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Abstrakt

V bakalarskej praci bol popisany obecny princip fungovania optickej pasce, spolu s réznymi
moznostami vytvorenia optickej pinzety. Taktiez bola popisand funkcia a hlavné parametre
holografickych mikroskopov s mimoosovym achromatickym a priestorovo invariantnym in-
terferometrem. Boli navrhnuté, podrobne popisané a prepocitané dva varianty laserovej
pinzety pripojitelnej ku koherenciou riadenému holografickému mikroskopu druhej ge-
neracie, ktory bol skonstruovany na UFI VUT v Brne. Bola spravena ich optimalizacia
v programe ZEMAX. Pre vybrany navrh bol vytvoreny 3D model v programe Autodesk
Inventor PROFESSIONAL 2010.

Summary

In the Bachelor’s thesis, there was described the general principle of operation of the opti-
cal trap, along with various options for creating optical tweezers. The function and the
main parameters of holographic microscope with the off-axis achromatic and spatially in-
variant interferometer were described, too. Two variations of laser tweezers connectable to
coherence-controlled second generation holographic microscope were described in detail,
calculated and designed at IPE VUT. The optimization of the two variations was perfor-
med in the software ZEMAX. A 3D model in the Autodesk Inventor PROFESSIONAL

2010 was created for the chosen design.
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1. UVOD

1. Uvod

Transparentné biologické preparaty sa zriedka pozoruju v svetlom poli. Hlavnym do6vo-
dom je rozptyl a odraz svetla na pozorovanych objektoch ¢o mé za nasledok nizku kvalitu
obrazu vzorky. Preto sa ¢asto v bioldgii stretavame s interferené¢nou mikroskopiou.

Interferenéna mikroskopia umoznuje pozorovanie tzv. fazovych objektov, ktoré su v kla-
sickych mikroskopoch st zle pozorovatelné. Pri prechode svetla fazovym objektom sa meni
jeho faza a zachovava sa amplitida svetelnej viny. Na VUT v Brne bolo navrhnutych
a zkon§truovanych niekolko typov holografickych mikroskopov.

Najnovsie vyvyjany holograficky mikroskop umoziuje pracovat jak v transmisnom,
tak v reflexnom rezime. Ide o koherenciou riadeny holograficky mikroskop druhej genera-
cie. Hlavnou zmenou oproti predchadzajicej generacii je moznost pouZzitia mikroskopo-
vych objektivov korigovanych na nekone¢nt vzdialenost. Téato zmena umoznila pripojenie
dalsich pozorovacich a manipula¢nych technik.

Cielom bakalarskej prace je navrhnit laserovi pinzetu, ktora by tvorila samostatny
modul pripojitelny ku koherenciou riadenému holografickému mikroskopu druhej genera-
cie. Laserova pinzeta umozni mechanick manipulaciu s pozorovanymi objektami - bun-
kami.

V kapitole 2 je uvedena histéria, vysvetleny princip a sily pdsobiace v optickej pasci.
V zavere kapitoly st popisané najbeznejsie metddy pri vytvarani optickych pinziet.

Kapitola 3 je venovana intereferencnej mikroskopii a hlavne koherenciou riadenym
holografickym mikroskopom. V casti 3.2 je popisanym princip fungovania prvej generacie
a nazna¢eny sposob spracovania obrazu, ktory je rovnaky aj pre druhti generéciu. Cast
3.3 pojednéva o koherenciou riadenom holografickom mikroskope druhej generacie, pre
ktory je v bakalarskej praci navrhovana laserova pinzeta.

Cela kapitola 4 je venovana samotnému navrhu laserovej pinzety. V prvej casti sit pod-
robne popisané a teoreticky napocitané dva navrhy. V dalSej ¢asti je opticky navrh oboch
zostav s vybranymi komponentami v programe ZEMAX®. V zavere kapitoly je uvedeny
machanicky navrh vybranej laserovej pinzety a zobrazeny jej 3D model vytvoreny v prog-
rame Autodesk® Inventor® PROFESSIONAL 2010.



2. Opticka pinzeta
2.1. Historia optickej pasce a pinzety

Opticka pinzeta je nastroj, ktory vyuziva energiu svetla na zachytenie a manipulaciu
s velmi malymi objektami, ktorych rozmery sa modzu pohybovat od desiatok nm az po de-
siatky pm. Optické sily st vyvolané zmenou priestorového rozlozenia elektromagnetického
pola, ktora je sposobend zachytenym objektom.

