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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vyvojem Fidicich aplikaci pro nanaseci zarizeni a
hmotnostni spektrometr. Prace obsahuje popis principu ¢innosti zarizeni a jejich
hardwarovych specifikaci. Prace dale obsahuje popis jednotlivych aplikaci.
Funk¢nost aplikaci byla ovérena na realnych mérenich.

SUMMARY

This thesis describes the development of control applications for the
deposition machine and mass spectrometer. Thesis describes operation principles
of both devices and their hardware specifications. Thesis also describes the design
of developed applications. Functionality was tested on series of real

measurements.

KLiCOVA SLOVA

Hmotnostni spektrometrie, hmotnostni spektrometr, TOF-MALDI, nanaSeci

zarizeni, LabVIEW, stavovy stroj, XControl

KEYWORDS

Mass spectrometry, mass spectrometer, TOF-MALDI, deposition machine,
LabVIEW, state machine, XControl



PODEKOVANI

Na tomto misté chci podékovat vedoucimu mé diplomové prace Ing. Pavlu
Houskovi, Ph.D. za odborné konzultace a poskytnuté rady. Dale chci podékovat
Mgr. Antoninu Bednarikovi a doc. Mgr. Janu Preislerovi, Ph.D. za cenné informace a

prijemnou pracovni atmosféru.



PROHLASENI
Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracoval samostatné na
zakladé svych védomosti, rad a pokyni vedouciho diplomové prace, poskytnutych

materiald a odbornych konzultaci.

V Brné, dne 23. kvétna 2012 .
Pavel Kuba



BIBLIOGRAFICKA CITACE

KUBA, P. Zpracovdni a vizualizace dat z hmotnostniho spektrometru typu
TOF-MALDI. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta strojniho inZenyrstvi,
2012. XY s. Vedouci diplomové prace Ing. Pavel Houska, Ph.D.



OBSAH

1
2

3

4

5

6

UVOU ttttutiiirseeneeessessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssansssssesssssses 9
HmotnoStNT SPERIIOMELIIE .. sssssssssssssssssssssses 10
2.1 TecChniKy I0NIZACE ..ot 10
2.2 Metody hmotnostni analyzy ... s 11
2.3 Hmotnostni spektrometr typu MALDI-TOF ......ocunmnmnmeninsnenssnssssssssnssssensens 11
Popis rizenych zarizeni a poZadavky zadavatele ... 13
70 B\ = Vo Y0 7 U g =) 1 OSSR 13
3.1.1  Popis soucasné funkcionality ... 13

S 700 7/ & (0 A=Y PP 13
70 0 I = A=) 10 1) L 15
3.1.4 Pozadavky zadavatele na zIepSeni ... 15
3.2  Hmotnostni SPEKtIOMELr ..o 16
3.2.1  Popis soucasné funKcionality ... 16

R T2 & B | 6 A=Y PP 17
3.2.2.1 Laser, OptiCKA SOUSTAVA ..ouveererernirsersirssses s sssssssssssssssssssssens 17
3.2.2.2  POlOhOVACT STOIEK ...ttt s s sses s sssaees 18
3.2.2.3  VIAEOKATTA ..cereeecereteereeeeseisessessessesssssessssss st sssss st sss st ssssssssssssssssssssssssssssssns 18
3.2.2.4  METICT KAIta .t sssss e ss st s s sssssssssanees 18
3.2.2.5  RIAICE PC cooreereeersssssseessssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssoees 19
3.2.3  StAVAJIC SOfEWATE ..t 19
3.2.4  Pozadavky zadavatele na zlepSeni ... 20
FOIMUIACE CHIT couveeeeeeeeeeeeeeeet sttt 21
4.1 NaNASECT ZATIZENT ...t 22
4.2  Hmotnostni SPERIIOMELT ...t sssssssesnes 23
ReSen] StAVAJICICR CHYD ..o ceceeesssssssssssseeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssessssssees 24
5.1  Re$eni problémti NanA3eciho ZaF{ZENT......uuuuuuuuuuumummmmmmmmmmssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssens 24
5.2 ReSeni problém@ hmotnostniho SPEKtrOMEtIU ... vvcceveeeereeeeessesssesssssssssssnsnees 24
Popis vyvijenych apliKaci ... ssssssssessesses 27
6.1  Obecny popis Struktury apliKace ... ssessessessessessessessssseens 27
6.2  Popis aplikace pro nanaseci Zarizeni ... 28
6.2.1  EVENt SEIUKEUTA oottt ss st 28
6.2.1.1 Nastaveni drahy pOhYDU......ccorerinreeee s 30
6.2.1.2 Nastaveni pulzu pro pieZoPiPetor....ininnsssssesssssssssssses 30
6.2.1.3 Nastaveni reZimu ,,dropping”.......neeeesesssssesees 31
6.2.1.4 Nastaveni rezimu ,,fluOTrESCENCE ... sesasssseseaes 31

7



6.2.1.5 ManUAINT OVIAAANT ..ot se s s sasasns s 31

6.2.1.6  Automatické OVIAAANT ......ceeeeeereeeereeeeretst ettt 31
6.2.2  RIAICT PrOCES uummuuineesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 31
LT TN v A0 o = o 1 - U 32
(SYVA 2 N = V2= 116 ) 6 0 7= 1 5 [ oL 33
6.2.3  PIOCES POSUVIL cuvvrrrririersrssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 34
6.2.4  PrOCES EfEKLOTU coveieceeecereteesetsseset sttt 35
6.2.4.1 ReZIM ,,drOPPING .. es s s s ssss s saees 35
6.2.4.2  REZIM ,,PICZO" ..ottt sttt ns 36
6.2.5  ProCes KAMEIY ..o sssssessssssssssssssssssssssssssssssnens 37
6.2.6  Inicializace @ UKONCENT PrOCEST...cuemrmrrrrerrerseesseessesssessssssssssssssssssesssssssssssssseses 37
(TS T & 05 o Vo T m o)UY 0T=) 1 () 4o U] 38
6.3.1 UzZivatelské rozhrani, event Struktura ... 38
6.3.1.1 Nastaveni drahy pohybuU.....ccin s 39
6.3.1.2 Nastaveni parametrii METFeNT. ... 39
6.3.1.3  Manualni OVIAdANT ...ttt 40
6.3.1.4 Automatické OVIAAANT ...t seeaees 40
6.3.1.5 OVIAdANT KAMETY ..o sssaens 40
6.3.1.6 Zobrazeni METrenych dat...... s ——————— 41
6.3.2  HIavni FIdiCT PrOCES ...ovvieerirrieierercestiesses e ssssssssesssnsss 41
(STC T2 IR - 1200 1110 ) 0 0 U= L (o 42
6.3.3  PIOCES POSUVI ceoueereuseeseesersesssesssssssesssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 43
6.3.:4  PrOCES METENI. .ttt ses s bbb s s s sasnas 44
6.3.5  Proces ZpraCoOVANT dat ... ssssssssssssssses 45
6.3.6  ProOCEeS KAMETY ...t ssssssesssnsas 46
6.3.7  Inicializace a UKONCENT ProCEST. v sssssssssssssssssssens 46
6.4  Cteni dat z hmotnostniho SPEKITOMELIUL ..uuuuuuuuesuuemssmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasens 46
OVETENT fUNKCNOST . .euvrueeeererceereeseesretss st ssses s enas 48

LS T /- 1< o 50



1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem ridicich aplikaci pro hmotnostni
spektrometr a zaiizeni pro nandSeni vzorki, které jsou vtomto spektrometru
analyzovany. Zadavatelem prace je Ustavu chemie Piirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity, ktery obé zarizeni vlastni a vénuje se jejich vyvoji.

Prace svym obsahem navazuje na predchozi reSeni Ing. Lukase Ertla, ktery
se problémem zabyval také v ramci své diplomové prace.

Prvni cast prace se zabyva popisem metod hmotnostni spektrometrie a
charakteristikou jednotlivych zarizeni.

Druhd cast se jiz pak zabyva popisem jednotlivych aplikaci, které byly
v rdmci prace vyvijeny. Vyvoj aplikaci probihal v prostiedi NI LabVIEW.

Vytvorené aplikace byly pouzity pro analyzu skutecnych vzorkd.



2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS zangl. mass spectrometry) je jednou
z metod analytické chemie. Princip metody spociva v ionizaci zkoumané chemické
latky na nabité ¢astice a naslednym mérenim poméru hmotnosti k naboji (m/z),
ktery je pro kaZdou Ccastici jedinecny. Tato informace pak slouZi k urCeni
zastoupeni Castic ve zkoumaném vzorku, a tim i k identifikaci jeho sloZeni.

Historie moderni hmotnostni spektrometrie sahd az do roku 1886, kdy
Eugen Goldstein pozoroval chovani plynu s nizkym tlakem. Goldstein zaznamenal
zareni, které probihalo od anody skrz kandlky vkatodé. Otii roky pozdéji
Wildhelm Wien zjistil, Ze silné elektrické ¢i magnetické pole odchyluje zareni
pozorované Goldsteinem. Nasledné sestrojil zarizeni s paralelnim elektrickym a
magnetickym polem, které separovalo ¢astice zatfeni podle jejich m/z poméru.

Rlzné druhy hmotnostnich spektrometrii se od sebe navzajem lisi
zplisobem ionizace, rozdéleni Castic podle hmotnosti a detekce téchto Castic.
V soucasnosti se setkavame s nasledujicimi zplsoby ionizace a hmotnostni

analyzy. [1]

2.1 Techniky ionizace

Vzorky mohou byt ionizovany riiznymi zpisoby. Metoda , Electron Impact
Ionisation“ (EI) spociva ve vystielovani elektron na vzorek zhavenou katodou.
Elektron po narazu ,utrhne“ z vazby vlastni elektron molekuly, a tim ionizuje.
V ptipadé metody ,Chemical lonisation“ (CI) je ionizace dosaZeno pouZitim
reaktivniho plynu s kombinaci EI. Vzorek miiZe byt také ionizovan metodou ,Fast
Atom Bombardment“ (FAB), kterd spociva v ostrelovani vzorku atomy argonu.
Dals$i pouZivanou technikou je ,Electronspray lonization“ (ESI), ve které se
rozpusténé vzorky vstriknou do elektrického pole. Posledni popisovanou metodou
je ,Matrix Assisted Laser Desorption/lonization“ (MALDI). Princip metody spociva
v desorpci analytu paprskem laseru. Velkou vyhodou této metody je, moznost

archivace vzorku. Se stejnym vzorkem lze provést jesté jedno nebo vice méreni. [2]
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Hmotnostni spektrometrie

S \AnalytelMatrlx
- @ Mixture @ 7™
Obrdzek 1 - Metoda MALDI [3]

2.2 Metody hmotnostni analyzy

Ionizovany vzorek se analyzuje v hmotnostnim analyzatoru, ktery mtize byt
nékolika druht, v zavislosti na pouzité metodé. Metoda ,Quadrupole” spociva
v separovani castic pomoci dvou pari ty¢i pod napétim, které v zavislosti na
frekvenci zmény napéti propusti jen ¢astice o urcité hmotnosti. ,Magnetic Sector
Field“ je metoda zaloZena na odklanéni rtizné hmotnych castic pomoci silného
magnetického pole. Céstice s niz$f hmotnosti se odkloni vice, neZ ¢astice s vyssi, a
tim dojde k separaci. Tato metoda lze rozsirit o dvojici zakrivenych desek, na které
je pripojeno napéti a v zavislosti na velikosti elektrického pole, generovaného
témito deskami, prochazi jen Castice o urcité hmotnosti. Posledni popisovanou
metodou je ,Time of Flight* (TOF). Ionizované vzorky jsou urychlovany pomoci
vysokého napéti a vyslany do letové trubice. Riizné hmotné c¢astice maji po
prichodu elektrickym polem rtiznou kinetickou energii a tedy i rtiznou rychlost.

Méfti se doba letu ¢astic a z ni se vypocitaji jednotlivé hmotnosti. [2]

2.3 Hmotnostni spektrometr typu MALDI-TOF

Jak je zfejmé z nazvu, jedna se o hmotnostni spektrometr, ktery kombinuje
MALDI metodu ionizace a TOF metodu hmotnostni analyzy. Jeho podrobnéjsi popis
je zde uveden z toho diivodu, Ze je predmétem diplomové prace.

Vzorek urceny kanalyze je sloZzeny zanalytu a matrice. Kratkymi
laserovymi pulsy (béZné v jednotkdch nanosekund) se ozafuje, a tim predava
matrici energii. Absorpce energie vede k desorpci matrice, kterd plni nékolik

funkci. Chrani analyt pred destrukci laserovym paprskem, ionizuje analyt pri
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Hmotnostni spektrometrie

desorpci a strhava ho s sebou, ¢imz vznika ,oblak” iontt. Vnikly ,,oblak je urychlen
do letové trubice dvojici extrak¢nich mrizek, na které je privedeno vysoké napéti.

