laboratoti v Brné. Cely postup je tedy témér shodny s vyrobou plos-
nych spoji. Na pripravenou félii je nanesena spincoatovanim tenka vrstva foto-
rezistu. Fotorezist se nechéva zaschnout pti 70 °C. Nésleduje osviceni pres masku
a vyvolani v 0.7% roztoku hydroxidu sodného. Poslednim krokem je jiz zminéné
leptani I'TO vrstvy v kyseliné a odstranéni zbylého fotorezistu v acetonu. Po-
psana metoda poskytuje dostatecnou presnost pro vyrobu elektrodovych poli
s sitkou elektrod 100um bez nutnosti ¢istého prostiedi a specialnich chemikalii.
Jedinou nevyhodou je spatna mechanicka odolnost takto vyrobenych poli ktera
je vsak kompenzovana snadnou reprodukovatelnosti diky pouzité masce.
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(a) ()

Obrazek 3.6.: Mikrofluidicky systém vyleptany ve skle: @fotografie vyleptaného motivu
ve sklenéném substrétu, [(b)| testovani mikrofluidického generatoru kapicek.

Nemalou vyhodou takto vyrobenych poli je také velice snadné kontaktovani za
pomoci ZIF (zero insert force) konektoru pro ploché kabely. Kontaktovani skle-
nénych substrati totiz prinasi celou radu obtizi ohledné mechanického uchyceni
a kontaktovani velkého mnozstvi elektrod.

3.3.2. Mikrofluidika

Mikrofluidicka ¢ast platformy byla navrzena s cilem integrovat generator kapicek
i manipulac¢ni platformu na jeden jediny ¢ip. Za timto tcelem byla provedena celd
rada experimentl tykajicich se vyrobnich technologii. Prvni experimenty byly
provadény s tzv. PDMS(Poly-Di-Methyl-Siloxane). Tato sloucenina je organic-
kym polymerem na bazi silikonu, hojné vyuzivana pro vyrobu mikrofluidickych
systémil. Jejimi vlastnostmi jsou opticka transparentnost, snadna replikovatel-
nost diky odlévani do forem a vysoka elasticita materidlu. V nasem pripadé vsak
tuto slouceninu bohuzel nelze pouzit, nebot pouzity olej ma schopnost pronikat
do materialu a zptsobovat tak jeho objemové rozpinani.

Neékolik experimentii bylo provedeno s mikrofluidickym systémem vylepta-
nym ve skle, jak je tomu na obrézku [3.6] Zde se vSak neosvédcilo slepeni skle-
néného substratu s plastovou folii tvorici elektrodové pole, které obvykle vedlo
k zalepeni mikrofluidickych kanalki. Navic tento zptisob neumoznuje pouziti
protilehlé ITO elektrody.

7 vyse uvedenych davodu byla pro vyrobu mikrofluidického systému zvolena
metoda vyuzivajici fotorezistu SU-8. Tento bézné pouzivany fotorezist na bazi
epoxidové pryskytice je urceny pro nanaseni vrstev za pomoci spincoatovani. Je
dostupny v celé radé viskozit umoznujicich nanaseni vrstev o sile od jednotek

40



3.3. Navrh platformy pro manipulaci s kapickami

az po stovky mikrometrii. Nemalou vyhodou je i vysoka chemickd odolnost
a dostatecnd hydrofobnost povrchu, ktera umoznuje vynechat teflonovou vrstvu.

d Electrodes
ITO conductive
layer 1 6 3
)
Insulating SU8 layer

Microfluidics SU8 layer

Manipulation
chamber in
Su8

Droplet
generator

Microfluidic channels
made in SU8

Insulating SU8 layer
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Obrazek 3.7.: Navrh mikrofluidické ¢asti vyrobené pfimo na elektrodovém poli za pomoci
fotorezistu SU-8: @ Schematicky nakres platformy obsahujici mikrofui-
dicky generator kapicek i manipulaéni komdrku v jedné vrstvé SU-8. @
Navrh masky pro preneseni na fotorezist.

Navrh kompletniho mikrofluidického systému pro vyrobu za pouziti fotore-
zistu je zobrazen na obrazku [3.7 Celd platforma je vyrobena piimo na elektro-
dovém poli postupnym nanasenim SU-8 vrstev. Prvni vrstva o sile priblizné 2pum
tvori jiz zminénou izolaci elektrodového pole. Na tuto vrstvu je dale nanesena
vrstva druhd o sile priblizné 100pum, do které je prenesen motiv mikrofluidické
casti. Posledni vrstva je opét slaba a je nanesena na protilehlé ITO sklicko.

Zde se nachéazi drobny problém nebot do tohoto sklicka musi byt zaroven
vyvrtany otvory pro vstupni kapilary. Na sklicko s otvory vsak jiz neni mozné
spincoatovat souvislou vrstvu. PTi pokusu o vrtani otvort az po naneseni vrstvy
je vsak prakticky nemozné zachovat tuto vrstvu dostatecné c¢istou pro nasledné
slepeni. Resenim této situace je vyvrtani otvort predem avsak ne skrz cely sub-
strat. To umozni naneseni vrstvy na neposkozeny povrch, které je nasledovano
prorazenim tenkého zbytku skla za pomoci obycejné jehly.

Poslednim krokem pti vyrobé mikrofluidické platformy je sesazeni a slepeni
obou ¢asti do jednoho bloku. K tomuto tcelu opét poslouzila jedna z vlastnosti
fotorezistu SU-8. Ten totiz pri dosazeni 150 °C mékne a umoznuje slepeni obou
vrstev pouhym pritlacenim k sobé, viz [20]. Tento krok je vSak velmi kriticky,
nebot pri prilisném pritlaceni mize dojit k zalepeni mikrofluidickych kanalk.
Tento problém také bohuzel nastal v pribéhu této prace, takze kompletni mik-
rofluidickou manipula¢ni platformu se nepodarilo vyrobit.
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3. Manipulace s kapickami

3.3.3. Vysokonapétovy generator

Soucasti navrhu manipulaéni platformy byla i vyroba nového generatoru pro
tizeni elektrod. Hlavnim divodem ke stavbé nového zafizeni byla nutnost pouziti
vysstho napéti pro dosazeni dostatecné manipulac¢ni sily za pomoci pozitivni
dielektroforézy. Pti navrhu generatoru vsak bylo dbano i na dalsi aspekty, jako
je maximalni generovana frekvence ¢i snadné pripojeni za pomoci USB.