Mechanické ucinky ziarenia su tak slabé, ze prvy experimentalny dokaz bol podany
az na prelome 19. a 20. storocia. Vedci E. F. Nicholson, G. F. Hull a P. N. Lebedev ako
prvi tipesne pozorovali radia¢ny tlak na makroskopické objekty!. Skiimanie a praktické
vyuzitie sil vyvolanych ziarenim zacalo az po objaveni laseru v roku 1960.

V roku 1970 Arthur Ashkin ako prvy uskutoc¢nil experiment, v ktorom preukazal
znacny efekt fokusovaného laserového zvizku na hybnost malej transparentnej neutralne;
Castice. AZ po viac ako 15 rokoch bola zkonstruovana prva jednozvizkova opticka pasca,
v ktorej sa podarilo zachytit casticu v silno fokusovanom laserovom zviizku [1].

Optické pinzeta nasla uplatnenie vo velkom mnozZstve vednych odborov. Napriklad
v chémii je pouZivand na meranie mechanickych vlastnosti molekil [2], v biol6gii na $ti-
dium Zivych buniek [3], biologickych motorov [4], vlastnosti DNA. V medicine je opticka
pinzeta pouzivand pri umelom oplodneni. Vo fyzike patri k najznamejsim experimentom,
ktoré vyuzivaju optick pascu, chladenie atémov na velmi nizke teploty, za ¢o bola v roku
1997 udelend Nobelova cena S. Chuovi, C. Cohen-Tannoudjiovi a W. D. Phillipsovi.

2.2. Princip fungovania a velkost sily podsobiacej na
casticu v optickej pasci

Jednoduchym vypoctom je mozné aspon radovo odhadnit sily vyvolané radia¢nym tlakom
ziarenia. Hybnost jedného foténu je dana Planckovym vyrazom hv/c, kde h je Planckova
konStanta, v je frekvencia Ziarenia a c¢ je rychlost svetla. Ak pouZijeme zdroj svetla s vy-
konom P, tak pocet foténov vyziarenych za jednu sekundu je P/hv. Pri pouziti modelu,
kde sa vSetky fotony dopadajice na objekt odrazia priamo naspiit, je zmena ich hybnosti
za sekundu rovna 2(hv/c)(P/hv) = 2P/c. Tento vyraz zaroven urcuje silu F', ktord posobi
na objekt. Pri pouziti zdroja svetla s vykonom 1 wat sa F' priblizne rovna 10nN (vypocet
bol prevzaty z [5]).

Na vytvorenie optickej pasce je nutné, aby optické sily pésobiace na uvédznenu caticu
pasca v troch rozmeroch je nutné vytvorit zna¢ny gradient intenzity Ziarenia, napriklad
pomocou objektivu s velkou numerickou apertirou.

7 teoretickych dovodov, ale aj praktickych sa sily svetelného tlaku delia na gradientné
a rozptylové. Gradientna sila posobi v smere gradientu intenzity zvizku, ak index lomu
velkosti gradientu intenzity. Rozptylova sila je timernd intenzite Ziarenia a méa jeho smer.
Vyslednt silu ziskame ako vektorovy stcet rozptylovej a gradientne;j sily.

lExperiment je zndmy ako svetelny mlyn (light-mill)



2. OPTICKA PINZETA

Rozptylovt silu vyvolava svetlo dopadajice na casticu z jedného smeru, ktoré je na-
sledne rozptylené vSetkymi smermi, tym fotény menia hybnost dielektrickej ¢astice. V izot-
ropnom prostredi sa po vektorovom s¢itani hybnosti rozptylenych foténov ostane nenulova
len hybnost v smere dopadajticeho Ziarenia (viz obr. 2.1). V blizkosti miesta, kde je laser
fokusovany sa objavuje aj gradientnd sila. Laser indukuje dipdly v dielektrickej castici
a pretoze su indukované dipdly umiestnené v nehomogénnom elektrickom poli posobi
na ne sila v smere gradientu pola?.

Rozptylené viny
Hybnost’ ~ ik,
3 <
Dopadajlca vina : g :
P "L Objekt _,,
Hybnost’ ~ 7k, ) ) :
¥ > 4
Sila pdsobiac na objekt

Obr. 2.1: Castica pohlcuje fotény v jednom smere a rozptyluje ich do vietkych smerov, Q}m
je Castica tlacena v smere dopadal)flceho svetla. h - redukovana Planckova konstanta, k, -
vlnovy vektor dopadajicej vlny, k. - vinovy vektor rozptylenej viny. Prevzaté a prelozené

z [0].