Princip priletového analyzatoru spociva v méreni casu, ktery iont potiebuje
k prekonani vzdalenosti mezi zdrojem a detektorem. Vyhodou je predevsim kratka
doba analyzy, jeden puls generuje jedno spektrum. Pfepocet do hmotnostni
domény se provadi podle vztahu (1). Kde m je hmotnost Castice, z je naboj, e je
elementarni naboj, U je urychlovaci napéti, t je doba priiletu a L je délka trubice.

—=2.e-U-= (1)

Ke zvySeni rozliSeni hmotnosti se pouZivaji rizné metody. Jednou z nich je
pulzni (zpozdénd) extrakce, kterd upravuje nerovnomeérné rozloZeni kinetickych
energii mezi ¢asticemi v okamZiku po vypareni laserem. Principem je zpoZdéni
urychlovaciho napéti o urcity ¢as po desorpci. Tim se vyrovnaji kinetické energie
rychlejSich Castic, které se ve chvili aplikace napéti nachazeji dale od zdroje s témi,
co jsou zdroji bliZe a maji nizs{ energii.

Druhou metodou zvySeni rozliSeni je pouziti iontového zrcadla na konci
letové trubice. Reflektor je tvoren nékolika prstencovymi elektrodami, na néz je
privedeno napéti o stejné polarité jako urychlovaci, ale opacné prostorové
orientace. Castice s niZ$i energii opusti reflektor dfive, nez ¢astice s vy$si energii,
které do reflektoru proniknou hloubéji, vSechny tak dopadnou na detektor

soucasné. [4]

JLLLLLILR IRLLELI Y

X1
&0 mm , 1%

Vil
;
L

2 |
L L 1]

T3 mm 10040 mm 23 mm  260mm 123 mm 250 mem

Vi

—
.

Obrdzek 2 - Schéma spektrometru MALDI TOF:
1,11, 1) laser a optickd soustava, IV ,V ,VI) soustava posuvii a extrakcnich mrizek,
VII) brdnovy ventil, VIII) letovd trubice, 1X) reflektor (iontové zrcadlo),
X, XI) MCP detektory [5]
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3 Popis rizenych zarizeni a poZadavky zadavatele

Predmétem této diplomové prace je pokrac¢ovani vyvoje software pro fizeni
hmotnostniho spektrometru typu MALDI-TOF a nanaSeciho zarizeni pro nanaseni
vzorkd, urCenych k analyze v hmotnostni spektrometrii. Obé zatizeni jsou vyvijena
na Ustavu chemie Pffrodovédecké fakulty Masarykovy univerzity. Hlavnim cilem
prace je doplnit nové poZadované funkce, zvySit rychlosti méreni spektrometru,
zvysit rychlost nandsSeciho zarizeni a zvysit spolehlivosti softwaru.

Obé zarizeni byla jiz drive zadavatelem sestavena a vyuZivdna, a proto

nebylo moZné zasahovat do specifikaci ¢i vybéru komponent.

3.1 Nanaseci zarizeni

Nanaseci zarizeni je urceno k pripravé vzorkl pro analyzu v hmotnostnim
spektrometru. Konkrétné se jedna o pripravu vzorkd pro vyvijeny spektrometr a
pro komerc¢ni spektrometry v majetku zadavajiciho ustavu. NanaSeci zarizeni je
pienosné, fizené pocitatem prostiednictvim USB rozhrani. Ridici software je

realizovan v prostiedi NI LabVIEW.

3.1.1 Popis soucasné funkcionality

Zarizeni pracuje ve dvou nanaSecich reZimech, které pouZzivaji dvé zcela
odlisné metody. Prvni z nich je metoda otisknuti kapky, ktera se vytvoii na konci
kapilary, na plochu desky. Tato metoda je dale oznacovana jako ,dropping“. Druha
metoda nanaSeni spociva ve vstrikovani mikroskopickych kapek pomoci
piezopipetoru. Dale oznacovano jako ,piezo“ metoda. Zarizeni je moZno rozsirit
o snimac¢ ,fluorescence” jiz nanesenych vzorki. Tento rezim vsak neni plné
implementovan.

ProtoZze vyrobci hmotnostnich spektrometri nepouzivaji jeden
standardizovany typ desky, je nandSeci zarizeni vybaveno adaptérem, ktery
dovoluje pouziti tfi druht téchto desek. Tim lze nanaSeci zatizeni pouzit pro

piipravu vzorka pro vSechny hmotnostni spektrometry, které zadavatel vlastni. [6]

3.1.2 Hardware

Zarizeni je mozZzné popsat jako trojosy kartézsky manipulator, jehoz dva
linedrni posuvy jsou pouZity pro pohyb desky v roviné xy a jeden pro pohyb
ramene v ose z. Pohybem ramene se tedy v modu , dropping” otiskuji vzniklé kapky
a vmodu ,piezo“ a ,fluorescence” se udrZzuje konstantni vyska zdvihu. Linearni
posuvy jsou zde zastoupeny modelem 8MT175-100 od vyrobce STANDA. Jedna se

o spojeni krokového motoru, pohybového Sroubu a linearniho vedeni. Poloha
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Popis rizenych zarizeni a poZzadavky zadavatele

posuvu se méii nepiimo, pocCtem pulst, které vysle kontrolér. Posuvy jsou
vybaveny koncovymi spinaci, které slouzi i jako referen¢ni hodnoty. Ovladani
vSech tii os je zajisténo kontrolérem 8SMC1-USBhF od stejného vyrobce. Tato
ridici jednotka je ovladana z pripojeného PC pies USB. K ovladani piezopipetoru se
pouZziva zartizeni vyvinuté Ing. Krasenskym z Masarykovy Univerzity, které je s PC

taktéz spojeno pres USB. Nasleduji hardwarové specifikace nanaseciho zarizent:

e rozliSeni: 2,5 um na jeden cely krok

e pocet kroki na otacku: 200

e krokovani:1/1,1/2,1/4,1/8

e stoupani zavitu: 0,5 mm

e maximalni rychlost: 10 mm/s

e ,soft“-start/stop

e maximalni zatiZeni: horizontalni 80N, vertikalni 30N

e ovladani kontroléru motorti i piezopipetoru z PC pomoci USB [7] [8]

Obrdzek 3 - Nandseci zarizeni: 1) kontrolér, 2) posuvy xy, 3) posuv z s ramenem
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Popis rizenych zarizeni a poZzadavky zadavatele

3.1.3 Stavajici software

Stavajici software byl vyvijen predchozim reSitelem Ing. LukdSem Ertlem
v prostiedi Labview od spolecnosti National Instruments. Struktura aplikace je
postavena na principu stavového stroje, bliZe v kapitole 6.1. Rozdéleni do nékolika
while smycek s nezavislym ¢asovanim je dosaZeno mozné paralelizace procest.
Konkrétné se jedna o rozdéleni na event strukturu, ktera zachytava uZzivatelské
akce a vklada jednotlivé prikazy do fronty prikazd, ty se zpracovavaji
v samostatném procesu. Tim je fidici proces, ktery urcuje na zakladé stavu zarizeni
dalsi prikazy k vykonani. Soucasti ridici procesu je obsluha uzivatelského rozhrani,
ovladani piezopipetoru a vypocet drahy, po které se maji pohybovat jednotlivé osy.
Samostatné stojici proces motori komunikuje s kontrolérem, posila do néj ptikazy
a vycita stav, ve kterém se pravé posuvy nachazi. Samostatny je také proces
ovladani a zobrazovani obrazu z kamery.

Z pohledu uzivatele je aplikace rozdélena do tii hlavnich rezimi:
manualniho, automatického a ,piezo“ médu. V manualnim reZimu je posuv vSech
tii os nanaseciho zarizeni ovladan pomoci smérovych tlacitek nebo zadanim
relativnich souradnic. Soucasti nastaveni pozice je i rychlost motorti a velikost
krokovani. Automaticky reZim umoziuje nastaveni miizky bodii, které budou
naneseny metodou ,,dropping”. Po spusténi sekvence se postupné nanesou vSechny
nastavené body. Uzivatel do procesu jiz nemusi, a ani nemuZe zasahovat.
V poslednim reZimu, ,piezo“ moédu, se kpredeslému nastaveni miizky bodi
pridava nastaveni generovaného pulsu pro piezopipetor. Takto nastaveny puls se
prevede na sekvenci prikazl a posle do kontroléru. ,Piezo“ mdd obsahuje, na rozdil
od ostatnich, display obrazu z kamery. Pfed zapocetim nanaSeni je totiZ potieba
zkontrolovat, zde se generuji kapky spravného tvaru, sméru a velikosti. [6]

3.1.4 PoZadavky zadavatele na zlepSeni

Zadavatel priSel snovymi poZadavky na funkcionalitu a na opravu
stavajicich zavad, které komplikovaly praci. Mezi poZadavky bylo zachovani dvou
nanasSecich reziml (dropping, piezo) s moZnosti rozsifeni o rezim fluorescence.
Dale byl kladen dlraz na zvySeni rychlosti na maximum a celkovou stabilizaci
procesu. Navic by méla byt aplikace spustitelna i na méné vykonnych zarizenich.
Ze zkusSenosti obsluhy vyplynulo, Ze pii nanaSeni Casto dochazi k vypadkim
pohybu nékterych os. Vtom pripadé je pak nutné proces zastavit a s novym
nastavenim pokracovat. Obsluha se tedy nemtiZe na zarizeni spolehnout a musi ho

kontrolovat, coZ je vrozporu spoZadavky zadavatele. Kolisava rychlost a
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nespolehlivost mohou vést ke znehodnoceni nanasenych vzorki, a tim k degradaci
celého nanaseciho procesu.
Spolu se stavajicim stavem software byly pozadavky zhodnoceny a z nich

vyvozené zavéry vedly k formulaci cilii diplomové prace.

3.2 Hmotnostni spektrometr

Obecny popis hmotnostni spektrometrie a princip Cinnosti jednotlivych
typl spektrometrii se nachazi v kapitole 2. Tato Kkapitola tedy pojednava
o konkrétnim spektrometru typu MALDI-TOF, jeZ nese oznaceni ,Drobecek” a
nachazi se na Ustavu chemie P¥irodovédecké fakulty Masarykovy univerzity. Podle
zadavatele byla motivace pro vyvoj vlastniho spektrometru nasledujici:

V dobé vyroby spektrometru byla rychlost komercnich zarizeni velmi nizka,
analyzy trvaly dlouho. Z tohoto divodu byl navrzen vyvoj vlastniho spektrometru,
ktery by provadél stejné analyzy rychleji. Hlavni pticinou pomalé analyzy
komerc¢nich spektrometra byly pouzité lasery. Ty pracovaly s maximalni frekvenci
50 Hz. Kvyraznému zrychleni doslo diky pouziti laseru o frekvenci pulzovani 2
kHz. [5]

Nyni je znovu snaha urychlit proces méreni a neztratit pri tom na kvalité
naméienych dat. K tomu udcelu je pouZito zrcatko, které ma kompenzovat pohyb
stolku v jedné ose. Predpokladana doba méreni na vyvijeném spektrometru by tak
méla byt nékolikrat kratSi nezZ u momentdlné nejrychlejSiho komercniho
spektrometru.

Dal$imi vyhodami vyvoje vlastniho spektrometru je moZnost opravy

obsluhou, velka flexibilita co se tyce rozsireni a vyrazné nizsi cena.

3.2.1 Popis soucasné funkcionality

Zatizeni je schopné analyzy ve tfech rezimech, ,imaging”, ,small plate“ a
»osciloscope”. Prvni uvedeny reZim analyzuje urc¢enou plochu bod po bodu podle
zadaného kroku. Vytvari se tak rastr, kde kazdy jednotlivy bod obsahuje namérené
spektrum. Takto namérena data se daji zpracovat do podoby mapy intenzity.
Rezim ,small plate” je moZné popsat jako rezim znamych bodl. V tomto rezimu se
pouzivaji desky s oznaCenymi body a obsluha si pouze vybira, ktery bod se ma
analyzovat. Vysledkem je pak vzdy jedno spektrum. V poslednim reZimu je zatizeni
pouzivano jako osciloskop. Analyza probihd neustile a obsluha mize libovolné

ménit polohu stolku, a tak promérovat libovolné body.
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3.2.2 Hardware

Hardware hmotnostniho spektrometru podléha vysokym narokiim na
spolehlivost, presnost a cistotu. Komponenty zarizeni pracuji v hlubokém vakuu
(1,33e-6 Pa) a v prostiredi s vysokym napétim (14+15kV). ProtoZe se jedna o typ
MALDI-TOF, jsou vzorky vyparovany laserem a nasledné prolétaji tubusem

dlouhym 2,6 m. Odpovidajici schéma je na obrazcichObrazek 2 a Obrazek 4.