Nova konstrukce vychéazi z predchozi osvédcené verze 64-kandlového genera-
toru pouzitého pro manipulaci s polystyrenovymi kulickami popsané v kapi-
tole [2. Stejné jako v predchozi konstrukei jsou generovany obdélnikové signaly
o spolecné amplitudé a frekvenci s 16 moznymi fazovymi rozdily. Oproti ptivodni
verzi je zde vSak cela fada zmén. Hlavnim rozdilem je pouziti mikroprocesoru na
misto hradlového pole. Jadrem nového generdtoru je vyvojovy kit DISCOVERY
s procesorem STM32F407. Pouziti tohoto kitu velmi usnadnuje cely navrh, ne-
bot jiz obsahuje veskeré podpiirné obvody pro mikroprocesor a snizuje naroky
na vyrobu plosného spoje. Vyhodou je také velmi snadna implementace USB
rozhrani pouzitého ke komunikaci s PC. Komunikac¢ni protokol je zde navr-
zen ve tfidé emulovaného sériového portu, ktera nevyzaduje specidlni ovladace
a umoznuje univerzalni pouziti libovolného vyvojového prostredi pro implemen-
taci tidici aplikace na PC. Oproti predchozi verzi je zde znac¢né vyssi vystupni
napéti az do vyse 200 V a o malo vyssi maximalni frekvence, ktera ¢ini 5.25 MHz.
Nevyhodou je vSak nizsi pocet kanalt, ktery je v tomto pripadé omezen na 15.

7 pohledu vystupniho napéti a maximalni frekvence je pro tcely manipu-
lace s kapickami konstrukce generatoru znac¢né predimenzovana. Pro vyvolani
pozitivni dielektroforézy je zapotiebi napéti pouze 60 V a frekvence v fadu de-
sitek kilohertz. Dosazitelnost vysstho napéti a pti vysokych frekvenci vSak ote-
vira dvere radé budoucich aplikaci, jako je manipulace s velice malymi objekty
az do Tadu stovek nanometrt ¢i objekty s blizkymi dielektrickymi vlastnostmi
obklopujicimu médiu. Vysoka frekvence je také zapotiebi pro dielektroforézu
postupnou vlnou ¢i elektrorotaci.

Navrh hardwarové casti

Navrh hardwaru generatoru se do zna¢né miry odvijel od volby vystupnich na-
pétovych zesilovact. Z divodu velkého mnozstvi kandla zde kromé maximalniho
napéti a Sitky pasma hraje nemalou roli i velikost pouzdra a vykonové ztraty
jednotlivych zesilovac¢t. K finalni konstrukci generatoru byl nakonec zvolen ob-
vod LM2422, stejné jako v pripadé testovaci platformy. Divodem jsou zde tri
zesilovace integrované v jednom pouzdie a velice snadnd implementace vyza-
dujici pouze minimum externich soucastek. Blokové schéma obvodu a vstupné
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Obrazek 3.8.: Fotografie navrzeného generatoru. Generator byl vyroben na desce uni-
verzalniho plosného spoje. Jadrem je pétice tfikanalovych vysokonapéto-
vych zesilovaci LM2422 (na chladi¢i) ovladanych vystupy vyvojového kitu
DISCOVERY umisténého zespoda plosného spoje. Napajeci zdroj zde tvori
transformator o vykonu 150 VA s vinutimi 12 a 80 V umistény do krabicky
od PC zdroje.

43



3. Manipulace s kapickami

Vour vs Viy
220
200 \\
180
160 \ \
140 \
Yep % 120 N
1 E N
(=] > 100
Eb \
A 80
W
80
¢E RE R3 \
] “ -
Vg I(- a0 E—
Ra o 1 2 3 4 5 [
WV}

Obrazek 3.9.: Blokové schéma a vstupné vystupni charakteristika obvodu LM2422 pre-
vzaté z datasheetu obvodu.

vystupni charakteristika prevzaté z datasheetu se nachazi na obrazku[3.9] Jak je
vidét, zesilovac¢ je invertujici s linearni vstupni charakteristikou v rozmezi 1 az
4.5 V. To pomérné dobre odpovida 3.3 voltové logice DISCOVERY kitu avsak
pro vyuziti plného vystupniho rozsahu je zapottebi posunuti nuly. Parametrem
obvodu, ktery je zde nutno vzit v tvahu, je vykonova ztrata. Dle datasheetu
muze byt ztrata kazdého pouzdra az 22 W. P1i pouziti 5 obvodi pro dosazeni
celkového poctu 15 kandli ¢ini tato hodnota plnych 110 W. V praxi je vy-
konova ztrata o mnoho nizsi zejména pti pouziti nizsich frekvenci. V zadném
pripadé se vsak nejednd o zanedbatelnou hodnotu a neobejde se bez aktivniho
chlazeni. Z tohoto divodu je praktické nenechavat obvody zapnuté po dlouhou
dobu a odpojovat jejich napajeci napéti v prubéhu necinnosti generatoru.

Mechanické konstrukce generdtoru je zobrazena na obrézku [3.8] Vzhledem
k jednoduchosti konstrukce byl generator postaven pouze na desticce univer-
zalniho plosného spoje. Na obrazku je patrny velky chladi¢ s pétici zesilovaci
opatfeny teplotnim senzorem a ventilatorem. Déle je zde konektor pro zasunuti
DISCOVERY kitu nalézajici se zespoda plosného spoje a napajeci transformator
umistény do krabicky od PC zdroje.

Schéma navrzeného zapojeni se nachazi na obrazku Cela konstrukce se
v zasadé sklada z nékolika jednoduchych soucésti. V prvni fadé je to napdjeci
zdroj pro DISCOVERY kit umoznujici posunuti nuly. Zapojeni je implemento-
Vvano za pomoci tranzistoru a operacniho zesilovace MCP602 ve zpétné vazbé
umoznujiciho precizni sledovani nizkych napéti. Zapojeni tii sériovych diod na
vystupu tranzistoru omezuje maximalni posunuti nuly priblizné na 2.1 V.

Druhou ¢asti jsou samotné zesilovace LM2422. Zapojeni je v tomto pripadé
zcela jednoduché. Vstupy zesilovacii jsou buzeny piimo digitalnimi vystupy DIS-
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Obrazek 3.10.: Schéma navrzeného generatoru.

COVERY kitu. Vzhledem k tomu, ze pro znac¢nou ¢ast aplikaci neni zapottebi
nizké vystupni impedance, jsou vystupy zesilovacl pripojeny ptes 15 k ochranné
rezistory. Tyto rezistory chrani vystupy zesilovaci pred ndhodnym zkratem.
V pripadé potieby je vsak mozné ochranné rezistory premostit pomoci mikrospi-
naci a dosahnout tak pozadované nizké vystupni impedance potrebné zejména
pri vysokych frekvencich. Napdjeci napéti zesilovacti je pripojené pres relé slou-
zici k jeho odpojeni v pribéhu nec¢innosti generatoru.