V zévislosti na velkosti Castice, ktora je chytena do opticej pasce, existuju dve priame
a jedna obecna metdda pre vypocet rozptylovej a gradientnej sily. VSetky metédy povazuja
zachytenu Casticu za gulovi.

Ak uviznend dielektricka Castica spliiuje podmienku a > A, kde a je charakteristicky
rozmer Castice (napr. charakteristickym rozmerom gulovej ¢astice je polomer) a A je vl-
nové dlzka laseru vytvarajiceho opticki pascu, je mozné optické sily vypocitat pomocou
geometrickej optiky (viz obr. 2.2). Laserovy lu¢ dopadajici na ¢asticu sa scasti lame
na rozhrani® a scasti sa odraza. Pomer energii odrazeného a lomeného ltéa urcéuji Fres-
nelovy koeficienty. Pri prechode foténu dopadajiceho Ziarenia sa meni jeho hybnost, ¢im
je budena sila, ktora smeruje do ohniska zvizku.

Pri ¢asticiach, ktorfch charakteristicky rozmer je mensi ako vlnova dlzka dopadaji-
ceho Ziarenia uz nie je mozné pouzivat aproximéaciu geometrickej optiky. Aby bola splnen4
podmienka pre Raleighov rozptyl musi platit: a < A. V takomto pripade je mozné pova-
zovat zachytend casticu za bodovy dipdl. Pre rozptylova silu Fi..;; pdsobiacu na ¢asticu
tvaru gule s polomerom a podla [7] plati:

Iyon,,
Fscatt: Oo;n > (21)

2V nehomogénnom elektrickom poli sa potencidlna energia dipélu meni v priestore v zavislosti
na zmene pola. Sila je dand vztahom F = —VW,, kde W, je potencidlna energia dipdlu pre ktort
plati: W, = —pE

3Lomeny 14¢ lezi v rovine dopadu a uhol lomu je dany Snellovym zdkonom
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Obr. 2.2: Sily posobiace na transparentni dielektrick ¢asticu umiestnent v blizkosti fo-
kusovaného laserového zvizku. p - hybnost dopadajiceho foténu, p’ - hybnost foténu
po prechode casticou, dp - zmena hybnosti foténu vzniknuté pri prechode c¢asticou. Zo za-
kona zachovania hybnosti ¢astica ziska hydnost rovnakej velkosti, ale opaéného smeru,
ktora je na obrazku vyznacena ako biela sipka. Prevzaté a upravené z [8].

1287%a8 [m2 —1)\2
- 7ra<m ) 02)

7= 34 m2+ 2

kde I, je intenzita dopadajuceho svetla, o je rozptylovy prierez Castice, ¢ je rychlost svetla
vo véakuu, m je pomer indexov lomov ¢astice n, a média n,, (m = n,/n,) a A je vlnova
dlzka laseru vytvarajtuceho optickt pascu. Pre ¢asovo stredovant hodnotu gradientnej
sily vznikajucej pri interakcii indukovaného dipélu s nehomogénnym polom plati podla
[7] vztah:

2o
Fgrad = %V%a (23)

2
= 2.4
o=t () (2.4)

kde « je polarizovatelnost cCastice.

Na popis sil posobiacich na zachytenu casticu, ktorej charakteristicky rozmer je porov-
natelny s vinovou dlzkou laseru (a ~ \), je nutné pouzif Mieovu tedriu, ktora sa zaobera
rozptylom elektromagnetického Ziarenia na gulovych casticiach.

10



2. OPTICKA PINZETA

2.3. Zakladna opticka schéma optickej pasce

Zékladnym predpokladom pre vytvorenie optickej pasce, ktora by bola schopné udrzat
¢asticu na jednom mieste je vytvorenie svetelného zviizku s dostato¢ne velkym gradientom
intenzity. MoZnosti ako vytvoriet gradient intenzity je niekolko, napriklad:

e fokusovanim laserového zvizku pomocou Sosoviek,
e vytvorenim stojatej vlny vyuzitim priamej a odrazenej svetelnej viny,

e vyuzitim laserového luca, ktorého radialny profil intenzity je dany Besselovou fun-

kciou.