Obrdzek 4 - Hmotnostni spektrometr: 1) laser, 2) stolek a extrakéni mrizky, 3) letovd
trubice, 4) detektor, 5) ridici PC

3.2.2.1 Laser, opticka soustava

Prvnim krokem k analyze vzorku je jeho ionizace. Vzorek je skrz optickou

soustavu odpaten laserem typu Nd:YAG s témito specifikacemi:

e vlnova délka: 355 nm
e frekvence pulzovani: 2 kHz (maximalni 10 kHz)

e energie pulzu: 8.6 yJ/puls

Béhem posuvu stolku na dalSi souradnici musi byt laser odklonén, aby
zbyteCné nevypaloval vzorek. Ktomuto ucelu slouzi zrcatko s proménnym
natocenim zavislym na napéti. Model 6810P (Cambridge Technology) méni polohu
se zpoZdénim mens$im jak 1 ms. K ovladani zrcatka se pouziva zarizeni myDAQ od
spolecnosti National Instruments. Jedna se o cenové dostupny prevodnik a mérici

zarizeni. Obsahuje jak digitalni, tak analogové vstupy a vystupy. [9] [10] [11]
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3.2.2.2 Polohovaci stolek

Polohovaci stolek je sestaven ze dvou linearnich posuvii (modely MM-3-M-F
a MM-4-M-Ex) od firmy National Aperture. Tyto posuvy jsou uzplisobeny pro praci
ve vakuu. Jedna se o kombinaci DC motort pies planetovou pirevodovku spojenymi

s kulickovymi Srouby, které zajistuji posuv po linearnim vedeni.

e rychlost: aZ5 mm/s

e presnost: 3 um

Polohy posuvili jsou meéreny nepiimo pres enkodér na hiideli motoru.
Polohu je tedy nutné prepocitat z prevodového poméru a stoupani Sroubu (pro
kazdou osu jiné). Posuvy jsou vybaveny koncovymi spinaci, které slouzi i jako
referen¢ni hodnoty.

Rizeni posuvi zajistuje kontrolér MC-4SA od firmy National Aperture. Ten
je s PC propojen pres tidici kartu NI PCI-7344 od firmy National Instruments.
V LabVIEW je ovladani karty dostupné pies knihovnu ,Vision and Motion“.
Konfigurace je moZna pohodlné pres ,Measurement & Automation Explorer” (dale
jen MAX). V této aplikaci lze naladit PID regulatory, ptifazovat osy do vektorovych
prostorti a konfigurovat dalsi parametry os. [12] [13] [14] [15]

3.2.2.3 Videokarta

Kvili poZzadavkiim na zobrazovani pravé vypalovaného vzorku je soucasti
hmotnostniho spektrometru i USB karta (AVerMedia DVD EZMaker 7) na

digitalizaci videa z analogové kamery.

e rozliseni: 720 x 480 px

e snimkova frekvence: 30 fps

ProtoZe zde obraz z kamery slouZi pouze jako kontrola, neni zaznamenavan,
jsou vySe uvedené specifikace pro aplikaci dostacujici. Naopak niZs$i obnovovaci

frekvence nevyuziva tolik systémovych prostiedku. [16]

3.2.2.4 Mérici karta

K méreni dat z detektoru (typ MCP detektoru od firmy Photonis) se pouziva
karta AP 200 od spolecnosti Acquiris (nyni Agilent). Jedna se o osciloskopickou
kartu s vlastnim priimérovanim. Vlastni averager dovoluje zpracovat velky objem
dat bez zatiZeni fidiciho PC. Proces analyzy vzorku miize pracovat, az na frekvenci

2 kHz, coz je frekvence laseru, pii které ma jeSté dostatecny vykon. Karta také
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disponuje vlastnim programovatelnym hradlovym polem. Nasleduji specifikace

mérici karty:

e vzorkovani: az 2 GHz
e pamét: 4 x 256 KB [17]

3.2.2.5 Ridici PC

Ridici PC musi spliiovat poZadavKky na vysokou propustnost sbérnic a
vysoky vypocetni vykon. Z mérici karty je vycitano velké mnoZstvi dat a v redlném
Case se tato data zpracovavaji a ukladaji. Specifikace dulezitych komponent jsou

nasledujici:

e zakladni deska: Gigabyte P55-UD3L
e procesor: Intel Core i5-760 Quad-Core
e paméti: Kingston 4GB DDR3 1333MHz

3.2.3 Stavajici software

Stavajici software byl, stejné jako software pro nanaseci zarizeni, vyvinut
v prostredi NI LabVIEW. Struktura je i vtomto pripadé zaloZena na principu
,Stavového stroje“, vCetné paralelizace jednotlivych procesti. Opét je zde tedy
mozné pozorovat rozdéleni na event strukturu, ridici proces, proces ovladani
motort, proces ovladani meérici karty a proces ovladani kamery.

Z pohledu uzivatele je aplikace rozdélena na nékolik jednotlivych rezimu.
Jedna se orezim ,imaging“, pfi kterém je z desky vypalovana souvisla plocha
vzorku. Timto vznika sit bodi s jednotlivymi zprimérovanymi spektry. Naslednou
analyzou je moZné dosdhnout zobrazeni do mapy rozdéleni intenzity. Druhym
reZimem je reZim ,small plate“. Vtomto reZimu se pouZivd mirné odliSny typ
desek, nez u reZzimu ,imaging“. Na desce jsou vyfrézované body, do kterych se
nandseji vzorky. Tim se zajisti jejich ohranic¢eni a urc¢i presna poloha pri analyze.
Dal$im reZimem je urcovani analyzovaného bodu pomoci obrazu z kamery.
Poslednim méricim reZimem je rezim osciloskopu. Vtomto reZimu laser
nepretrzité vypaluje vzorek a karta ziskava data, ktera se nasledné zobrazuji.
Slouzi predevsim demonstracnim ucelim a pro kontrolu nanesenych vzorki.
Aplikace obsahuje taktéZ reZim zobrazovani naméfenych dat. V ném je mozZné
vybrat z nékolika druhli zobrazeni, od jednotlivych spekter po propracované
zobrazeni prostorovych map intenzity.

Pohyb stolku je zde ovladan bud ruc¢nim, nebo plné automatickym

procesem. Podobné jako u aplikace pro nanaseci zarizeni je moZné vytvorit mrizku
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bodd, které budou analyzovany. V této aplikaci uZivatel zada parametry, se kterymi
se ma méreni uskuteCnit a po spusténi procesu jiz do néj nemusi, a ani nemiize
zasahovat. Naméfena data se ukladaji do bindrniho souboru, protoZe objem
uklddanych dat je velky. Tento soubor pak lze otevrit a analyzovat vysSe

zminovanymi metodami. [6]

3.2.4 PoZadavky zadavatele na zlepSeni

PoZadavkem je v prvni radé zrychleni celého procesu a zaméreni se na
rezim ,imaging”“. Zachovani ostatnich rezimu je volitelné, ale struktura programu
musi byt uzplsobena jejich jednoduché implementaci. Zrychleni v rezimu
»imaging“ by mélo byt dosaZeno pouzitim zrcatka jako kompenzace pohybu stolku
v ose x. PoZadavkem na analyzu naméienych dat je funk¢ni kalibrace dat. Jedna se
o prizptisobeni hmotnostni domény namérenych dat skutecnym hodnotam.
Namérené hodnoty se vzdy lisi od skutecnych, pomoci sady kalibra¢nich latek, 1ze

hmotnostni doménu prepocitat.
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4 Formulace cilu

Jak jiZ bylo uvedeno v predchozi kapitole, zadavatel priSel s novymi
pozadavky na funkcionalitu a na opraveni stavajicich zavad, které komplikovaly
praci. Po analyze kédi aplikaci a konzultacich s obsluhou bylo ptikroceno
k vytvoreni zcela nového kddu, ktery by spliioval vSechny poZadavky zadavatele.
Soucasny stav software to neumoznoval, protoZe struktura nebyla od pocatku
tvorena jako modularni. Struktura byla vytvorena pro jednoucelovou aplikaci, a
s pribyvajicimi poZadavky na nové funkce, se priliS rozrostla, prestala byt
prehledna a kazdy zasah do ni by predstavoval velké zmény v kédu. Stejné tak se
muselo zménit uZivatelské rozhrani, které bylo ve stavajici podobé malo prehledné
a obsahovalo mnoho duplicitnich nebo pro uZzivatele nepotrebnych prvkd.

Vzhledem kodliSnym poZadavkim zadavatele a nutnosti feSeni
pozorovanych chyb nejsou vseznamu cili obsazeny vSechny body zadani
diplomové prace. Jednd se o filtraci signalu a o odstranéni vlivu matrice a pozadi
z namérenych dat. Po konzultaci se zadavatelem bylo zjiSténo, Ze vySe zminéné
body jsou pro néj nepotiebné nebo by se musely resit prevazné zménou hardwaru,

coz neni v tuto chvili prvoiadé. Tyto zmény se planuji do budoucna.
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4.1

Formulace cilt

Nanaseci zarizeni

PoZadavky na zmény jsou uvedeny v predchozi kapitole. Z nich formulované

cile prace jsou sefazeny niZe:

Zcela manudlni ovladani procesu nanasenti a to jak v reZimu ,dropping”, tak
v rezimu ,piezo“. Obsluha ma mit moZnost pomoci smérovych Sipek vybrat
bod k naneseni a podle vybraného reZimu nanést vzorek. Bud' otisknutim,
nebo vygenerovanim proudu kapek. V prvnim reZimu ma mit moZnost
nastavit vysSku zdvihu, o ktery se posune osa z. Vdruhém reZzimu ma mit
moznost nastavit tvar generovaného pulsu, a pocet opakovani. Obsluha
muze vybrat mezi jednim pulsem, davkou pulsi nebo nepretrzitym
davkovanim s urcitou frekvenci.

Automaticky rezim, ktery podporuje oba rezZimy nanaseni. Podle zadanych
parametrl se vypocte miizka bodi, které se maji nanést. Obsluha ma mit
moznost ménit pocatecni a koncové body, véetné velikosti rozestupu.
Posuvy pak pohybuji s deskou podle vypoctené drahy a na kazdém bodé se
v zavislosti na reZzimu spusti dana sekvence. VreZimu ,dropping“ se
k moZnosti nastaveni zdvihu pridava moZnost nastaveni doby cekani do
dal$iho otisknuti. Cekani je zde nutné z diivodu pouzivané metody separace
vzorkli. Tim padem obsluha nemusi ménit rychlosti posuvl a tim i délku
¢ekani, coz byl zptisob pouZivany diive. V rezimu ,piezo“, zlistava nastaveni
totoZné, jen se pulsy generuji automaticky po dojeti na souradnice.
Dostupnost obrazu z ptipojené kamery v ,piezo“ reZimu. Obsluha ma mit
moznost vizualné zkontrolovat kvalitu generovanych kapek.

Vytvorit moznost rozsifeni o rezim ,fluorescence”, pro ktery prozatim neni
hardwarové vybaveni.

Vytvorit logickou a modularni strukturu.

Zabranit vyskytim pozorovanych chyb
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4.2

Formulace cilt

Hmotnostni spektrometr

Z pozadavkl uvedenych v predchozi kapitole byly formulovany nasledujici

cile diplomové prace:

Manuadlni rezim. Vtomto rezZimu ma mit obsluha moZnost se pohybovat
s deskou pomoci kurzorovych Sipek a nastaveny krok. V jakémkoli misté
desky (v mezich softwarovych limitii) pak miiZe spustit sekvenci na ziskan{
a uloZeni dat.

Automaticky rezim. Vtomto reZimu obsluha nastavi vSechny potifebné
parametry mérici karty a drahu, po které se ma pohybovat stolek. Po
spusténi se celé méreni provede automaticky.

ReZim ,imaging“. Tento reZim odpovidd automatickému reZimu. Pres
urcitou plochu vloZené desky je provedeno postupné meéreni a ukladani
spekter do binarniho souboru. Tento rezim muze pracovat ve dvou mdédech
chovani zrcatka, které priklani paprsek laseru na desku. Prvni moéd je
zndmy z ptivodniho programu, po dojeti stolku na bod se zrcatko prikloni,
laser vypali vzorek a zrcatko se znovu odkloni. V druhém moédu se zrcatko
vyuziva jako kompenzace osy x. To by mélo vést k vyraznému zvySeni
rychlosti procesu. Rozsah kompenzace je mozné navolit a tim i zménit
mnozstvi bod{, na které stolek nemusi najet.

Ukladani souborti dat a parametri. Oddéleni parametri méreni od
binarniho souboru spekter na jednu stranu zvysi pocet soubort, na druhou
stranu vSak povede ke zjednoduseni programu. Parametry méfeni se ulozi
ve formatu XML, ktery je v LabVIEW nativné podporovan. Struktura je vSak
lehce modifikovatelna na jiny format ukladani dat.

Vytvorit moZnost rozsireni o dalsi rezimy.

Vytvorit logickou a modularni strukturu.

