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Abstract: This project deals with the design of the monoclimate incubator chamber for in vitro cell
cultivation and cell observing under the confocal microscope. It is based on requirements and param-
eters set by the biophysics laboratory of the Department of Biomedical Engineering. The resultant
device will serve for optical measurements of in vitro cell cultivations.
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UVOD

Cilem price je ndvrh inkubétoru, déle testovdni autonomniho programu pro kontrolu a nastaveni
parametrti prostfedi, konkrétné teploty, koncentrace O, a CO, tak, aby vysledkem byl komplexn{
navrh inkubatoru na miru laboratore biofyziky pro potfeby méfeni na konfokalnim mikroskopu.

V ramci navrhu je tfeba vychazet z urcitych podminek dilezitych pro efektivni kultivaci bunék. Za-
sadni je zejména teplotni rozsah prostfedi inkubdatoru, ktery by se mél pohybovat v rozmezi 37 °C az
45 °C, a atmosféra s koncentraci CO; kolem 5 % a O, mezi 3 % a 21 %, oboje s presnosti £+ 0,5 %.
Dale je nutné udrzeni relativni vlhkosti atmosféry okolo 90 % z diivodu zamezi odparu vody z kulti-
vaéniho média.[1]

Vzhledem k aplikaci pro konfokalni mikroskop jsou konstrukéné limitujici rozméry inkubdétoru, které
zcela vylucuji pouZziti béZné dostupnych komerénich inkubatora, konkrétné se jedna o maximalni roz-
méry 7cm X 12 cm x 5,5 cm (hloubka x vyska x §itka), a maximélni nosnost zdkladny mikroskopu
400 g.

RIDICI CAST INKUBATORU

Jadrem elektronické Casti inkubdtoru je platforma Arduino Mega, kterd zajist' uje obsluhu vSech po-
tfebnych senzord, komunikaci s uZivatelem pomoci LCD (4 x 16 znaki) a rotaéni enkodér KY-040
pro pohyb v menu. Firmware mikrokontroléru je sestaven jako nekone¢nd programova smycka, kterd
po pocateéni konfiguraci parametrl prostfedi inkubétoru (teploty a atmosféry) uzivatelem autonomné
hlida a reguluje nastavené hodnoty prostfedi. Schéma menu fidictho programu je na obr. 1.

REGULACE PARAMETRU PROSTREDI
3.1 REGULACE TEPLOTY

Pro sniménf{ teploty je pouZito platinové ¢idlo Pt100 z diivodu vysoké piesnosti, chemické nete¢nosti
a Casové stalosti senzoru. Vzhledem k poZadavku monoklimati¢nosti jsou pouZity dva senzory, jejichZ
teplotni rozdil je softwarem vyhodnocovan a na zdklad€ tohoto rozdilu je spoustén mikroventilator
v komore. Senzory jsou zapojena Wheatstoneové mustku a po zesileni pfistrojovym zesilovacem
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AKTUALNI HODNOTY
TEPLOTA: xx.xx °C
KONCENTRACE O2: xx %
MENU KONCENTRACE CO2: xx % MASTAVEN| TEPLOTY
1. aktudlni hodnoty / 5 XXX °C
Zpe
2. nastaveni zpét
NASTAVENI
3. vypnuti -
NASTAVENI KONCENTRACE 02 XX.XX %
NASTAVENI KONCENTRACE CO2
zpét
zpét
\ NASTAVENI CO2
XX XX %
zpét

Obrazek 1: Schéma uZivatelského menu

privedeny na vstup ADC mikrokontroléru. Ve smycce regulace teploty je feSeno pouze vytdpéni,
jelikoZ pozadovand teplota uvnitf inkubdatoru vZdy prevysuje teplotu okolniho prostfedi. Pro dosaZeni
co nejvetsi presnosti je vytdpéni realizovdno pomoci odporové cartidge HT15W od Thorlabs, kterd
je fizena pomoci PWM a fuzzy logiky, diky cemuz jsou minimalizovany pfekmity nad poZadovanou
teplotu.[2, 3]

3.2 REGULACE ATMOSFERY

Atmosféra je regulovana pomoci dvou vstupl z tlakovych lahvi, konkrétné pomoci CO; a Ny, pro
regulaci jsou pouzity spinané tlakové ventily. Nejdiive tfeba regulovat kyslik, proceZ slouzi vstup
CO,, ktery vytla¢i jeho molekuly ven z komory. Naopak koncentrace CO; je fizena vstupem dusiku.
Pro sniméni koncentrace O, je pouzit senzor GS Oxygen Sensor KE-25 - prfevodnik koncentrace na-
péti, ktery je opét zesilen pomoci pfistrojového zesilovace a digitalizovdn. Pro snimédni CO» je pouZit
digitalni senzor MH-Z16 NDIR, ktery pfimo komunikuje s mikrokontrolérem po sbérnici 12C.[2]

Bézné je pro regulaci tlaku vyuZzivana prirozend netésnost inkubdatoru, kterd zaroven umoziuje vstup
kysliku z atmosféry dovnitf. Pokud by doslo k pfetlaku v komote, je zde jesté tieti ventil, ktery
slouzi jako pretlakova pojistka. Systém snima tlak uvniti komory i vné senzory BMP180 a reaguje na
nastavenou hranici rozdilu tlaka.

3.3 KONTROLA VLHKOSTI

Vlhkost prostfedi uvnitf komory je pouze snimédna a hodnota bude také zobrazovédna na displeji.
Primarné neni vlhkost uvnitf komory generovana, ale pokud by jeji hodnota klesla pod danou mez
(95 %), bylo by to signalizovano na displeji a obsluha by zasahla dle potfeby (napf. doplnénim kulti-
vacniho média).

KONSTRUKCNI RESENI KOMORY

Vyslednd komora inkubdtoru je vyrobena z Cr-Ni-Mo nerezové oceli dle ndkresu na obr. 2. Vzhledem
k poZadavku pouziti pro konfokalni mikroskop je dno komory vyrobeno z kiemicitého skla, jehoz
spektraln{ vlastnosti umoZzinuji priicchod UV zafeni. Dno je ke komofte pfipevnéno silikonovym spojem.
Horni odnimatelny dil je vytvoren z polymethylmethakrylatu (plexiskla).
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nerez tl. 2

Obrazek 2: Konstrukéni ndkres komory pro vyrobu

5 ZAVER
Testovanim na modelu komory se ovéfila a potvrdila spravnost ndvrhu, kdy bylo moZné presné re-
gulovat vS§echny poZadované parametry v zadanych mezich. Systém umozZnil dosdhnout vSech poZa-
dovanych parametri do necelych 5 minut, coZ je vyhovujici pro danou aplikaci. Ridici elektronika
je umisténa mimo komoru inkubdtoru a spojena pouze vodiCovou sbérnici s jednotlivymi senzory,
¢imZ se podafilo omezit velikost inkubdtoru a splnit tak poZadavky a limity pouZiti pro méfeni na
konfokalnim mikroskopu.

PODEKOVANI

Inkubator vznikl ve spolupraci s Ing. Katarinou Fabianovou, kterd se zabyvala vyvojem casti pro
regulaci parametrti atmosféry.
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