Opticka schéma zariadenia, ktoré vytvara gradient intenzity svetla pomocou Sosoviek
je znazornend na obr. 2.3. Takto navrhnuta opticka pasca je zdkladom optickej pinzety.
Opticka pasca sa zklada z laseru LS, expanzného systému L;, Ly a mikroskopového ob-
jektivu L3 s vysokou numerickou aperttrou?, aby bol dosiahnuty ¢o najvicsi gradient
intenzity. V ohnisku mikroskopového objektivu vznika opticka pasca.

) )
/

LS La

Ls FP Opticka

pasca

Obr. 2.3: Zakladna opticka schéma optickej pasce vytvorenej pomocou Sosoviek. LS - laser,
Ly, Ly - SoSovky expandéru a) Galileov typ, b) Keplerov typ, Ls - mikroskopovy objektiv
s clonou, FP - ohniskova rovina mikroskopového objektivu.

Na obr. 2.3 st zakreslené dva typy expanznych systémov, a) Galileov typ, b) Keple-
rov typ. Expanzny systém slizi na rozsirenie laserového liaca tak, aby prekryl celt zadntu
apertiru objektivu®. Vicsina laserovych expandérov je Galileiho typu pretoZe pri rovna-
kych velkostiach optickej mohutnosti SoSoviek Ly, Ly je potrebna mensia vzdialenost medzi
nimi. Druhou nevyhodou Keplerovho typu je fokusovanie laserového zvizku do oblati ma-
dzi Sosovkami c¢o vedie k zahrievaniu vzduchu a tym k moznosti vzniku vad vinoplochy.
Napriek tymto nevyhodam sa takmer vyhradne pri navrhovani optickych pinziet pouzi-

4Pre zvysenie numerickej apertiry sa pouzivaji imerzné objektivy
5Aby bol vysledny gradient intenzity ¢o najviicsi je priemer lasrového zvizku pred vstupom do ob-

.....

,prepliany“
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2.4. MANIPULACIA S OBJEKTOM V OPTICEJ PASCI - OPTICKA PINZETA

Profil intenzity [okusovaného Profil intenzity stojatej
Gaussovského zvazku Gaussovskej viny

1- = 11

P \
W 2 1
[

Obr. 2.4: Na obrazku vlavo je zobrazeny priebeh intenzity v optickej pasci vytvorenej
pomocou Sosoviek a vpravo je priebeh intenzity stojatej viny. Os z urcuje sirku zvizku
v pomere k polomeru pasu zviizku, os y uréuje polohu v nasobkoch vlnovej dizky vzhladom
k ohnisku a os z udéva relativnu intenzitu. Prevzaté a prelozené z [0].

vaju expandéry Keplerovho typu, pretoze umoznuja vytvorenie konjugovanych rovin, ako
bude popisané v cati 4.1.1.

Vytvorenie velkého gradientu intenzity bez pouzitia mikroskopového objektivu je mozné
vytvorenim stojatej viny, ktora vznikne interferenciou priameho a odrazeného Gaussovho
laca® viz obr. 2.4. V takto vzniknutej interferencnej struktire dochddza k narastu intenzity
z nulovej na maximalnu vo vzdialenosti A/4.

Dalsim spdsobom ako vytvorif gradient intenzity bez pouzitia mikroskopového objek-
tivu je pouzitie laserového laca, ktory ma radidlny profil intenzity dany Besselovou fun-
kciou” prvého druhu Jo(x). Pomocou takychto zvizkov je mozné vytvorit interferenéni
struktiru, v ktorej je dostatoény gradient intenzity.

2.4. Manipulacia s objektom v opticej pasci - opticka
pinzeta

2.4.1. Laserova pinzeta vytvorena pohyblivymi Sosovkami

Nizsie popisana optickad pasca, ktorej polohovanie je zabezpecené pomocou pohybu Soso-
viek, bola navrhnuté v [9].

Na vytvorenie laserovej pinzety, ktora by umozinovala priestorovit manipuléciu so za-
chytenym objektom, je mozné vyuzit systém SoSoviek, ktorého schéma je znézornend
na obr. 2.6. Stustava je navrhnutd tak, aby laserovy zvizok presne prekryl zadna apertaru
mikroskopového objektivu MO. Sosovky L;, Ly a L, Ly tvoria afokélne systémy.

6Gaussov ¢ m4 radialny priebeh intenzity dany Gaussovou krivkou
"Takyto profil zviizku je mozné dosiahnut interferenciou rovinnych svetelnych vin (obr. 2.5)

12



2. OPTICKA PINZETA

Obr. 2.5: Vznik Besselovského zviizku pomocou interferencie rovinnych vin. 7 - vrcholovy
uhol axikonu, « - uhol, ktory zviera rovinna vlna s osou axikonu. Prevzaté a prelozené
z [0].