Zabranit vyskytim pozorovanych chyb

Vytvorit aplikaci, ktera bude zobrazovat namérena data ve 2D a 3D. Nemusi
mit moduldrni strukturu, protoZe se pocita s jejim vyuzitim jen do doby, nez
se zacne pouzivat néjaky otevieny format ukladani dat a analyza tedy bude

moci probihat ve specializované aplikaci treti strany.
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5  Reseni stavajicich chyb

Vzhledem Kk rozdilnym problémim obou zarizeni bylo nutné pro kazdé
z nich pristoupit na jiny postup reseni. U nanaseciho zarizeni bylo nejdrive potieba
prostudovat systém, se kterym se ovladaji posuvy, a zda je v tomto ohledu mozné
néco zlepsSit. U hmotnostniho spektrometru byl hardware v zasadé funk¢ni, ale
bylo treba kalibrovat polohu stolku a laseru.

5.1 ReSeni problémii nanaseciho zarizeni

Hlavni problém nanasSeciho zarizeni bylo to, Ze pfi nanaSeni se obcas
prestala pohybovat jedna nebo vice os. Problém byl pricitan sloZitému kdédu a
faktu, Ze veSkera komunikace mezi PC a kontrolérem probihala zménou globalnich
proménnych v LabVIEW. Po bliz§im prozkoumani se zjistilo, Ze ke kontroléru je
dodavan software, ktery umoziuje nastavovat rtizné parametry a ukladat je do
profilii podle pouzivaného modelu zarizeni. V predeslém kddu tyto profily nebyly
pouzity a pracovalo se se zakladnim nastavenim (default profile). Pouhou zménou
tohoto profilu se odstranily nékteré zavady. Jedna se o chybné nastaveni délky
posuvi a koncovych spinacl. V LabVIEW se vSak musely uzpisobit orientace os,
protoZe dodavany software tuto funkci sice podporuje, ale ne zcela. Zménou
orientace osy se zaménila pouze poloha koncovych spinaci, logika ota¢eni motori
zUstala stejna.

A¢ doSlo kvyraznému zlepSeni chovani nandseciho zafizeni, odpadla
napiiklad potieba prepocitdvat polohu a kontrolovat, zda jiZ neni posuv na
koncovém spinaci, pri kterém stale dochazelo k vypadkiim pohybu posuvii. Bylo
zjiSténo, Ze po urcité dobé se motory samy vypinaji. Nebyla zjiSténa Zadna zavislost
na teploté motord, poctu ujetych kroki nebo dobé zapnuti. V dodavaném softwaru
je sice moznost automatické vypinani motori vypnout, ale ani po vypnuti této
funkce problémy neustaly. Bylo prikroceno kieSeni pfimo v LabVIEW. Pred
kazdym prikazem na zménu polohy je kontrolovano, zda je motor zapnuty, pokud
neni, vysle se prikaz na jeho zapnuti.

K ovladani kontroleru slouzi v LabVIEW sada funkcnich blokt, které jsou
dodavany vyrobcem posuvi. VSechny funkcni parametry jsou vSak v globalnich

proménnych, coz miiZe byt i nadale zdrojem problémt. [8]

5.2  Reseni problémi hmotnostniho spektrometru

Problém hmotnostniho spektrometru spocival predevsim v kalibraci polohy
laseru a posuvi, tak aby bylo vzdy jasné urceno, od kterého bodu se odvozuje

soufadny systém. Vzhledem k omezenym moZnostem pohybu v ose x (pouZiva se
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Reseni stavajicich chyb

posuv s krat$i vzdalenosti, neZ je rozmér desky) byl za pocate¢ni bod vybran levy
dolni roh. Na obrazkuObrazek 5 oznaceno Cervenym kriZzem. Vertikalni poloha
laseru se upravila mechanickym natocenim zrcatka, horizontalni pak nastavenim
urcité nulové polohy napéti prividéného na svorky zrcatka. Poté se nastavila
poloha stolku pomoci manudlniho rezimu ovladani. Pocate¢ni poloha se da vzdy
znovu obnovit pomoci vytvorené funkce ,homing“, ktera nalezne koncové spinace
posuvi a najede na definované souradnice.

Druhym problémem posuvi byly Spatné fungujici koncové spinace, které se
spinaly, i kdyZ sepnuté nebyly. Tento problém se dal vyresit bud’ vymeénou spinaci
za jiné, nebo softwarové v LabVIEW. Koncové spinace se v minulosti jizZ nékolikrat
ménily a vzhledem kjejich vysoké cené bylo zvoleno druhé, softwarové, reSeni.
Byla proto vytvorena funkce, ktera kontroluje, zda poZadované souradnice
nepiekro¢i nastavenou hranici. Tim padem mohly byt hardwarové koncové

spinace vypnuty.

Obrdzek 5 - Umisténi pocdtku souradného systému
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6 Popis vyvijenych aplikaci

Veskera funkcionalita se v NI LabVIEW vytvari programovanim funkénich
blokd, které si lze predstavit jako funkce se vstupy a vystupy. Kazdy funkcni blok
ma v systému svou grafickou reprezentaci. Rozsahlé funkce a se skladaji do podoby
tzv. SubVI. Prvky uzivatelského rozhrani jsou tvoreny vstupy tzv. controly a
vystupy tzv. indicatory, které mohou byt riiznych datovych typt: ¢isla, text, grafy,
atd. Zvlastni postaveni, mezi prvky uzivatelského rozhrani, maji tzv. XControly,
které mohou plnit funkci jak controlil, tak indicatori. XControl se zaroven chova
jako samostatné SubVI, ve kterém se zpracovavaji vstupy a prevadi na vystupy.
Téchto prvki je ve vyvijenych aplikacich s ispéchem vyuzito.

Struktura aplikaci obou zarizeni byla navrZena stejna. Aplikace byly
navrhovany soucasné ,zevniti“, z pohledu programatora a struktury kédu, i z

»vneéjsku“, z pohledu uZzivatele.

6.1 Obecny popis struktury aplikace

Vzhledem k poZadavkiim na modularni program byla vybrana struktura
principem odpovidajici stavovému stroji s paralelnimi procesy (vlakny). Chovani
aplikace je tedy Fizeno stavy, které se esi v Fidicim procesu. Ridici proces reaguje
na prikazy z uzivatelského rozhrani a podle stavu, ve kterém se nachazi, rozesila
prikazy do ostatnich procesi. Jedna se tedy o stejnou strukturu, jaka byla pouzita
v ptivodni aplikaci. Oproti ptivodni aplikaci byl vSak program striktné rozdélen na
fidici a fizenou ¢ast. Pouze fidici proces posila prikazy ostatnim (podiizenym)
procestim a ¢eka na jejich reakci.

Dal$im rozdilem je také to, Ze veSkeré vstupy od uZivatele se resi na jednom
misté pomoci event struktury. Tato struktura zachytava udalosti z uzivatelského
rozhrani. To, Ze jsou vSechny vstupy na jednom misté, sice komplikuje predavani
informaci do procesu, pro ktery je informace ur€ena, nicméné ma to i své vyhody.
V fidicim procesu je mozné tyto informace rozdistribuovat pomoci systému front.

Pomoci front se z ridiciho procesu posilaji prikazy a parametry potiebné
v daném procesu a nazpét se vraci jednoprvkova fronta stavi tzv. notifier. Diky
zpétné vazbé z notifieru, ma ridici proces prehled o tom, zda byl, ¢i nebyl proveden

prikaz a zda jiZ je podrizeny proces pripraven prijmout dalsi prikazy. [18]
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Obrdzek 6 - Struktura aplikace

6.2  Popis aplikace pro nanaseci zarizeni

Aplikace pro ovladani nanaseciho zatizeni byla vyvijena jako prvni v poradi
a pri jejim vyvoji bylo zjisténo mnoho cennych poznatk, kterych bylo vyuZito ve
vyvoji dalSich aplikaci. Struktura se, s mirnymi dpravami, drzi navrhu z kapitoly

6.1. Prvni popisovanou ¢asti je event struktura, ktera resi vstupy z uZivatelského

rozhrani.

6.2.1 Event struktura

Pies pomérné velky pocet ovladaci, které mize uzivatel pouzivat a
nastavovat, je event struktura v celku jednoducha. Toho bylo dosaZzeno pomoci
rozdéleni uzivatelského rozhrani na nékolik jednotlivych XControlii. Vzhledem
k moZnosti predzpracovani lze XControl vyuzit jako jediny vystup. Tim se vyrazné
snizi pocCet prvki, které je nutno v blokovém diagramu zapojit.

Podle pouzitého XControlu se do fronty stavi vlozi urcita informace pro
Fidici proces. Jednd se konkrétné otfi rtzné mozZnosti: piikazy manudalniho
ovladani, prikazy automatického ovladani a prikaz k ukonceni aplikace. Soucasti
prikazu manualniho ovladani je smér, ve kterém se maji posuvy pohybovat, a
relativni souradnice pohybu. Prikaz automatického ovladani sestava
z nasledujicich informaci: informace oreZimu, ve kterém se uZzivatel nachdazi
(dropping, piezo), parametry konkrétniho rezimu (délka cekani, zdvih, nastaveni

pulzu), informace o draze pohybu a konkrétni prikaz (start sekvence, ukonceni,
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najeti na pocatecni bod aj.). Prikaz na ukonceni aplikace pouze vloZi tento
pozadavek do fronty a ridici proces rozdistribuuje prikaz do vsech podprocesi.

Z pohledu uzivatele je tedy aplikace rozdélena do nékolika casti, podle
zplsobu ovladani a nastaveni. Jedna se o jednotlivé XControly: Nastaveni drahy
pohybu, automatické a manualni ovladani, stavovy ftadek a Kkontrolka
zaneprazdnéni a nakonec sada zalozek s ovladanim rtiznych rezimi.

Vzhledem ktomu, Ze prace navazuje na predchozi reSeni, jsou nékteré
funkce, které byly shledany jako vyhovujici, totoZzné. Zde se jedna o nastaveni pulzu
pro piezopipetor, které bylo upraveno a vloZzeno do samostatného XControlu.
Naprogramovani tohoto XControlu je navic naplni prace jiného resitele. Jedna se
tedy o syntézu nékolika reSeni. Stejné plati pro XControl teSici nastaveni drahy
pohybu stolku. Soucasti téchto nastaveni je moznost vytvaret riizné profily, které

se ukladaji ve formé XML v definovaném adresari.

"""""""""""""""""""""""" FEREERE RN RN E RN RN RN NN ENE RN
Rastr<50, 80> [20, 20] {15:20/1:15:20/1} Dropping I Fluorescence  Piezo
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Obrazek 7 - UZivatelské rozhrani aplikace pro nandseci zarizenti:
1) nastaveni drdhy pohybu, 2) nastaveni jednotlivych rezimi, 3) manudIni ovlddani,

4) automatické ovlddani
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6.2.1.1 Nastaveni drahy pohybu

XControl nastaveni drahy pohybu sestava ze zobrazeni nastavené mrizky a
tlacitka, které otevira vlastni nastaveni. Uzivatel ma moZnost nastavit rozsah, ve
kterém se bude miizka bodl vytvaret, a nastavit odstup jednotlivych bodii. Oboji
ve dvou osach, xa y.

Vypocet drahy funguje nasledovné. Spocita se rozdil mezi pocatecnim a
koncovym bodem vkazdé ose a podéli se velikosti kroku. Takto ziskany
zaokrouhleny pocet bodii je znovu vynasoben velikosti kroku a kazdy jednotlivy
bod je pticten k pocatku. Takto vzniknou pro obé osy pole bodf, ve kterych se ma
stolek zastavit. V dalSim kroku se z hodnot téchto dvou poli vytvori draha pohybu,
podobna ,hadu“. To znamena, Ze po dosaZeni maximalni soutadnice v jedné ose, se
stolek posune v druhé ose. Toho je dosaZeno pouzitim dvou vnotrenych smycek for,
do kterych vstupuji pocty bodi vjednotlivych osach. Nejdiive se dosahne
maximalni hodnoty pro osu x, a nasledné dojde k posunu na dalsi hodnotu v ose y.
Pro kazdy lichy radek osy y se obraci potadi bodii v ose x. Takto vznikla draha,
vytvari hadovity pohyb stolku. Vystupem je pole clustert, které obsahuji souiadnici
x ay. PocCet prvki pole je dan po¢tem bodi, které se maji nanést.

Zobrazeni miizky probiha v samostatné smycce, ve které se k ptivodnimu
obrazku prazdné desky postupné pridavaji body z pole. Soutadnice x a y obrazku
jsou totoZné se souradnicemi, které se maji nanést. Provadi se tak kontrola
nanaseni.

Samotné zadavani parametrli obsluhou je upraveno pomoci funkcnich
blokii ,in range and coerce“, které v pripadé zadani hodnot mimo rozsah,
automaticky zaokrouhluji data na definované hranice. Nemuze se tak stat, Ze by se
vzorky mély nanést mimo plochu desky, nebo Ze by posuvy dorazily aZ na koncové

spinace.