Soucasti navrhu je i méreni teploty chladice, ovladani ventilatoru a bzucak.
Napdjeci zdroj je zde tvoren transformatorem o vykonu 150 VA s vinutimi 12
a 80 V~ . Vystupni napéti generatoru pti pouziti tohoto zdroje je fixni o am-
plitudé ptiblizné 90 V,,,.

Navrh firmware

Firmware generatoru byl vytvoren ve vyvojovém prostiedi Keil 4.71 v progra-
movacim jazyce C. Jeho hlavni tlohou jsou v zasadé tii zakladni pozadavky.
V prvni radé je tomu komunikace s PC a obsluha USB rozhrani. Déle je to
samotné generovani signaltt pro elektrody a v neposledni rfadé kontrola teploty
zesilovaci a ovladani ventilatoru.

Komunikaéni rozhrani bylo navrzeno v ramci tfidy emulovaného sériového
portu. Pro tento tucel velice pomohl vzorovy kéd poskytnuty autorem Martin
Thomas [21], ze kterého vyplyvé celd obsluha USB rozhrani. Jak jiz bylo zmi-
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néno, tiida emulovaného sériového portu poskytuje celou fadu vyhod. V prvni
radé je tomu dostatecné rychla plné duplexni komunikace bez nutnosti navrhu
vlastnich ovladact. Dale je to spolehlivost prenosu a velice snadné univerzalni
implementace. V ramci této tridy byl poté navrzen jednoduchy komunikacni
protokol, ktery bude podrobnéji rozebran v nasledujici sekci.

Pro vlastni generovani signalt byl vyuzit vnitini DMA radi¢ mikroprocesoru,
ktery je schopen sekvencné zapisovat Cast paméti na vystupni port, bez nut-
nosti zatézovani vypocetniho jadra. Algoritmus tedy pracuje na bazi tabulky,
viz kterd je periodicky kopirovana na vystupni port. Vzhledem k 16 moz-
nostem generovanych fazi je zapottebi stejného poctu radka tabulky, pricemz
kazdy radek tabulky vyznacuje logickou hodnotu vystupniho portu v daném
casovém okamziku. Jednotlivé zapisy DMA jsou periodicky spoustény za po-
moci nastaveného timeru. Algoritmus je tedy zcela nezavisly na béhu procesoru
vyjma okamziku zmény vystupnich fazi, kdy je nutno tuto tabulku jednorazoveée
prepsat.

7 popsaného principu vyplyva, ze vystupni frekvence generovaného signalu
je odvozena od frekvence spoustéciho timeru vydélené poctem radki tabulky.
Snizenim poctu radkt tabulky tedy mtzeme dosdhnout vyssi vystupni frekvence,
coz je v nékterych pripadech praktické. Generator proto obsahuje funkci snizeni
rozsahu vystupnich fazi a to na 8 nebo 4 za tcelem zvyseni vystupni frekvence.
Maximalni frekvence 5.25MHz je tedy mozné dosdhnout pouze v rozsahu ¢tyt
fazi.

Posledni funkei firmwaru generatoru je ovladani napajecitho napéti zesilovact
a Tizeni ventilatoru na zakladé teploty chladice. Z diavodu citlivosti experimentii
na vibrace zpusobené ventilatorem je zde navrzena strategie, ktera tento vliv
omezuje. V pripadé vypnutych vystupi se ventilator zapina pri dosazeni hranice
40°C a vypina pri poklesu pod 30°C. P1i zapnutych vystupech a tedy predpo-
kladaném pribéhu experimentu se ventildtor zapind az pri 70 °C, pricemz pri
dosazeni 60 °C se zapina varovny signal upozornujici uzivatele kratkymi pipnu-
timi, ze ventilator bude brzy spustén. Pii pocatecni teploté 30 °C poskytuje tato
strategie priblizné 10 minut pro neruseny pritbéh experimentu, coz je v naprosté
vétsiné pripadi zcela dostacujici.

Bézici ventilator udrzi za béznych podminek teplotu chladic¢e ptiblizné na 50
stupnich. V pripadé poruchy je vsak implementovano i bezpec¢nostni odpojeni
napdjeciho napéti zesilovactu pti prekroceni 80 °C.

Komunikacni protokol

Pro ovladani generatoru pres emulovany sériovy port byl navrzen jednoduchy
paketovy komunikac¢ni protokol. Pti jeho navrhu bylo dbano predevsim na tcel-
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Tabulka 3.1.: Vzorova tabulka pro DMA Fadi¢ pfi generovani fazové posunutych signali.
Jednotlivé fadky tabulky jsou sekvencné zapisovany za pomoci DMA na
vystupni port. Sloupce tabulky zde znadi ¢asové posloupnosti pro jednot-
livé piny procesoru. Nastavené faze pro jednotlivé kanaly generatoru jsou
v tomto pFipadé posloupnosti 0,1,2,...15.

00101102103 104|105 106 |I0O7 10 15
0 1 1 1 1 1 1 1 0
0 0 1 1 1 1 1 1 0
0 0 0 1 1 1 1 1 0
0 0 0 0 1 1 1 1 0
0 0 0 0 0 1 1 1 0
0 0 0 0 0 0 1 1 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1
1 0 0 0 0 0 0 0 1
1 1 0 0 0 0 0 0 1
1 1 1 0 0 0 0 0 1
1 1 1 1 0 0 0 0 1
1 1 1 1 1 0 0 0 1
1 1 1 1 1 1 0 0 1
1 1 1 1 1 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 1 1 0
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nost a spolehlivost komunikace. Protokol je navrzen tak, Zze komunikaci vzdy
zahajuje pocita¢ zaslanim ridiciho paketu. Na tento prikaz generator odpovida
budto potvrzujici nebo chybovou zpravou. Obousmérna komunikace je zde ne-
zbytna pro zajisténi spolehlivosti a snadného ladéni.

7 duvodu pouziti generatoru pro fizeni v realném case, muze cekani na kaz-
dou odpovéd generatoru znamenat snizeni propustnosti komunika¢niho kandalu
a omezeni maximalni tidici frekvence. Protokol byl proto navrzen tak, aby od-
povéd generatoru mohla byt bud zcela ignorovana, nebo vyhodnocovana doda-
tecné. Kazdy ridici paket proto obsahuje poradové cislo, které je promitnuto do
odpoveédi generatoru. Pri zpétném vyhodnoceni je proto kazda odpovéd genera-
toru jednoznacné prirazena ke svému zdrojovému prikazu.