LS

Obr. 2.6: Laserova pinzeta vytvorend pomocou Sosoviek. LS - laser, L - SoSovky, MO -
mikroskopovy objektiv s clonou, A, - posun SoSovky L;, A, - posun SoSovky Ls, 0, - posun
optickej pasce pozdlz osy, d, - priecny posun optickej pasce.

Vychylenie optickej pasce pozdlz osi je realizované pomocou $osovky Ly, ktort je mozné
posuvat po ose. Posuv Sosovky L; vytvori rozbiehavy laserovy zvizok, ktory je néasledne
orezany aperturou MO, ¢im dochadza ku strate energie. Pri vytvoreni kolimovaného

13



2.4. MANIPULACIA S OBJEKTOM V OPTICEJ PASCI - OPTICKA PINZETA

zvizku dochadza k netplnému zaplneniu apertary MO, ¢oho nasledkom je nizsi gradient
intenzity v optickej pasci. Posunutie optickej pasce pozdlz osi je dané vzfahom:

2
A, = ("’;CAZOL]‘C’;L?’) 5z, (2.5)

kde fuso je ohniskova vzdialenost mikroskopového objektivu, fr, je ohniskova vzdialenost
sosovky L; a A, je posun Sosovky L.

Prie¢neho vychylenia optickej pasce je mozné dosiahnut posunom SoSovky Lz v smere
kolmom na optickii os. Aby aj po pohybe Sosovkou zvizok tiplne zaplnil apertiru MO je nut-
né, aby sosovka L, zobrazila zadnt apertiru mikroskopového objektivu do roviny Ls.
Posunutie optickej pasce v smere kolmom k ose je dand vzfahom:

_ Jwmo
By =500, (2.6)

kde A, je posun SoSovky Ls a vyznam ostatnych symbolov bol vysvetleny vyssie.

2.4.2. Laserova pinzeta vytvorena naklapacimi zrkadlami

Na vychylenie laserového zvizku z osovej polohy je mozné pouzit aj galvanooptické alebo
piezoelektrické zrkadla. Tym je nahradeny priecny posun SoSovky a stustava SoSoviek moze
byt stabilna. Ide o naklapatelné zrkadl4, pricom uhol néklonu je mozné menit velmi jemne
a presne (=~ 1 mrad). Ich vyhodou je vysoka rychlost zmeny polohy a malé straty vykonu
laseru, ktoré si dané len kvalitou zrkadiel.

Opticku pinzetu pracujicu v dvoch smeroch v rovine vzorky je mozné zostavit z dvoch
galvanooptickych zrkadiel, ktorych osi otacania spolu zvieraji pravy uhol alebo jedného
piezoelektrického zrkadla, ktoré je pomocou dvoch piezo krystalov naklapané v dvoch
smeroch.

Rovina zadnej apertary mikroskopového objektivu MO je opticky zdruzend s rovi-
nami prechadzajicimi zrkadlami, tak ako je naznacené na obr. 2.7 ¢iarkovanou ¢iarou. To
zaistuje, ze aj pri natoceni zrkadiel laserovy 14¢ nezmeni svoju polohu v zadnej apertire
MO.

Laserova pinzeta polohovana galvanooptickymi zrkadlami bude popisanad a prepoci-
tana v casti 4.1.1.

2.4.3. Priestorové modulatory svetla a holograficka laserova pin-
zeta

Medzi priestorové modulatory svetla (SLM®)patria akustooptické a elektrooptické modu-
latory. St to zariadenia, pomocou ktorych je mozné menif smer Sirenia, intenzitu, fazu
a frekvenciu laserového laca. Akustooptické moduldtory (AOM?) vyuzivaji materidly,
ktorych index lomu moze byt modifikovany posobenim mechanického vinenia. Elektro-
optické modulatory (EOM!?) pracuji na podobnom principe, ale vyuZivaji materialy,
ktorych index lomu zavisi na pésobeni elektrického pola.