6.2.1.2 Nastaveni pulzu pro piezopipetor

XControl pro nastaveni pulzii ma stejné jako predchozi jeden zobrazovaci
prvek a tlac¢itko na vyvolani samotného nastaveni parametri. Zobrazovacim
prvkem je zde display obrazu pripojené kamery, sjehoZ pomoci se vizualné
kontroluje spravnost nastaveni pulzd. Obraz z kamery lze tlac¢itkem bud’ zapnout,
nebo vypnout. V piipadé spravného nastaveni pulzi jiZ miize byt kamera vypnuta a
nezatéZovat tak ridici pocitac. Samotné zpracovani obrazu probiha v jiném

Druhym prvkem je tlacitko, které vyvola okno snastavenim pulzu.
Nastavené parametry pulzu se zobrazi do grafu a ve formé clusteru poslou do

fronty pirikazl. Zpracovani téchto parametrd probiha az v procesu, ktery ovlada
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kontrolér piezopipetoru. UZzivatel tak zvoli tvar pulzu a zplisob jakym ma byt
generovan. Jedna se o generovani jednotlivého pulzu na bod, davky pulzli nebo

davkovani s konstantni frekvenci.

6.2.1.3 Nastaveni reZimu ,dropping”

Pro nastaveni je také pouZzit XControl, ale jeho vyhody nejsou plné vyuzity.
Ovladaci prvky jsou dva: délka sekvence a sestup ramene. Délka sekvence
odpovida dobé mezi dvéma sestupy ramene. Je tak docileno plynulého nanaseni
sjasné definovanym trvanim, které je potiebné u nékterych metod pripravy
vzorkl. Zobrazovaci prvek tohoto XControlu je v tuto chvili nevyuzity, ale zlistava
moZnost ho upravit tak, aby ukazoval, kolik ¢asu zbyva do dalsSiho otisknuti kapky,
ktera se tvori na konci kapilary, nebo jinaci informace.

6.2.1.4 Nastaveni rezimu ,fluorescence”

Prestoze rezim fluorescence neni funkcni, neni dostupné potiebné
vybaveni, je pro néj vytvoren XControl, ktery dovoluje nastavit dobu fluorescence a
vysku, ve které se ma pohybovat rameno s ¢idlem. Zobrazovacim prvkem je graf,

do kterého se zobrazuje namérena intenzita fluorescence.

6.2.1.5 Manualni ovladani

XControl pro manudlni ovladani nabyva podoby Sesti tlacitek a nastaveni
velikosti kroku relativniho posunuti. Pro kaZzdou osu jsou vyhrazena dvé tlacitka,
pohyb v kladném a zaporném smeéru. Vystupem je pak prikaz a délka kroku, které

vstupuji do fronty ptikazl ptrimo.

6.2.1.6 Automatické ovladani

XControl pro automaticky rezim je tvoren tlacitky, které reprezentuji
jednotlivé prikazy, které chceme vykonat. V zavislosti na zvoleném piikazu se do
fronty vklada urcitd kombinace parametrii. Pfi zastavovani procesu tlacitkem
,stop“, napriklad neni potrebna informace odraze pohybu. O jednotlivych

prikazech je pojednano v dalsi kapitole.

6.2.2 Ridici proces

Ridici proces je jadrem celé aplikace, v ni se vyéitaji vstupujici pozadavky
uZivatele, dale se zpracovavaji a nasledné distribuuji ptikazy do jednotlivych
podprocest. V kazdém priichodu se kontroluje, zda nejsou ve fronté nové prikazy.
Pokud ano, kontroluje se, zda se ridici proces nachazi ve stavu, ve kterém miize

prijimat nové prikazy (ready), pokud se v ném nenachazi, jsou prichozi prikazy
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ignorovany a proces setrvava v nezménéném stavu. Timto zplisobem je zaruceno,
Ze se automatické nanaseni neprerusi po stisknuti tlaCitka pro manualni ovladani
nebo obracené. Pro dosazeni této funkcionality musi byt ridici proces rozsiten
o pamét. Pamét je nejen v ridicim procesu, ale i ve vSech ostatnich procesech
zastoupena shift registrem. V shift registru se uchovavaji data z predchoziho
prichodu procesem. To znameng, Ze pokud se béhem iterace data obsazena v shift
registru nezméni, zilistdvad proces ve stejném stavu. Pamét fidictho procesu
obsahuje krom informace o stavu fidiciho procesu, i informace o stavech
jednotlivych rezimi a dalsi. Na zakladé rozhodnuti, ve kterém stavu se bude proces
nachazet, se spusti SubVI nalezici danému stavu.

Pokud se proces nachazi ve stavu ,ready” je pripravena prijimat dalsi
poZadavky od uZivatele, jinak je neaktivni. Do stavu ,init“ se fidici proces dostava
pouze po spusténi aplikace a provadi se tak inicializa¢ni sekvence, které v tomto
piipadé znamenaji pouze zjisténi polohy posuvi. Stav ,stop“ zajistuje zastaveni
vSech pravé probihajicich sekvenci a prechod ridicitho procesu do ,ready“ stavu.
Stav ,exit* pak znamena ukonceni vSech procesu. Stavy ,manual“ a ,automatic”
jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

Informace otom, ve kterém stavu se zrovna nachazi ridici proces a
informace o poloze, se kontroluji v kazdém priichodu procesu a nasledné zobrazuji

ve stavovém radku. K tomu slouzi samostatné SubVI.

6.2.2.1 Stav ,manual”

Pokud se ridici proces nachazi ve stavu ,manual provadi se nasledujici
sekvence stavl. V prvnim kroku se z informaci z event struktury vytvori ptikazy
pro proces ovladajici pohyb stolku. Prifazuji se tedy osy a podle aktualni pozice se
vypocitava pozice cilovg, jiz v absolutnich soutadnicich. Tento ptikaz se nasledné
vloZi do fronty a rezim ,manual“ prejde do stavu, ve kterém ceka na odezvu z
procesu ovladajici stolek. V tomto kroku se vycita notifier. Notifier v tomto pripadé
obsahuje informace o tom, zda jsou vSechny osy zastaveny a jakou maji pozici.
Pokud notifier neni vycten nebo nejsou vSechny osy zastaveny, setrvava proces ve
stejném stavu a zméni se pouze udaj o polohach os. Ve chvili, kdy jsou vSechny osy
zastaveny, prechazi rezim do ,ready” stavu, ve kterém se i stav ridiciho procesu
prepisSe na ,ready”, a tim je mozZné prijmout dal$i prikaz. Timto zpilisobem ovlada

obsluha nanaseci zarizeni zcela manualné.
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6.2.2.2 Stav ,automatic”

Ve chvili, kdy uzivatel stiskne jedno z nasledujicich tlacitek: ,start”, ,origin®,
,homing“; prejde ridici proces do stavu ,automatic”. Stejné jako manudlni reZim ma
i rezim automaticky svoje vlastni stavy, ve kterych pracuje. Prvni z nich je stav
»init“, ktery podle vstupujiciho prikazu rozhoduje o tom, ktera sekvence se spusti.
Piikaz ,homing“ spousti samostatnou sekvenci v procesu posuvii a nasledné
prechazi do stavu, ve kterém se ¢eka na odezvu z tohoto procesu. Cekani na odezvu
probiha stejné, jako v predchozi podkapitole. Prikaz ,origin“ nacitd prvni bod
z pole souradnic vypoctené drahy a predava tuto soutadnici do fronty procesu
ovladani stolku. Nasledné se opét méni stav na ¢ekani na odezvu.

NejvyznamnéjSim prikazem je vSak prikaz ,start“. Tento prikaz spouSti
sekvenci, ktera postupné najede na vSechny body a podle zvoleného zpisobu
nanese vzorKky. Sekvence zacina vyctenim polohy aktudlniho bodu a pridanim
daného piikazu do fronty posuvi. Informace o aktudlnim bodu se udrzuje v paméti
ridictho procesu. Nasleduje cekani na odezvu, které v kladném ptipadé vyusti
v prechod do stavu ,wait for time“. Tento stav reSi, zda se ma cekat pred
prechodem na dal$i soutadnici, pouziva se v médu ,dropping”. Dal$im krokem je
vloZeni prikazu, ktery spousti sekvenci efektoru, do fronty efektoru. Do této fronty
vstupuje nastaveni modu, ve kterém chce uzivatel nanasSet. Stejné jako u prikazi
pro proces posuvl, i zde nasleduje stav, ve kterém se Ceka na odezvu z procesu
efektoru. Poslednim krokem je kontrola, zda je aktualni bod poslednim, ktery se
ma nanést a pokud ne dojde k prepoctu aktudlniho bodu. Pokud je aktudlni bod
poslednim, dojde k prechodu fidiciho procesu do stavu ,ready”. Timto zptisobem
projde tidici proces vSemi body nanaSeni, bez toho aniz by se do béhu dalo

zasahnout jinym zptisobem, nez tlacitkem ,stop“.
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Obrazek 8 - Sekvence automatického nandseni
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6.2.3 Proces posuvii

Jak bylo popsano v predchozi podkapitole, ridici proces posila ostatnim
podprocestim prikazy, které spoustéji vlastni sekvence prikazi, v daném
podprocesu. V procesu posuvi jsou to prikazy urcené k ovladani pohybu stolku a
v nékterych pripadech i ramene. Proces posuvil bézi nepretrzité, dokud z fidiciho
procesu nepiijde prikaz ,exit“, ktery proces ukonci. V kazdém prichodu se
kontroluje, zda neni ve fronté néjaky prikaz, Cekajici na zpracovani, pokud je,
provede se, pokud neni, setrvava proces v predchozim stavu. Proces posuvi tedy
opét obsahuje pamét ve formé shift registru. Vtomto pripadé se prenasi cluster
stavu, obsahujici informaci o prikazu a informace o osach, a pole VISA resources,
coz jsou reference na zarizeni, kterd pro komunikaci vyuzivaji standardu VISA
(GPIB, Ethernet, UART). Zde jsou to tfi karty kontroléru motord. Jednotlivé prikazy
odpovidaji staviim, ve kterych se proces miiZe nalézat. Kazdy stav obsahuje jedno
nebo vice SubVI, které se postupné vykonavaji.

Do ,ready” stavu se proces dostane, bud’ prikazem z ridiciho procesu, nebo
po prichodu procesu ve stavu ,homing“. V ,ready” stavu je proces necinny a
nespousti se zadna dalsi SubVI.

Ve stavu ,init“ se spousti inicializactni sekvence. Soucasti téchto sekvenci je:
prifazeni identifikatori jednotlivym osam podle jejich sériovych cisel, nacteni
parametrii pro jednotlivé osy nanaseciho zarizeni a nakonec vynulovani citace
polohy. Prirazovani identifikatorti podle sériovych c¢isel je nutné, protoZe na
riznych zarizenich, kde se aplikace spousti, je z nezndmych diivodd rtzné poradi
zapojeni os. Druhym krokem je tedy nacteni parametri. To se provadi nactenim
profilu osy, ktery je uloZen v definovaném adresari. Tento profil se vytvari pomoci
software, ktery se dodava spolu se zarizenim. V predchozi verzi aplikace nebylo
téchto profili vyuZito a tim padem se sposuvy zachazelo jako s nezndmym
zatizenim se zdkladnim (defaultnim) nastavenim. Nyni je tedy jasné definovano,
s jakym modelem se pracuje, ¢imz je dosaZeno prace v realnych jednotkach, drive
bylo nutné piepocitavat pocet krokti motoru. Navic nebyl nastaven rozsah a logika
posuvu, dochazelo tak k potencidlné nebezpec¢nym situacim, kdy posuv dojel na
koncovy spinac, ktery nesepnul. V jednom pripadé Spatné definovaného pohybu
tak dosSlo k pretrZeni pruzné spojky hridele motoru a Sroubu. VSechny nastavované
parametry se zapisuji do globalnich proménnych, které slouZi jako pamét a
soucasné jako indikator stavu kontroléru motort. Tento zptisob ovladani vytvoril
vyrobce a presto, Ze se i do budoucna miiZe stat zdrojem problémt, nebyl v ramci
prace ménén, nebot neni prioritou zadavatele. Tou bylo hlavné rychlé opraveni

stavajicich chyb, coz vyvoj novych ovladaci vylucuje.
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Pokud z "fidicitho procesu prijde prikaz ,homing“, pirejde proces posuvi do
stavu, ve kterém se resetuje poloha os. Toto zajiStuje samostatné SubVI, které
neplni jinou funkci. Nejprve jsou zadany soutfadnice bodii mimo pracovni prostor,
tedy aZz za koncovymi spinaci a je vykonan prikaz k pohybu os. Nasledné se
kontroluje, zda jsou vSechny tfi osy na nékterém limitu. Pokud ano, jsou nastaveny
hodnoty poloh koncovych spinacli. Pro kaZzdou osu je tato hodnota jina, protoze
kazda osa ma jinou pocatecni polohu. Nasledné je zadan prikaz na pohyb do polohy
nula. Nyni se cekd, aZ vSechny posuvy, dojedou na poZadovanou nulovou polohu a
tim je kalibrace dokoncena.

Proces posuvil pirechazi do stavu ,move“ ve chvili, kdy je z ridictho procesu
zadan prikaz na zménu pozice, to se déje jak v manudlnim, tak automatickém
rezimu. Pfikaz ma tvar pole jednoho az tii clusterti, podle poctu os, které se maji
posunout na novou pozici. Zpracovani piikazu probiha v samostatném SubViI, ve
kterém se prepisuji hodnoty ,Destination Position“ pro jednotlivé osy v globalni
proménné nastaveni kontroléru. Piikazem ,Start“, z knihovny funkénich bloki
vytvorené vyrobcem, se predava prikaz primo do kontroléru.