Navrzend struktura komunikac¢niho protokolu je zobrazena v tabulce[3.2]a[3.3]
Kazdy paket zde zacind startovacim znakem “P” nésledovany binarnim pota-
dovym cislem a textovym identifikatorem typu ptikazu. Kazdy prikaz ma dale
prednastavené mnozstvi binarnich dat v rozmezi od 0 do 16 byt dle typu pti-
kazu. Paket je zakoncen textovym fetézcem “CRC” a kontrolnim souc¢tem tvote-
nym jednoduchym sec¢tenim jednotlivych bytu prikazu s pretékanim. Kontrolni
soucet je zde spiSe z implementac¢niho hlediska nezli pro zabezpeceni prenosu,
nebot komunikace po USB je vybavena vlastnim CRC. Chybny kontrolni sou-
¢et upozornuje na chyby v implementaci v pribéhu ladéni a naptiklad zabranuje
vykonéani ptikazu s nespravnym mnozstvim dat.

Generator podporuje celkem 5 jednoduchych prikazi, kterymi jsou vypnuti
a zapnuti vystupili, nastaveni vystupni frekvence, nastaveni poctu generovanych
fazi a nastaveni fazového posuvu generovanych signal, jak je vidét v tabulce
[3.2] Prikazy “WAKE” a “SHDN” slouzi k vypnuti a zapnuti vystupt generatoru
ovladanim napdjeciho napéti vystupnich zesilovact. Prikaz “FREQ” nastavuje
vystupni frekvenci a je nasledovan 16-bitovym c¢islem pro nastaveni periody
timeru spoustéjictho DMA prenos. Zakladni frekvence procesoru je v tomto
pripadé 168 MHz. Pro dosazeni vystupniho kmitoc¢tu je tato hodnota délena
zminénou periodou timeru a dale poc¢tem generovanych fazi. Vzhledem k tomu,
8. PTi minimalnim rozsahu 4 generovanych fazi odpovida tato hodnota jiz vyse
zminéné maximalni frekvenci 5.25 MHz.

Dalsim prikazem v poradi je “PHSN” ktery nastavuje rozsah generovanych
fazi. Textovy identifikdtor je zde néasledovan jednim bytem dat. Podporované
jsou vsak pouze tti hodnoty a to 16, 8 a 4. Jak jiz bylo zminéno, tato funkce
byla implementovana pro dosazeni vyssich frekvenci. Rozsah generovanych fazi
je transparentni pro nastaveni fazového posuvu. V pripadé nizsiho rozsahu jsou
pouze ignorovany nejnizsi bity nastavené hodnoty. Ovlivnéna je ale maximalni
frekvence. Generator vsak tuto zavislost kontroluje a pfi pokusu o nastaveni
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Tabulka 3.2.: Struktura implementovaného paketového protokolu: tabulka p¥ikazd pro
fizeni generatoru.

Start. | Poradové | Prikaz | Binarni | CRC | Kontrolni Funkce
znak ¢islo data soucet prikazu
P’ 1 byte 'DATA’ | 16 bytes | 'CRC’ 1 byte nastavi faze
P’ 1 byte 'FREQ’ | 2 bytes | 'CRC’ 1 byte nastavi frekvenci
P’ 1 byte "'SHDN’ "CRC’ 1 byte vypne vystupy
P’ 1 byte "WAKE’ "CRC’ 1 byte zapne vystupy
P’ 1 byte "PHSN’ 1 byte | 'CRC’ 1 byte pocet fazi

nepodporované hodnoty je vracena chybova hlaska.

Poslednim implementovanym piikazem je prikaz “DATA”. Tento prikaz je
pouzivan pri samotné manipulaci pro nastaveni fazovych posuvi. Argumentem
prikazu je 16 byt dat. Pii soucasné implementaci je zapotiebi pouze 8 bytl
(4 bity pro kazdy kandl). Komunika¢ni protokol byl vsak navrzen pro mozné
rozsiteni poctu kanal na 32.

Druhou polovinou komunika¢niho protokolu jsou potvrzovaci nebo chybové
pakety, kterymi generator odpovida na prijaté prikazy. Implementované odpo-
védi jsou zobrazeny v tabulce Kazdy ridici paket zde ma pridruzenu svou
potvrzovaci variantu, kterou generator dava najevo, ze byl prikaz tspésné vy-
konan. Spravovana je vsak i celd fada chyb. Nejobecnéjsi chybou je nerozpo-
znany piikaz tedy “ER__CMD”. Tato zprava je generovana v pripadé nerozpo-
znaného textového identifikatoru prikazu. Déle to mize byt chybny kontrolni
soucet “ER__CRC”, ¢ nesouslednost v poradovych ¢islech paketa “ER_SQN”
upozornujici na mozné vypadnuti paketu. Nutno dodat, ze v pripadé nesou-
sledného poradového ¢isla je chybova zprava spise varovanim, nebof piikaz je
vykondn i v ptipadé této chyby. Generator v tomto pripadé vraci dvé odpovédi
a to potvrzeni o vykonani piikazu a chybovou hlasku nesousledného poradového
¢isla. Posledni chybou, kterou generator rozpoznava, je zadani nepodporované
hodnoty poctu generovanych fazi ¢i prilis vysoké frekvence. Tyto dvé hodnoty
se vzajemné ovliviuji. Maximalni frekvence neni mozno dosdhnout pti plném
rozsahu 16 generovanych fazi a obdobé pri pouziti maximalni frekvence nelze
nastavit plny fazovy rozsah. Obé tyto zavislosti jsou vSak kontrolovany a nepod-
porovanou hodnotu neni mozné zadat. Maximalni dovolené hodnoty se nachéazi

v tabulce 3.4]
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Tabulka 3.3.: Struktura odpovédi generatoru. Kazdy Fidici ptikaz ma prirazenu odpovéd
potvrzujici vykonani daného pfikazu. V pripadé neshody vraci generator
jednu z chybovych hlasek.

Start. | Poradové Prikaz Data prikazu CRC | Kontrolni
znak ¢islo soucet
P’ 1 byte 'DATAOK’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "FRQSET’ 2 byte nastavené délicky | 'CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "'SHDNOK’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "WAKEOK’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "PHSNOK’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte 'ER__ CRC’ ’ Check sum error!’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "ER,__ CMD’ ” CMD not recognised!’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte 'ER,_SQN’ » SQN discontinuity!’ "CRC’ 1 byte
P’ 1 byte "ER_FRQ’ | ’ Unsupported frequency!” | 'CRC’ 1 byte
P’ 1 byte 'ER,_ PHS’ " Unsupported Phase!’ "CRC’ 1 byte

Tabulka 3.4.: Maximalni moznéa frekvence pro dany fazovy rozsah.