Na predchozi stav navazuje stav ,wait“, ve kterém se vycCitd stav
jednotlivych os, konkrétné rychlost a pozice posuvu, a po zpracovani se odesila ve
formé notifier zpét do ridiciho procesu. Toto se déje dokud z ridictho procesu
neprijde prikaz na prechod do stavu ,ready*.

Poslednim stavem procesu posuvil je stav ,exit. Vném se uzaviraji
reference na zarizeni VISA a dochazi k zastaveni smycky while, ve které se cely

proces nachazi.

6.2.4 Proces efektoru

Posledni proces, ktery ma primo vliv na chovani zarizeni, ovlada kontrolér
pro piezopipetor a kontrolér posuvi. Prichystdno je i rozSifeni pro ovladani
zatizeni mérici fluorescenci. Proces efektoru je rozdélen do dvou vrstev,
podobnym zpiisobem jako hlavni fidici proces. V prvni vrstvé se resi, ve kterém
rezZimu ma proces pracovat, zda ,dropping“ ¢i ,piezo“. Druha vrstva jiz tesi
konkrétni stavy danych rezimt. Jednotlivé rezimy jsou zastoupeny formou SubVI.
Nastaveni obou zarizeni probiha v samostatném reZimu ,none“, ktery slouzi i

k ukonceni referenci a soucasné jako ,ready” stav celého procesu.

6.2.4.1 Rezim ,dropping“

V rezimu ,dropping” se vzorky nandasi otisknutim kapky, vytvorené na konci
kapilary. Toho je docileno sjezdem ramene, které je pripojeno na posuv osy z.

Vtomto rezimu je tedy znovu ovladan kontrolér posuvi. Rozdéleni do dvou
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riznych procesii ma svoje opodstatnéni, oddéluje se tak posuv stolku a ramene a
navic se vSechny soucasné i pripravované rezimy nanasSeni ridi z jednoho mista.
Nanaseni v reZimu ,,dropping”“ prochazi nékolika nasledujicimi stavy.

Stav ,ready” je zde zastoupen jen jako doplnék, nemélo by k nému dojit.

Ve stavu ,init“ se nacitaji parametry nanaseni, tedy aktualni pozice osy z a
velikost sjezdu. Doba ¢ekani na dal$i naneseni se resi v hlavnim ridicim procesu.
Tyto dva parametry se uchovavaji v ,shift“ registru, aby byly dostupné dalSim
staviim. Tento stav se provadi pouze na za¢atku samotného nanaseni.

Ve stavu ,move"“ se spousti SubVI, které vysle prikaz do kontroléru na posun
o zadany krok dolli a nasledné zpét. Soucasti tohoto SubVI je kontrola stavu osy z
(rychlost a poloha).

Na predchozi stav navazuje stav ,wait“, ve kterém se odesila notifier
s informaci o tom, Ze je ukoncen pohyb ramene.

Poslednim stavem je ,stop“ stav, ve kterém se maze shif” registr a Cekajici
notifier, pokud takovy existuje. Tim je dosaZeno c¢istého nastaveni pro dalsi

nanaseni.

6.2.4.2 Rezim ,piezo“

’

Vrezimu ,piezo“ se vzorky nanasi vystiikovanim Kkapicek pomoci
piezopipetoru. Kontrolér piezopipetoru generuje, na zakladé zadanych parametrt,
elektrické pulzy, které budi piezokrystal. Nastaveni kontroléru se provadi
posilanim sekvence znaki ve formatu string pres VISA. Stejnym zpiisobem se do
néj posilaji vSechny prikazy na zapoceti a ukonceni generovani pulzii. Nanaseni
v rezimu ,piezo” prochazi nékolika nasledujicimi stavy.

Stav ,ready” je zde znovu zastoupen jen dopliikové. V pripadé, Ze by do
procesu priSel nerozpoznany prikaz, prejde do toho stavu.

Stav ,init“ vklada do shift registru informace o nastaveni kontroléru.
Soucasné se toto nastaveni posila do kontroléru samotného pomoci bloku ,VISA
write“. Tento funkcni blok se pouziva ke vkladani vSech prikazi. Predtim, neZ se
vSak néjaké piikazy poslou, musi se parametry prevést na sekvenci znaki. To
zajiStuje samostatné SubVI.

Ve stavu ,move“ se na zakladé rezimu vstiikovani rozhoduje, jaké sekvence
znakl se odeslou. Na vybér je rezim jednotlivého pulzu, davky a frekvence.

Stav ,wait“ navazuje na predchozi a ¢eka se v ném na dokonceni nanasSeni.
Pokud se jedna o nanaSeni jednoho pulzu nebo nandaseni s konstantni frekvenci,

neceka se a okamZzité se posila notifier. Pokud se ovSem jedna o nanaseni davkou,
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ceka se pomoci funkcéniho bloku ,Wait (ms)“ definovany pocet milisekund. Délka
cekani se odviji od poctu pulzii a periody, se kterou se maji generovat.
Stav ,stop“ opét vymazava cekajici notifier, pokud takovy existuje a do

kontroléru vklada sekvenci ukoncovacich znakd.

6.2.5 Proces kamery

Proces ovladani kamery je umistén ve vlastni smycce. Proces kamery neni
na rozdil od ostatnich procest, fizen z hlavniho ridicitho procesu, ale pres vyse
uvedeny XControl pro nastaveni rezimu ,piezo“. Vlastni SubVI ovladani kamery se
muZe nachazet ve ¢tyrech stavech.

Prvni z nich je stav ,ready”, ve kterém se kontroluje, zda uZivatel nestiskl
tlacitko na zapnuti kamery. Pokud ano, zméni se do dalsiho priichodu stav procesu
na ,CamStart”.

Pokud se proces nachazi vtomto stavu, spousti se funkéni blok ,Start
Aquisition“, ktery podle predem definovanych nastaveni spousti ziskavani obrazu
z kamery. Stav procesu se soucasné méni na ,,CamRunning"“.

V tomto stavu se vycita ziskany obraz a posila se do vySe zminovaného
XControlu, ve kterém je display na zobrazovani tohoto obrazu. Soucasné se
kontroluje, zda je stale poZadovana akvizice obrazu. Pokud ano, stav zlstava stejny
a vdalsim prichodu se vycte dalsi snimek. Pokud se ma ziskavani dat zastavit,
prejde proces do stavu ,,CamStop*“.

V pripadé, Ze se proces nachazi v tomto stavu, spusti se funkéni blok ,Stop
Aquisition“, ktery zastavi ziskavani dat z kamery a proces opét prejde do stavu

Jready”.

6.2.6 Inicializace a ukonceni procesi

Jak jiz bylo zminéno, posilani prikazii probihd pomoci systému front, které
vedou z hlavniho procesu. Tento systém front musi byt po startu aplikace, pired
vstupem do jednotlivych procest, inicializovan. Inicializace probiha pomoci
funk¢éniho bloku ,Obtain Queue“. Jako vstupujici parametry slouzi datovy typ
vytvarené fronty a jeji ndzev. Stejnym zplisobem je inicializovan systém notifiert,
které slouzi jako odezvy z jednotlivych podprocest.

Po radném ukonceni vSech procest, je nutné ukoncit i systém front a
notifierti. To zabranuje chybam, které by mohly vzniknout. Pokud neni aplikace
ukoncena touto cestou, mohou v paméti zlstat informace o frontach a o prvcich
v nich obsazenych.

Vyjimkou je proces kamery, ktery nepouziva systému front ani notifiert.

Jeho inicializace probiha pred vstupem programu do vlastni smycky procesu.
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6.3 Hmotnostni spektrometr

Plvodni predpoklad, Ze budou obé dvé aplikace vyvijeny soucasné, nedosel
naplnéni. Zadavatel vyzadoval prednostni praci na nanasecim zarizeni, protoZe na
jeho zprovoznéni ¢ekala fada uzivatell. Tento fakt ptinesl jisté vyhody, pti vyvoji
prvni aplikace byly vyzkouSeny jisté postupy, které se s postupem casu ukazaly
jako méné vyhodné a pri vyvoji druhé aplikace od nich bylo upusténo. Nevyhodou
vSak bylo to, Ze bylo nutné prepsat nékteré c¢asti kédu, které byly plivodné
zamySleny Kk pouZiti vobou aplikacich. Struktura aplikace pro hmotnostni
spektrometr se vSak neliSi od té, ktera je popsana v kapitole 6.1. Prvni
popisovanou Casti je opét event struktura, kterda reSi vstupy z uzivatelského

rozhrani.

6.3.1 Uzivatelské rozhrani, event struktura

Stejné jako v aplikaci pro nanaSeci zarizeni, je i zde pouzito XControls, coZ
vyrazné zjednodusuje event strukturu. V zavislosti na uzivatelem pravé pouzitém
XControlu, se generuji v event strukture rizné prikazy pro hlavni fidici proces.
Event struktura se déli na pét raznych pripadid. Jednotlivé XControly budou
popsany po upfesnéni uzivatelskych akeci.

Prvni z nich je ,timeout”, tedy vyprSeni urc¢itého nastaveného c¢asu. Pokud se
po dobu 100 ms nezjisti Zddna uzivatelska akce, prechazi event struktura do tohoto
stavu. Vném se do stavového fadku posilaji informace o stavu jednotlivych
procesi a soucasné se méni hodnota kontrolky ,busy*, ktera slouzi k rozeznani,
zda je program zaneprazdnén, Ci ne.

Druhou definovanou uZivatelskou akci je zména hodnoty ,filename“. Tato
hodnota slouZi jako soucast pojmenovani soubort, které se béhem méreni ukladaji.
K jeji zméné je urceno textové pole v grafickém rozhrani.

Tretim stavem je identifikace uZivatelem stisknutych klaves. V zavislosti na
tom, které klavesy, nebo jejich kombinace, uzivatel stiskne, se vygeneruje prikaz
pro hlavni fidici proces. Jedna se o smérové klavesy, klavesu shift a klavesu ctrl.
Pomoci téchto klaves mizZe uzivatel manudlné ovladat pohyb stolku s deskou.
Zakladni velikost kroku se definuje v XControlu manualniho ovladani, v kombinaci
se stisknutou klavesou shift se krok zdvojnasobi, v kombinaci s klavesou ctrl se
naopak udéla krok polovi¢ni. Pokud je stisknuta jakakoli jina klavesa, Zadny prikaz
se negeneruje.

Ctvrtou definovanou akci je zména hodnoty XControlu manualniho ovladani.
Tou miize byt zména velikosti kroku nebo jeden ze ¢tyr sméri, kterym se miize

stolek pohybovat. Generuje se prikaz pro hlavni ridici proces a vklada se do fronty.
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Poslednim popisovanym stavem je zména hodnoty XControlu
automatického ovladani. Podle hodnoty, ktera se v tomto XControlu vygeneruje, se
do fronty piikazl pro hlavni ridici proces posle urcity prikaz. K tomu je zapotiebi
celkové tii XControlii. XControl automatického ovladani, nastaveni drahy pohybu a

parametri méreni. Nasleduje popis jednotlivych XControlii.
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1) nastaveni drdhy pohybu, 2) nastaveni parametrii méreni, 3) manudlni ovldddni,

4) automatické ovldddni, 5) obraz z kamery, 6) graf namérenych dat

6.3.1.1 Nastaveni drahy pohybu

Tento XControl je témér totoZny s tim, ktery je pospan v podkapitole 6.2.1.1.
Nasleduje proto pouze popis odlisSnosti. K vypoctu drahy se vyuZiva stejného
algoritmu, ale vzhledem k tomu, Ze k analyze se daji pouzit jen desky jednoho typu,
neobsahuje nastaveni definice desky. Zobrazeni analyzovanych bodi je také

uzptlisobeno tomuto typu desek.

z

6.3.1.2 Nastaveni parametri méreni

vvs s

V tomto XControlu se nastavuji riizné parametry pro nastaveni mérici karty,

velikosti urychlovacich napéti a nastaveni chovani zrcatka.
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vV

Nastaveni mérici karty se milize provadét ve dvou doméndach, Casové a
hmotnostni. Mérici karta ve skute¢nosti pracuje jen vdoméné Casové, a proto se
nastaveni zadané uzivatelem v hmotnostni doméné, prepocita do domény casové.

Jednotlivé parametry nastaveni jsou pocCet meéreni, perioda vzorkovani,
pocatecni hmotnost (zpoZdéni) a koncova hmotnost (pocet vzorki).

Napéti, kterd uzivatel zadava, odpovidaji tém, ktera jsou nastavena na
hardware hmotnostniho spektrometru. Tato informace je dilezitd pro dalsi
analyzu namérenych dat, konkrétné pro spravny prepocet dat do hmotnostni
domény.