Fazovy rozsah | Miniméalni délitel | Maximalni vystupni frekvence
4 8 5.25 MHz
8 16 2.625 MHz
16 32 1.31 MHz

Vzorova ovladaci aplikace

Pro ucely tivodniho testovani, ale také jako ukazkova aplikace umoznujici snadné
manualni ovladani generdtoru, bylo navrzeno jednoduché grafické rozhrani v pro-
stfedi Matlab. Navrzena aplikace je zobrazena na obrazku [3.11] Tato aplikace
umoznuje ovladani veskerych funkci generatoru za pomoci nékolika ovladacich
prvki a klavesnice. Radek textovych poli slouzi k zadani fazi pro jednotlivé
kanaly. Celou touto sekvenci lze dale rotovat za pomoci Sipek klavesnice, coz
je velice praktické pfi jednoduchém testovani manipulace. Cislo zaddvané do
textového pole pro nastaveni frekvence predstavuje délici pomér k zakladnimu
kmitoctu, ktery v tomto pripadé odpovida 42 MHz. Nastaveni fazového rozsahu
je pro frekvenci transparentni, pouze omezuje jeji maximalni hodnotu. Vysledné
frekvence je indikovana ve vedlejsim textovém poli.

Soucasné s navrhem aplikace bylo provedeno i testovani propustnosti komuni-
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Obrazek 3.11.: Vzorova grafickd aplikace pro Fizeni generdtoru navrzenad v prostredi
Matlab. Tato aplikace dovoluje ovladat vsSechny funkce generatoru
a umoznuje snadné manuélni ovladani.

kacniho kanalu mezi generatorem a pocitacem. Testovan zde byl ¢asovy interval
mezi odeslanim fidiciho paketu a prijetim odpoveédi generatoru. Pro icely méteni
byl pouzit velmi jednoduchy skript v prostredi Matlab bez podpory real-time
béhu. Vysledkem tohoto experimentu byla primérna doba odezvy 0.02 s tedy
opakovaci frekvence priblizné 50 Hz. Tato hodnota je vice nez dostatecnd pro
vsechny nase dosavadni aplikace. Pro jakoukoliv budouci ridici aplikaci je proto
doporuceno kontrolovat odezvu generatoru po kazdém odeslani prikazu stejné,
jako je tomu v aplikaci vzorové.

Méreni vystupniho signalu generatoru

Pti ozivovani celé konstrukce generatoru bylo provedeno i jednoduché métreni
vystupniho signalu. Obrazek zobrazuje dva pripady pro nizkou a vyso-
kou frekvenci. Z obrazku je patrné, ze vystupy kandlii nejsou zcela symetrické
a kazdy kanal méa trochu odlisny pribéh. Z ohledu nasi aplikace vsak tyto drobné
odchylky nehraji prilisnou roli. Rozdily ve stfednich hodnotach signédli se ne-
projevi, diky izola¢ni vrstvé elektrod filtrujici stejnosmérnou slozku, a odchylka
v efektivni hodnoté neéini vice nez 3 %. Na obrazku je déle patrny dy-
namicky pokles amplitudy pri kazdé pulperiodé signalu. Pravdépodobnym di-
vodem tohoto jevu je, ze jsou zesilovace impedancéné prizpusobeny pro vyssi
frekvence a pri nizkych frekvencich se dynamika tohoto prizptisobeni projevuje
zminénym poklesem amplitudy. Pro tucely manipulace vSak tento jev opét ne-
predstavuje vyraznou potiz, nebot je na vsech kandlech témér symetricky a na
manipulaci se projevuje pouze rozdil mezi kanaly.
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Output measurement at 5.25 MHz Output measurement at 2.1 kHz
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Obrazek 3.12.: Méfeni vystupniho signalu generatoru: @ maximalni generovana frek-
vence f=5.25 MHz, kanaly jsou oproti sobé posunuty o 90°, @ méreni
pri nizké frekvenci bez fazového posuvu. Na priibéhu signalu je patrny
dynamicky pokles amplitudy pfi kazdé periodé signalu. Pravdépodobnou
pri¢inou je zde impedancni prizplsobeni zesilovace pro vyssi frekvence.
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4.1. Navrh manipulacniho algoritmu pro
Ctyrsektorové pole

Vysledkem této diplomové prace je celd rfada praktickych prinost. V prvni casti
prace, v ramci individualniho projektu, probéhl ndvrh a zprovoznéni 2D mani-
pulace za pomoci dielektroforézy na ¢tyrsektorovém elektrodovém poli. V tomto
pripadé se jedna o manipulaci v silovém poli vyvolaném velkym mnozstvim dis-
krétnich aktudtora (48 elektrod).

Optimalizace silového pole s takto vysokym poctem aktudtori je obecné na-
ro¢ny problém vyzadujici velké mnozstvi strojového ¢asu. Navic je dielektrofore-
ticka sila nelinearni a neplati zde princip superpozice. Pro Tizeni v realném case
vzoru se znamymi silovymi tcinky. Tato abeceda ve spojeni s jednoduchym pla-
novanim trajektorii poté umoznuje efektivni manipulaci v celé aktivni oblasti
elektrodového pole.

Zminéna uloha byla vyTreSena v ramci této prace. Byla navrzena abeceda 137
fazovych vzortt a manipula¢ni prostor byl diskretizovan do tvaru sachovnice
o velikosti 23 x 23 poli. Za pomoci téchto dvou principt byl déle navrhnut
ridici algoritmus, ktery zajistuje soucasné planovani trajektorie a fizeni objektu
v realném case.

Algoritmus je navrzen tak, ze optimalizace trajektorie je explicitné predpoci-
tana pro cely manipulac¢ni prostor, pricemz ukladan je pouze prvni krok kazdé
trajektorie. Ridici algoritmus béZici v redlném ¢ase poté pouze vybird pifslusné
hodnoty z predpocitané tabulky a mize bézet na velmi vysoké frekvenci omezené
pouze rychlosti vyhodnoceni polohy objektu. Strategie fizeni je tedy variantou
explicitntho MPC.

Demonstrovana byla tspésna manipulace s jednim objektem v ramci celé ma-
nipulac¢ni oblasti ¢tyrsektorového pole, ale i paralelni manipulace se dvéma ob-
jekty a jejich vzajemné privedeni k sobé. Tento princip otevira cestu k jednodu-
ché a levné bezkontaktni mikromanipulaci pro technologie typu lab-on-chip ¢i
pro vyrobu digitalni mikrofluidiky. Manipulace zde mtze dosahovat mimoradné
presnosti diky moznosti vyvolat stabilni equilibrium ve fyzikalnim silovém poli.
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4.2. Manipulace s vodnimi kapickami

Druha cast této prace probihajici v zavérecném semestru se zabyva manipulaci
s vodnimi kapickami v oleji za pomoci dielektroforézy. Hlavnim vysledkem této
faze je samotnd demonstrace manipulacniho principu na testovaci platforme,
tedy schopnost vyvolat dostatecnou silu pro samotnou manipulaci. Dalsimi dil-
¢imi vysledky jsou navrh vysokonapétového generatoru a mikrofluidického ma-
nipula¢niho ¢ipu, které jsou zakladnimi stavebnimi kameny pro budouci mani-
pulacni platformu.

Navrzeny generator je schopen ovladat 15 elektrod pii napéti az do vyse
200 V a frekvence do 5.25 MHz. Komunikace s PC je zajisténa pomoci USB roz-
hrani, v rdmeci kterého je emulovan sériovy port. Soucasti navrhu je i jednoduchy
komunikacni protokol zajistujici spolehlivou komunikace diky ovérovani vyko-
nanych prikaz generatoru a kontrole posloupnosti paketii. Komunikace zaroven
dosahuje dostatecné rychlé odezvy nutné pro tizeni v redlném case.

Mikrofluidicky manipulacni ¢ip byl navrzen s cilem integrovat elektrodové
pole, manipula¢ni komtrku, i generator kapicek na jeden jediny uzavreny Cip.
Jako vhodny materidl byl po sérii experimentii zvolen fotorezist SU-8. Mik-
rofluidicka c¢ast je navrzena pro vyrobu pirimo na elektrodovém poli ve vrstve
fotorezistu uzaviena I'TO sklickem s vyvrtanymi otvory pro vstupni kapilary.

Funkéni prototyp manipulacniho ¢ipu se v prubéhu této prace bohuzel nepo-
darilo vyrobit. Divodem byly technické nedostatky prii uzavirani celé platformy
a nedostatek casu. Zpétnovazebni manipulaci s kapickami ktera byla cilem této
prace se tedy bohuzel nepodarilo ovérit.

Navrzeny koncept manipulace je vSak podlozen predchozimi dspéSnymi expe-
rimenty na testovaci platformé a s vysokou pravdépodobnosti se jej v budoucnu
podafi dokoncit. Jeho potencidl je nejen v konkrétni aplikaci diagnozy rakovin-
nych bunék, ale i v mnoha dalsich odvétvich jako je kombinatoricka chemie, ¢i
tvorba umélych bunék.

Na rozdil od hojné rozsitené technologie elektrowettingu, pouzivané pro ma-
nipulaci s kapickami, prinasi nas pristup vyuzivajici dielektroforézy celou radu
odlisnosti. V prvni fadé jde o objemovou nikoliv povrchovou silu. Manipulo-
vané kapicky tedy nemusi byt v primém kontaktu s povrchem pole a mohou
byt fadové mensi. Vyhodou je i pouziti inertniho oleje zabranujictho vysychani
kapicek, ktery v pripadé elektrowettingu obvykle neni pritomny.

Vyvijena technologie tedy nabizi novy originalni zptisob manipulace s kapic-
kami nachazejici potencidlni vyuziti v sirokém spektru oblasti. K manipulaci
je zapotTebi pouze jednoduchych planarnich elektrodovych poli, které mohou
byt vyrobené i na plastové folii. Vysledkem tedy mohou byt levné jednorazove
pouzitelné diagnostické ¢ipy k analyze rakovinnych bunék, ale i komplexni a uni-
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4.2. Manipulace s vodnimi kapickami

verzalni nastroje pro kombinatorickou chemii umoznujici provadét tisice izolo-
vanych chemickych analyz pii vyssi propustnosti a nizsim mnozstvim vychozich
latek nez pri konvencéné pouzivanych metodach.
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A. Vyrobni postupy vyzkousené
v ramci této prace

A.1. Vyroba mikrofluidickych systémi z PDMS

PDMS (Polydimethylsiloxan) je polymer na bazi silikonu pouzivany hojné pro
vyrobu mikrofluidickych systémt. Jde o dvouslozkovou ¢irou elastickou odlévaci
hmotu s hmotnostnim pomérem obou slozek 1:10. Tento pomér je nutné co nej-
presnéji dodrzet a obé latky velmi dobte promichat. P¥i michani obvykle dochéazi
k vytvoreni velkého mnozstvi nezadoucich bublinek. Nejjednodussi zptisob, jak
se bublinek zbavit, je jednoduse pockat. PDMS se za pokojové teploty vytvrzuje
velmi pomalu (az 48 hod). Je proto mozné nechat PDMS po promichani nékolik
hodin odstat. Tento zpusob vSak neni stoprocentni a lze ho radoveé zlepsit umis-
ténim PDMS do vakuové komory. To ma za nasledek, ze i nejmensi vzduchové
bublinky se nafouknou do velkych rozméru a daleko snéze vyplouvaji na hladinu
a praskaji.

PDMS se obvykle odléva do forem, které mohou byt budto vyleptany ve skle
nebo vyrobeny z vrstvy SU-8, jak je vidét na obrazku[A.1] Jak jiz bylo zminéno,
za pokojové teploty se PDMS vytvrzuje velice dlouho. Tento proces vsak lze
zkratit priblizné na 10 min ohratim na 150 °C.

Plazmova aktivace povrchu

Diky odlévani na sklenény povrch ma vysledny odlitek velice dobrou prilnavost
na hladké typy povrchii. Pro mnoho aplikaci je proto mozné pouhé ptilozeni
odlitku na sklenény povrch nebo na druhy dil PDMS a prirozend prilnavost
materidlu zajisti dostatecnou adhezi. Tohoto postupu vyuzivame naptiklad pri
lepeni bazénkii na elektrodova pole.

Existuje vsak zptisob, jak oba dily neoddélitelné propojit a to pomoci plazmové
aktivace povrchu. Za timto tc¢elem mame vyrobenu improvizovanou plazmovou
tuzku upravenou ze zdroje pro plazmovou kouli. Nejde o nic jiného nez o hro-
tovou elektrodu, na kterou je privadéno vysokofrekvencéni napéti nékolika kilo-
volt. Pri priblizeni této tuzky k povrchu skla a nebo PDMS dojde k zapaleni



A. Vyrobni postupy vyzkousené v ramci této prace

Microfluidics PDMS .
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Obrazek A.1.: Odlévani PDMS do formy. Forma mize byt pfimo vyleptédna ve skle nebo
vytvorena ve vrstvé SU-8 na skle.

malého plazmového vyboje. Interakci vyboje s latkou dochazi k tzv. plazmové
aktivaci povrchu. Takto oSetfeny povrch ma vyssi povrchovou energii a tedy
i vyssi smacivost diky tzv. otevienym povrchovym vazbam. Po prilozeni dvou
takto aktivovanych c¢asti PDMS pripadné PDMS na sklo a ohtati na 80°C do-
chazi k chemickému provazani obou povrchii a velice pevnému spojeni. Takto
vytvorena vazba PDMS na skle je dokonce silnéjsi nez pevnost samotného ma-
terialu. PTi pokusu o mechanické oddéleni dochazi k vytrhavani ¢asti materidlu
prilepenych na sklo.