Poslednim moZnym nastavenim je chovani zrcatka. Zde si uzivatel zvoli, zda
chce, aby zrcatko pracovalo jako kompenzace osy x nebo béznym zptsobem, tedy
se pomoci zrcatka pri kazdém naméreném spektru laserovy paprsek priklonil a
odklonil. Soucasti nastaveni je pak rozsah pohybu zrcatka v ose x a jeho nulova

poloha ve voltech.

6.3.1.3 Manualni ovladani

K manualnimu ovladani polohy stolku je urcen samostatny XControl.
Sestava ze Ctyr tlacitek, kazdé pro jeden smér, ve kterém se miiZe stolek
pohybovat, a nastavenim délky kroku, o ktery se ma stolek pohnout. Jako vystup z

XControlu je prikaz obsahujici informaci o sméru a velikosti kroku.

6.3.1.4 Automatické ovladani

K volbé automatickych rezimi slouzi nasledujici XControl, ktery obsahuje
osm tlacitek, kazdé pro urcity prikaz. Jsou to tlacitka ,homing", pro reset polohy
stolku, ,change plate“, které slouzi k vyméné desky se vzorky, ,origin“ pro najeti
stolkem na prvni bod drahy pohybu, ,zero“, pro najeti na vychozi polohu, ,single
aq“, po jehoz stisknuti se provede a uloZi jedno méfeni, ,start”, které zapocina
nastavenou sekvenci méfeni, ,stop“, které tuto sekvenci ukoncuje a ,exit“, které

vypina vSechny procesy a zastavuje béh aplikace.

6.3.1.5 Ovladani kamery

XControl pro ovladani kamery zde plni informativni funkci, uzivatel mize
béhem méreni kontrolovat, zda se vzorky vypaluji spravnym zptsobem. K ovladani
kamery slouzi tlacitko ,on/off’, na zapnuti a vypnuti snimani, dale posuvniky
scontrast® a ,brightnest* na zménu parametri kontrastu a svétlosti. Obraz
z kamery lze pribliZit pomoci funkce ,zoom", posunout pomoci funkce ,pan a lze

vném oznacit bod, do kterého miri paprsek laseru. PrestoZe byla provedena
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kalibrace stolkd a laserového paprsku, neni mozné zabranit malym vychylkdm

zpusobenych riznymi otresy. Tato varianta se osvédcila vice, neZz staticky kiiz.

6.3.1.6 Zobrazeni mérenych dat

Poslednim prvkem uZivatelského rozhrani je graf, ve kterém se zobrazuji
surova nameéiena data. Tento prvek neni soucasti zddného XControlu. Z diivodu
sniZeni zatéZe se neprovadi Zadny prepocet zobrazenych os nebo filtrace signalu,

ta navic podle zadavatele neni nutna.

6.3.2 Hlavni ridici proces

V hlavnim fidicim procesu se vycitaji prichozi prikazy z uZivatelského
rozhrani, zpracovavaji se a dale distribuuji do ostatnich podprocesi. Struktura
procesu je stejna jako v pripadé aplikace pro nanaseci zarizeni. Rozdil je v tom, Ze
stavy jednotlivych procest se posilaji ve formé notifieru do stavu ,timeout” v event
strukture, stejné tak se na konci kazdé iterace rozhoduje, zda ma proces
pokracovat, zda se nachazi vjiném stavu nez ,exit‘. Ve zminéné aplikaci pro
nanaseci zarizeni je toto FeSeno v samostatném SubVI.

Pokud se proces nachazi ve stavu ,ready“, je pripraven prijimat dalsi
prikazy z uZivatelského rozhrani. V opatném pripadé setrvava ve stavajicim stavu.

Ve stavu ,init“ se spousti poc¢atecni sekvence piikazi. Distribuuje se piikaz
na inicializaci zarizeni a ¢eka se na odezvu z podprocesu posuvi. Touto odezvou je
ziskani aktualnich souradnic posuvi.

Stav ,stop“ zastavuje probihajici méreni a resetuje pamét hlavniho procesu.
Soucasné se zjiStuje posledni pozice posuvii, aby bylo mozné plynule navazat.
Zastavenim méreni dojde k uzavreni referenci na soubory, které se béhem méreni
vytvari, data vSak ziistanou zachovana.

Ve stavu ,exit“ dochazi k rozeslani ptikazu na ukonceni vSech podprocest.
Ukondi se i samotny hlavni ridici proces.

Stav ,manual“ ma v podstaté stejnou podobu, jako v aplikaci pro nanaseci
zatrizeni. Hlavni rozdil se nachazi v kroku ,wait“, kdy se ve vycitaném notifier
nachazi informace o poloze a o tom, zda je dokonéen pohyb. Ridici proces v3ak jiz
neposild prikaz, k ukonceni vycitdni stavu v podprocesu posuvi, prechod do
,ready” stavu si ridi podproces posuvi sam.

Posledni stav, ktery mize nastat je stav ,automatic“. Jeho popis je

v nasledujici podkapitole.
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6.3.2.1 Stav ,automatic”

Stejné jako predchozi stavy, i tento ma svoje vlastni SubVI, ve kterém se
provadi definované sekvence stavi. Program nejdrive vstupuje do stavu ,init", ve
kterém se, podle prikazu prichoziho z uZivatelského rozhrani, fesi, jaka sekvence
se spusti.

Pokud uZivatel stiskne tlac¢itko ,change plate“, vysle se z event struktury
prikaz ,move to limit“, ktery zapri¢ini distribuci tohoto prikazu do podprocesu
posuvil. To ma za nasledek, Ze posuvy najedou na koncové spinace a zastavi se.
Obsluha ma pak mozZnost vyménit desku se vzorky. Po druhém stisku tlacitka
»change plate®, se vysle z event struktury prikaz ,move from limit“. Zménu téchto
piikazt tesi prislusny XControl. Ptikaz ,move from limit“ zad4d procesu posuvi
pokyn na presun do nulovych souradnic. Nasledné se zméni stav obou procesi na
,wait“, ve kterém se ¢eka na dojeti do pozadovanych souradnic.

Prikaz ,homing" provadi vySe popsanou sekvenci, jen automaticky a bez
zastaveni na vyménu desKy. Do fronty prikazi jsou tak vloZzeny dva vySe zminéné.

Tlacitko ,origin“ zapocne sekvenci stavi, které vedou k najeti posuvi na
souradnice prvniho bodu vygenerované drahy pohybu. Ve stavu ,motors start” se
prifadi tato prvni souradnice a posle se jako ptikaz do fronty pro podproces
posuvi. Nasledné piejde automaticky rezim do stavu ,motors wait, ve kterém se
¢eka na odezvu z podprocesu posuvil.

Stiskem tlacitka ,single aq“ se pak ve stavu ,init“ resi otevirani referenci na
soubory sdaty a parametry a zaslani prikazu na nastaveni parametrii do
podprocesu méreni. Prikaz obsahuje informace o poctu analyzovanych bodi,
nastaveni chovani zrcatka a vlastni nastaveni mérici karty. Pocet bodi, nastaveni
mérici karty a pouzita napéti se ukladaji do souboru ve formatu XML, ktery slouZzi
jako hlavickovy soubor pro namérena data. Nasleduje ptidani piikazu na zapoceti
akvizice do fronty pro podproces méreni a zménu stavu na ,acqui wait“. V tomto
stavu se ¢eka na odezvu z podprocesu, zda méreni probéhlo.

Spojenim dvou predeslych sekvenci vznika sekvence, kterd probéhne pfii
stisknuti tlacitka ,start“. V prvnim kroku se nactou parametry méreni a vytvori
nové soubory s parametry a daty. Nasleduje zaslani prikazu na najeti do soutadnic
vygenerované drahy, v zavislosti na c¢islu kroku. V dalSim stavu se ¢eka na odezvu
z podprocesu posuvl. Nasleduje vyslani ptikazu na zapoceti méreni do fronty
podprocesu méreni. Poté se ¢eka na odezvu z podprocesu méreni. Pokud méreni
probéhlo, je v dalsi ¢asti sekvence navySena hodnota ,step”, ktera urcuje, ktery bod
se ma momentalné analyzovat. JestliZe se jedna o posledni bod analyzy, prechazi

ridici proces v dalSim priichodu do stavu ,ready*.
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Obrazek 10 - Sekvence automatického méreni

6.3.3 Proces posuvii

Piikazy posilané zridiciho procesu do fronty podprocesu posuvi, jsou
vycitany s definovanym zpozdénim. Pokud je toto zpozdéni piekroceno, nastava
y2timeout”“ stav, ve kterém nejsou vycteny zadné prikazy a neméni se stav procesu.
V kazdém priichodu je souCasné kontrolovano, zda neprisel prikaz ,exit“, ktery
ukonc¢i béh procesu. Informace o predchozim stavu jsou udrZovany v shift registru.
Kazdy jednotlivy stav odpovida sekvenci prikazi, které se maji vykonat.

Ve stavu ,ready” se proces nachazi ve chvili, kdy neni plnén Zadny prikaz.
Piechod do tohoto stavu idi sdm proces posuvi, nikoli hlavni fidici proces, jak je
tomu u aplikace pro nandSeci zatizeni. V ,ready” stavu je proces nelinny a
nezatézuje tak ridici PC.

Stav ,init“ je prvni, ktery probéhne. V ném se provadi inicializace zarizeni a
jeho nastaveni. Parametry nastaveni jsou uloZeny v globalni proménné, ktera se
nemeéni, je z ni vzdy jen vycitano. K nastaveni jednotlivych parametrii se pouziva
funk¢nich blokt knihovny , NI 73XX*, coz je soucast knihovny ,Vision and Motion“.
Po zadani parametril je proveden piikaz na reset polohy os a odeslani informaci
o stavu posuvi do hlavniho procesu.

Funkce stavu ,move to limit“ byla jiZ ¢astecné popsana v predchozi kapitole.
Jedna se o ptikaz, ktery hledd koncové spinace obou posuvil za uUcelem, bud
vymény desky se vzorky, nebo kalibrace pocatecni polohy. Tento stav je také
jedinym, ve kterém jsou zohlednény signaly z hardwarovych koncovych spinacu.
Ostatni funkce posuvi pouZzivaji softwarové limity.

Kontrola softwarovych limiti je provadéna ve vlastnim SubVI, které

porovnava aktualni polohu s nastavenymi hodnotami limitd. Jsou pouzity funkéni
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bloky ,in range and coerce®, vstupujici poZadovana poloha je v pripadé prekroceni
nastavenych limitli zaokrouhlena. Tak je zabranéno vyjeti posuvii mimo
ohraniceny pracovni prostor.

DalSim jiz castecné popisovanym stavem je ,move from limit“, ktery
resetuje aktudlni polohu posuvli na nulu, vysle piikaz k presunuti na vychozi
souradnice a znovu resetuje aktualni polohu. Vtomto stavu nejsou pouzity ani
hardwarové ani softwarové limity. Informace o stavu posuvii jsou pak poslany do
hlavniho fidiciho procesu.

Pokud z hlavniho procesu ptijde piikaz ,move*, je nejdiive zkontrolovano,
zda se poZadované souradnice nevyskytuji mimo povolenou hranici. Nasledné je
prikaz zadan do kontroléru a proces posuvi pirechazi do stavu ,wait".

Vtomto stavu se kontroluje, zda byly dokonceny pohyby obou posuvii
(rychlost je nulova). Pokud ano, piechazi proces posuvii do stavu ,ready, pokud ne,
setrvava ve stavu ,wait“. V kazdém priichodu je pomoci notifieru odeslan stav
posuvi do hlavniho procesu, kde se dale zpracovava.

Poslednim moznym stavem, ktery mliZe nastat, je stav ,stop“. V tomto stavu

jsou okamzité ukonceny pohyby obou posuvii a piechazi se do stavu ,wait".

6.3.4 Proces méreni

Stejné jako v procesu posuvi, je i zde vycitani prikazl z hlavniho procesu
vykonavano s urcitym zpozdénim a struktura tedy odpovida, té popsané vyse.
Rozdily lze nalézt v paméti procesu, kterd obsahuje informace jak o stavu, ve
kterém se proces nachdazi, tak i o parametrech, které jsou dilezité pro vycitani dat
z méfici karty. Soucasti pameéti je i reference na DAQmx task zrcatka, coz je zpiisob,
kterym LabVIEW komunikuje se zarizenimi od National Instruments. Proces
méreni tedy obsluhuje jak mérici kartu, tak zrcatko, které zde slouZi k odklanéni
paprsku laseru nebo jako kompenzace pohybu v ose x.

Inicializace obou zatizeni se provadi ve stavu ,init“. Co se tyce nastaveni
zrcatka, to je moZni provést v ,MAX". Nastaveni métici karty je vSak nutné provést
v samotném LabVIEW pomoci funk¢nich blokt z knihovny ,,AqDx", ktera se dodava
spolu s mérici kartou. Nastavuje se hlavné rezim, ve kterém karta pracuje
(averager), a trigger.