A.2. Spincoating na katedre ridici techniky

V pribéhu této prace doslo k zapojeni spincoateru v laboratori za strojovnou
KN:E-s109 umoznujiciho nanaseni tenkych vrstev primo na nasem pracovisti.
Spincoater potfebuje pro sviij provoz privod stlaceného vzduchu, ktery byl pri-
pojen na kompresor od laboratorniho modelu “micky”. Kompresor se zapina
vypinac¢em ve vedlejsi mistnosti s frézkou pobliz radiatoru, kde je také umistén
uzaver stlaceného vzduchu. Provozni tlak je nastaven na 5 bari.

Spincoater vyuziva stlaceného vzduchu jednak pro profuk osy otéceni, aby
nemohlo dochazet ke kontaminaci vnitinich ¢asti spincoateru, a jednak pro ge-
nerovani vakua pro ptidrznou prisavku za pomoci Venturiho efektu. Jak profuk,
tak Venturiho vyvéva maji oddélené pripojky stlaceného vzduchu o tlaku 4 az
5 barti. Oba tyto tlaky, stejné jako hodnota dosazeného vakua, musi spliovat
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A.3. Fotorezist SU-8

pozadované minimalni hodnoty, aby bylo mozné spincoater spustit.
Typicky cyklus spincoatovani sestava z nasledujicich krokii:

1) Pripraveni waferu na ptfidrznou prisavku a zapnuti vakua.
2) Naneseni pozadované slouceniny na wafer pfimim nalitim nebo sprejovanim.

3) Rozprostieni slou¢eniny po celém povrchu waferu pii nizkych otdckach ty-
picky 30 s pri 1000 rpm.

4) Ztenc¢eni vrstvy na pozadovanou tloustku pri vysokych otackach - otacky
a Cas je treba zjistit z datasheetu prislusné slouceniny.

5) Kratké zvyseni otdcek na velmi vysokou hodnotu pro odstiedéni prebytku
chemikalie hromadiciho se na kraji waferu 5 s pri 6000 rpm.

6) V nasem pripadé je nezbytné okamzité po spincoatovani umistit wafer do
¢isté petriho misky pro zamezeni usedani prachovych c¢astic na cerstvy po-
vrch.

7) Nanesenou vrstvu je obvykle nutné nechat zaschnout typicky pii zvysené
teploté cca 60 °C.

Cas od Casu je potfeba spincoater vycistit od zbytk chemikalif. Jednodu-
chym trikem znac¢né usnadnujicim tuto ¢innost je vylozeni vnittku spincoateru
alobalovou folii, ktera zachyti vétsinu necistot a cas od casu ji vyménit.

A.3. Fotorezist SU-8

SU-8 je negativni fotorezist na bazi epoxidové pryskytice ur¢eny pro nanaseni
rizné silnych vrstev za pomoci spincoatovani. Tento proces je teoreticky mozné
pouzivat u nas v laboratori. SU-8 je dostupné v celé radé tedéni, takze lze
dosdhnout vrstev o sile od jednotek az po stovky mikrometri. Parametry pro
dosazeni konkrétnich hodnot je tfeba dohledat v prislusnych datasheetech.

Proces pripravy fotorezistu obnasi nékolik zapékacich krokii. Vzhledem k tomu,
ze je vrstva fotorezistu citlivd na teplotni Soky (roste vnitini napéti), probiha
zapékani vzdy ve dvou krocich (pfi 65 a 95°C). Vzhledem k tomu, ze jiz mame
k dispozici dvé laboratorni ploténky, je praktické rozehrat obé dvé na zminéné
teploty a poté pouze, presouvat vzorek z chladnéjsi na teplejsi ploténkou. Vzdy
je tfeba pouziti ochranné hlinikové félie, nebot SU-8 je velmi lepiva a tézko
omyvatelna slouc¢enina.

Vyrobni postup SU-8 sestava z nasledujicich krokii:
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A. Vyrobni postupy vyzkousené v ramci této prace

1) Pfipraveni waferu na ptidrznou piisavku spincoateru a zapnuti vakua.

2) Naliti SU-8 na substrat. Zde se nejvice osvédcilo nalévat fotorezist piimo
z ldhve a nepokouset se o pipetovani, nebot to obvykle vede k tvorbé bub-
linek. Fotorezist se naléva doprostied waferu tak, aby vysledna kapka byla
asi velikosti desetikoruny.

3) Spincoating - patfiény program je tieba dohledat v datasheetu pro danou
viskozitu a pozadovanou silu vrstvy.

4) Soft Bake - Po naneseni vrstvy néasleduje jeji zapékéani. Casy zapékani je opét
nutné dohledat v datasheetu.

5) Exposure - Fotorezist je dédle osvicen UV zafenim pres masku. SU-8 je ne-
gativni fotorezist a osvicend mista se vytvrdi a neosvétlena budou pozdéji
rozpusténa. V nasi laboratori byla vyzkousena doba osvitu na 8 min. ze 4
centimetrové vzdalenosti od UV zarivky. Tato hodnota plati pro silu vrstvy
40 pm.

6) Post Bake - Po osviceni je tfeba fotorezist opét zapéct, aby doslo k vytvrzeni
“cross-link” osvicenych oblasti. Casy, viz datasheet.

7) Develop - SU-8 ma specidlni vyvojku na bazi acetonového rozpoustédla (ni-
koliv aceton). Casy pro konkrétni sily vrstvy je opét mozné dohledat v da-
tasheetu, ale jednodussi je proces kontrolovat vizualné.

8) Hard Bake - Na zavér procesu je mozné provést findlni zapeceni pri 150 az
200°C. Tento krok zvysuje mechanickou a chemickou odolnost vysledného
motivu, ale je mozné tento krok i vynechat.

Dalsi vlastnosti fotorezistu SU-8 je moznost slepeni dvou vrstev za ucelem
uzavreni mikrofluidického systému. To se provadi tim zptsobem, ze se obé vrstvy
pritisknou k sobé a zahteji na priblizné 150 °C. Pri této teploté fotorezist mirné
zmékne a dojde ke spojeni obou vrstev. Je tieba vsak davat pozor, aby nedoslo
k zalepeni i mikrofluidického systému. Doporucuji proto pritisknout obé vrstvy
za pomoci tabulky skla a po celou dobu proces vizualné kontrolovat.

A.4. Vrtani do skla

Vrtani do skla je mozné provadét na CNC frézce za pomoci tvrdokovového vr-
taku urceného pro tento tcel. Vrtani je nutné provadét pod vodou. Vody
pritom nemusi byt moc. Sta¢i v misté vrtani nanést vétsi kapku vody a vrtat
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A.5. Vyroba elektrodovych poli na ITO félii

Obrazek A.2.: Testovaci vzor vyleptany do vrstvy ITO na plastové félii. Zobrazeny vzor
je posloupnosti ¢ar o sile od 1 do 60 um s krokem 1 um. Cisla v dolni ¢asti
zobrazuji fady hodnot.

v jejim objemu. Osvédcené nastaveni frézky pro tento ucel je 10.000 ot /min pti
0.05 mm/sec (frézka se pomaleji pohybovat neumf).

Praktické je nevrtat otvor skrz, ale pouze do 3/4 sily materialu. Zbylou vrstvu
skla je poté mozné prorazit jehlou ze strany vrtani. V tomto ptipadé je vy-
stipnuta cast skla daleko mensi, nez pri vrtani skrz celou tloustku.

A.5. Vyroba elektrodovych poli na ITO félii

Efektivni metodou vyroby elektrodovych poli, kterou je mozné provadét primo
na nasem pracovisti, je pouziti plastové PET (Poly-ethylene terephthalate) félie
s pripravenou prithlednou vodivou vrstvou ITO jako polotovaru. Vyrobni po-
stup je velice podobny jako pri vyrobé plosnych spoji. Pouziva se stejny typ
fotorezistu a leptani vrstvy probiha ve slabé kyseliné chlorovodikové. Dosazend
presnost metody za pouziti sklenéné litografické masky s motivem ve vrstvé
chromu je priblizné + 5 um. Testovaci vzor demonstrujici moznosti popsané me-
tody je zobrazen na obrazku [A.2]
Osvédceny postup vyroby téchto poli je nasledujici:

1) Ustfihnuti éasti folie s vodivou ITO vrstvou o pozadované velikosti. Je tfeba
pritom f6lii prilis neohybat, nebot vrstva ITO je pomérné kiehka.

2) Nalepeni folie na sklenény substrat. Tento krok je nutny kvili spincoatovani
fotorezistu, nebot samotna félie by se vlivem ptisavného vakua zdeformovala.
K prilepeni se osvédcilo pouziti parafilmu ohratého na 50 °C.



A. Vyrobni postupy vyzkousené v ramci této prace

3) Naneseni vrstvy fotorezistu. Je mozné pouzit bézny fotorezist pro vyrobu
plosnych spoji POSITIV nebo typ ma-P 1225. Vodiva I'TO vrstva je chra-
néna tenkou plastovou folii, kterou je nutno pred nanasenim odstranit. Foto-
rezist je nanesen sprejovanim nebo pipetovanim v souvislé vrstvé pokryvajici
celou plochu félie.

4) Spincoatovani vrstvy - program 4 (600 rpm/30 s, 3000 rpm/30 s).

5) Zasychani fotorezistu pri 50 °C po dobu 45 — 60 min. Vrstvu je treba prikryt
petriho miskou kviili ochrané pred prachem.

6) Osviceni fotorezistu pres masku elektrod. Osvédéend doba osvitu je 4 minuty
ze vzdalenost 4 centimetri od UV zarivky.

7) Osviceny motiv je vyvolan ve vyvojce tvorené 0.7% roztok NaOH (v pripadé
ma-P 1225 je roztok 0.3%). Pri vyvijeny roztokem mirné michdme a proces
ukoncujeme, kdyz je negativni motiv elektrod zcela rozpustény. Vyvojku je
vhodné pouzivat vzdy pouze jednou.

8) Leptani ITO vrstvy v 5% kyseliné chlorovodikové. Doba leptani je zde 80 s.
V pripadé opakovaného pouziti kyseliny se muze cas leptani mirné prodlu-

zovat.

9) Rozpusténi zbylého fotorezistu v isopropylalkoholu.

A.6. Leptani do skla

Leptani do skla se provadi prevazné za tcelem vyroby formy pro odlévani PDMS.
Polotovarem pro vyrobu je litografickd maska od firmy Nanofilm. Jde o sklené-
nou desticku s pripravenou vrstvou chromu a fotorezistu. Tento proces vSak neni
mozné provadét na nasem pracovisti.

Postup je nasledujici:

1) Fotorezist se osviti na litografu.
2) Vyvoj fotorezistu ve vyvojce doporucené vyrobcem.

3) Leptani chromu. Leptadlo na chrom se nevylévé, nebot po vycerpani je mozné
jej opét “ozivit”.

4) Umyti zbytku fotorezistu v acetonu.
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A.7. Hydrofobni teflonova vrstva

5) Lepténi skla v roztoku kyseliny Fluorovodikové (HF') a chlorovodikové (HCI).
Zadni strana skla se prelepi lepici paskou aby nedochazelo ke zbytecnému
leptani a vycCerpavani roztoku. Pro leptani je vhodné pouzit teflonovou misku.
Pozor fluorovodik - HF je jedna z nejnebezpecnéjsich chemikalii,
se kterou je mozné prijit do styku. Vdechovani vypart a styk s kuzi
mohou vést k vaznym zdravotnim problémum. Vzdy je tfeba pou-
Zivat ochranné rukavice (nejlépe dva pary) a vzdy pracovat pouze
v laboratorni digestori. Doba leptani skla je typicky velmi dlouha v tadu
desitek mikrometri za hodinu. Konkrétni casy je treba dohledat pro prislus-
nou koncentraci leptadla.

6) Odleptani zbylého chromu.

A.7. Hydrofobni teflonova vrstva

Pro dosazeni vysoce nesmacivého povrchu je mozné na sklenény, ale i jiny po-
vrch, nanést tenkou teflonovou vrstvu. Proces je pomérné snadny. Na pozado-
vany povrch se nanese vrstva vodni teflonové emulze a to bud spincoatovanim,
nebo prostym namocenim. Tato vrstva se nasledné zapéka pri 300 — 350°C.
Vrstva pri zapékani pozvolna ztraci mléénou barvu a stava se zcela ¢irou. V mo-
menté, kdy je ¢iry cely povrch zapékani mizeme ukoncit.
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