Ve stavu ,set param“ se nastavuji parametry méreni a vycitani z karty, podle
nastaveni z uzivatelského rozhrani. Tento stav predchazi samotnému méreni. Po
prepsani paméti se proces méreni znovu vrati do stavu ,ready*.

Stav ,data aq“ se provadi ve chvili, kdy z hlavniho procesu dojde prikaz na

zapoceti méreni. Z paméti je vyCtena informace o nastaveni zrcatka a podle toho,
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ktery bod se ma analyzovat, se zrcatko prikloni. Nasleduje méreni dat, kdy mérici
karta Ceka na prichozi trigger z ovladace laseru. Kdyz se trigger nedostavi do urcité
doby, je o tom obsluha informovana. Nasleduje vycitani dat. Data se vycitaji ve
tvaru pole datového typu int32 a posilaji do fronty dat. Tato fronta je na jiném
misté znovu vyctena a zpracovana. Tak dochazi k urychleni procesu méreni. Proces
pak prechazi do stavu ,done*.

V tomto stavu se v zavislosti na reZimu zrcatka zpracovava stav procesu.
V rezimu ,open/close”, tedy priklanéni a odklanéni zrcatka po kazdém bodu, se
pouze odesila notifier do hlavniho procesu sinformaci otom, Ze méfeni bylo
dokonceno a stav procesu méfeni se méni na ,ready”. V pripadé, Ze je zrcatko
v rezimu X axis compensation®, tedy kompenzace pohybu posuvii v ose x, posila se
notifier jen tehdy, aZ jsou provedena vSechny méreni v rozsahu zrcatka. To jaky
bod se md momentadlné analyzovat reSi SubVI, které vytvaii pomyslny pohyb
stolku. V kazdém kroku se méni hodnota aktudlni natoceni zrcatka podle toho,
v kterém bodu se méreni nachazi. Pokud aktudlni bod dosdhne hranice rozsahu
zrcatka, je resetovan a vysle se notifier do hlavniho procesu s informaci o tom, Ze
méreni probéhlo. Pokud neni dosaZeno konce rozsahu, prechazi proces znovu do
stavu ,data aq“. Pokud se timto zplisobem dosdhne hranice nastaveni miizky,
nepricita se k aktualnimu bodu, ale odecita a cely proces se opakuje. Pouzivaji se
informace o aktudlnim bodu zrozsahu zrcatka, aktudlnim bodu zrozsahu
nastaveni miizky, poc¢tu bodl v mriZce a informace o tom, zda se ma k aktualnimu
bodu pricitat nebo odecitat. Vyhodnocovani resi struktura logickych operatort.

Poslednim stavem procesu je stav ,stop“, ve kterém se maze obsah fronty

prikazii a odklani se zrcatko.

6.3.5 Proces zpracovani dat

Proces zpracovani a ukladani dat je nejjednodussi ze vSech popisovanych
procesi. Sestdvd pouze z while smycky, ve které se vycitaji data zfronty
naméienych dat. Data se vycitaji pouze ve chvili, kdy jsou néjaka ve fronté
obsaZena. Pokud je fronta prazdna, je proces necinny.

Data se pred uloZenim zpracovavaji tim zplisobem, Ze se prvnich deset a
poslednich dvacet hodnot nahradi hodnotou jedenactou. Data se méni ztoho
diivodu, Ze obsahuji ,nulové“ hodnoty, které by zkreslily vysledné spektrum.

Spektra se ukladaji do binarniho souboru ve formatu Iittle-endian
v datovém typu int32. Vzhledem k témto faktiim je dosazeno snadného zpracovani

a mensiho obsazeného prostoru na harddisku.
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Pro kontrolu spravnosti méreni se data zobrazuji v grafu. Pro zvySeni
rychlosti zobrazovani jsou data prevedena na datovy typ int16. SniZzenim rozliSeni

se sniz{ zatéZ procesoru.

6.3.6 Proces kamery

Proces ovladani a zobrazovani obrazu z kamery je témér totoZzny s tim,
ktery je popsan v kapitole 6.2.5. Rozdil se nachazi v moZnosti ménit kontrast a
svétlost obrazu a v prevraceni obrazu z kamery, optickd soustava totiZ obsahuje

prvky, které zrcadli obraz.

6.3.7 Inicializace a ukonceni procest

Inicializace a ukonceni systému front jsou popsany v kapitole 6.2.6. Pred
ukoncenim fronty posuvli a méreni je potreba ukoncit reference na pouzivana
zarizeni a posunout stolek na nulové souradnice. Ukonceni procesu ukladani dat
probiha ve chvili, kdy se v procesu vyskytne chyba. Chyba se zaru€ené vyskytne ve
chvili, kdy je zrusSena fronta dat a pritom je poZadovano vycitani z této fronty.

Ukonceni procesu kamery je feSeno pomoci lokalni proménné.

6.4 Cteni dat z hmotnostniho spektrometru.

Struktura aplikace na ¢teni dat z hmotnostniho spektrometru se ¢astecné
lis1 od té, kterd byla doted’ popisovana. Program se déli na dvé ¢asti, na event
strukturu, obsluhujici uZivatelské akce a na fizeny proces. Tato jednoducha
struktura je urcena pro jednoucelové aplikace, jako je tato. Tato aplikace slouZzi
jako provizorni fteSeni, neni zamySleno pokrac¢ovani jejiho vyvoje. Data
z hmotnostniho spektrometru by méla byt v budoucnu ukladdna do nékterého
z otevienych formatli pro hmotnostni spektrometrii. Pokud by i presto bylo
potieba aplikaci dale vyvijet, neni obtiZné zménit strukturu na tu, ktera je pouZita
u druhych dvou aplikaci. Cast funkci je pfevzata od minulého FeSitele, aby byla
zachovana navaznost, neni nutné vytvaret znovu funkéni algoritmy.

Aplikace umozZnuje nacitani dat vpouzitém formatu (binarni data,
parametry vXML) a jejich zpracovani. Jedna se ozobrazeni mapy intenzity
naméieného vzorku ve 2D a 3D , zobrazeni jednotlivych spekter a vypocet
statistickych hodnot.

V event strukture se generuji ptrikazy pro fizeny proces, vyuziva se systému
fronty. V rizeném procesu se pak spousti jednotlivé SubVI. Proces obsahuje pamét
ve formé shift registru, kterd obsahuje cestu k oteviranym soubortim, vypocitanou

matici mapy intenzity a dvé pole ¢asové a hmotnostni domény.
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Prvnim stavem je ,init“, ve kterém se nastavuji vSechny diilezité parametry
na pocatecni hodnoty.

Piikaz ,open“ otevirad reference na soubory a uZivatel je soutasné vyzvan,
zda se ma nacist i soubor kalibrace, pokud takovy existuje. Pokud je nacten soubor
kalibrace, je kalibrace provedena hned na pocatku.

Prikaz ,map“ spousti sekvenci, ktera vytvari mapu intenzity. K tomu je
potieba védét, jakd hmotnost je vyZadovana, rozptyl kolem této hmotnosti a limit
minimdalni hodnoty. Data se postupné vycitaji a zpracovavaji. Vysledna mapa
intenzity se zobrazuje soucasné ve 2D i 3D.

Ptikaz ,spectrum” vycita ze souboru jednotlivé spektrum, které se urci bud’
pomoci kurzoru z grafu intenzity, nebo vepsanim souradnic.

Prikaz ,calib“ znaci kalibraci, ktera se provadi nasledovné. Obsluha vepise
zndmé hodnoty peptidi a poté je oznaci pomoci kurzori v grafu spektra. Je mozné
zvolit fad polynomu, kterym se prokladaji oznacené body. Kalibra¢ni koeficienty
jsou nasledné aplikovany na hmotnostni doménu. V piipadé, Ze obsluha pouZzije
kalibraci, uloZi se nastaveni této kalibrace do souboru, ktery je mozné pozdéji
nacist.

Stavy ,ready” a ,exit“ jsou zahrnuty, ale nejsou vyuzity. Mohou byt pouZity

v pripadé, Ze by byla potifebna zména struktury.
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Obrdzek 11 - UZivatelské rozhrani aplikace pro Cteni dat:

1) nastaveni map intenzity, 2) 2D mapa, 3) 3D mapa, 4) spektrum, 5) kalibrace
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7 Ovéreni funkénosti

Funk¢nost vSech tii aplikaci byla ovérena nanesenim zkusSebniho vzorku,
jeho mérenim a analyzou. ZkuSebnim vzorkem je kalibra¢ni smés ,calmix”, ktera
obsahuje Ctyti peptidy o zndmych hmotnostech.

Pro nanaseni byl zvolen rezim ,dropping“, z toho dlvodu, Ze se vytvori
kapka urcitého tvaru, ktery pak bude mozné pozorovat i pti méfeni. V pribéhu
nandaseni nebyly pozorovany chyby, které se objevovaly drive, jako jsou zastaveni
posuvu nebo vynechani bodu. Rezim ,piezo“ byl ovéfen se vzorky urcenymi
k analyze v komerc¢nich spektrometrech. Nebyly pozorovany Zadné chyby pri
nanaseni.

Méreni vzorku probihalo formou ,stitched imaging”“. Rozsah byl nastaven na
100 x 100 bodl po 0,1 mm. Tim vznikla plocha 1 cm? velika o celkovém poctu
10 000 bodd. Jako rezim chovani zrcatka byla zvolena kompenzace pohybu v ose x.
Rozsah byl nastaven na 1 mm, tim padem vykonaly posuvy desetkrat méné krokd.
Laser byl nastaven na frekvenci 2 kHz. Kazdy bod byl prlimérem sta méreni
0 100 000 vzorcich.

’
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Obrdzek 12 - Schéma reZimu "stitched imaging" [19]

Méreni probéhlo UspéSné a navic velmi rychle. V porovnani s komercnim
spektrometrem, probéhlo témér desetkrat rychleji (Tabulka 1), bez vyrazné ztraty
kvality namérenych spekter. To se potvrdilo pti analyze v aplikaci pro Cteni dat.

Z namérenych dat byly vytvoreny mapy intenzity ve 2D a 3D (viz Obrazek
11). Z uvedeného spektra lze vycist obsazené latky: bradykinin, angiotenzin, renin
a adrenokortikotropin. Na tomto spektru byla ovérena i funkcni kalibrace
(Obrazek 14).
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Obrdzek 13 - Srovndni 2D a 3D mapy intenzity
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Obrdzek 14 - Namérend spektra: surovd a kalibrovand data

metoda f(kHz) ti(ms) ta+tp(ms)  tepor (MS)  tiora (mMin)
Autoflex Speed 1 750 125

Drobecek (pouze posuvy) 1 95 100 + 10 206 34.5
Drobecek (zrcatko) 1 220 100+ 10 130 21.9
Drobecek (zrcatko 2 220 51+10 83.5 13.1

Tabulka 1 - Srovndni rychlosti:
t: — posuvy, t. - méreni dat, t, — vycitdni dat aj.,

tspot — cas méreni jednoho bodu, tiotal — celkovy cas méreni [19]
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8 Zavér

Prace se zabyvala problematikou vyvoje ridicich aplikaci pro nandaseci
zatrizeni a hmotnostni spektrometr. Na zdkladé rozboru charakteristiky zarizeni,
stavu predchozich aplikaci a konzultaci se zadavatelem, bylo upusténo od
pokracovani vyvoje ptavodnich aplikaci a rozhodnuto o vytvoreni zcela novych
aplikaci, které by spliiovaly poZadavky na novou funkcionalitu. Z toho diivodu také
feseni neobsahuje vSechny prvky zadani prace.

Pro vyvoj aplikaci byla pouzita nova struktura, které spliuje pozadavky na
modularitu. Aplikace nyni obsahuji vSechny pozadované reZimy a soucasné jsou
lehce rozsiritelné. Vyvijené aplikace obsahuji ¢asti, které byly v ramci spoluprace
vytvoreny jinymi reSiteli v ramci jejich absolventskych praci.

Obé vyvijené aplikace jsou nyni pouzivany Kk ovladani danych zatizeni
v laboratorich zadavatele. V ramci dalSiho vyvoje se pocita s rozsifenim o dalsi
rezimy a funkce. U aplikace nanaseciho zatizeni se jednd orezim méreni
fluorescence nanesenych vzorkii a nacitdni parametrii nanaSeni z externiho
souboru. U aplikace hmotnostniho spektrometru by meél dalsi vyvoj smérovat
rozsitenim o kalibraci pred samotnym méienim ¢i zménu pouZzivaného formatu na
jeden z otevienych formati urcenych pro hmotnostni spektrometrii. Namérena
data by pak mohla byt analyzovana v sofistikovanéjsim programu, nez je vyvinuta
aplikace pro ¢teni namérenych dat. Tato aplikace byla z tohoto diivodu vyvinuta
pouze jako docasné feSeni.

Casti prace byly zahrnuty v pfispévku zadavatele do leto$niho ro¢niku
konference AMSM ve Vancouveru v Kanadé. Prispévek ,High throughput MS
imaging using a fast scanning mirror” prezentuje vysledky prace na reZimu méfeni

»stitched imaging“ hmotnostniho spektrometru.
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