8Spatial light modulator
9 Acousto-optic modulator
10E]ectro-optic modulator
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2. OPTICKA PINZETA

| FP | EP
|
GOM, |/
L, i Ls L. MO
L <=
)L Gom, b)

LS LS

Obr. 2.7: Laserova pinzeta vytvorena pomocou galvanooptickych zrkadiel. LS - laser,
GOM;, GOM, - galvanooptické zrkadla, L;—L4 - SoSovky, MO - mikroskopovy objektiv
s clonou, FP - ohniskova rovina MO. a) Nevychylen4 opticka pasca. b) Vychylena opticka
pasca, nenulovy uhol ndklonu GOM; a GOM,.

Zakladom akustooptickych modulatorov je priesvitny material (ToOs, krystalicky kre-
meri, kremenné sklo), ku ktorému je pripevneny piezoelektricky transduktor (PET). Na pro-
tilahlej strane je materidl pohlcujtci zvukové viny. Ak je na PET privedeny signél,
je mozné vytvorif v materidle mechanické vlnenie, ktoré sposobuje lokdlne zmeny hus-
toty a tym aj zmeny indexu lomu materialu. Nasledkom coho je vytvorena periodicka
struktira rovin s roznym indexom lomu a svetlo prechadzajice materidlom sa sprava ako
pri Braggovej difrakcii. Difraktovany 1a¢ vystupuje z akustooptického modulatora pod
uhlom ¢, ktory je dany vztahom:

. nA
p = arcsin o n=0,=%1,+2,..., (2.7)
kde n je difrakény rad, A je vinova dlzka laseru a A je vlnova dlzka mechanického vl-
nenia budeného v AOM. Odchylka laserového luca ¢ sa pohybuje rddovo v desiatkach
miliradianov.

Dopadajiici 1 ABSOEBSESTY  Difraktovany

11'1(‘.‘: Ia¢

2wk(wq&’

vina
_ Nedifraktovany
uc

\

Obr. 2.8: Schématické znazronenie AOM SLM. Prevzaté a prelozené z [10].

Elektrooptické modulatory vyuzivaji nelinedrne optické materialy, ktorych index lomu
zavisi na velkosti elektrického pola, napriklad LiNbOs3. Reflexné EOM SLM st tvorené
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2.4. MANIPULACIA S OBJEKTOM V OPTICEJ PASCI - OPTICKA PINZETA

transparentnymi bunkami kvapalnych krystalov, ktoré sii oddelené pre svetlo nepriepust-
nymi oblastami. Tym je mozné vytvorit schodovitt blejzovani difrakénii mriezku. Vply-
vom difrakcie svetla na mriezke je svetlo odklonené od pévodného smeru o uhol ¢, pre
ktory plati:

A\
o= arcsin%, n=041,42, ..., (2.8)

kde n je difrakény rad, A je vlnova dizka laseru a d je rozostup buniek.

Obr. 2.9: Schodovita blejzovana difrakéna mriezky vytvorena reflexnym EOM SLM. Pre-
vzaté z [L1].

Laserové pinzety vyuzivajiuce SLM pre pohyb so zachytenou vzorkou v optickej pasci
umoznuju najvicsiu variabilitu pri manipulacii. Rychlost zmeny polohy je limitovand iba
opakovacou frekvenciou SLM. Taktiez umoznuju vytvorenie viacerych optickych pasci roz-
loZzenim dopadajiceho lac¢a. Ich hlavnou nevyhodou je vysoka financné narocnost a velké
energetické straty laseru na SLM.
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3. KOHERENCIOU RIADENA HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

3. Koherenciou riadena holograficka
mikroskopia

3.1. Historia interferen¢nej a holografickej mikrosko-
pie

Zékladom vsetkych svetelnych mikroskopov je interferencia primarného a difraktovaného
svetla. V klasickych svetlenych mikroskopoch sa straca cast informaécie, zaznamenava
sa iba amplitida svetelnej viny a faza nie je zaznamenévana. Prvym krokom k odstrane-
niu tohoto nedostatoku bol objav a rozvoj interferen¢nej mikroskopie, ktora kombinuje
funkciu interferometru a mikroskopu do jedného zariadenia. V roku 1893 Sirks polozil jej
zaklady, ked ako prvy popisal mikroskop s oddelenym referenénym a objektovym lac¢om
[12]. V literattire oznacovany nézvom Sirks-Pringsheimov! interferen¢ny mikroskop.

Odvtedy bolo vymyslenych a popisanych vela spdsobov usporiadania interferen¢nych
mikroskopov. V pitdesiatych rokoch minulého storocia Krug a Lau, Horn navrhli interfe-
rencné mikroskopy pouzivajuci svetlo prechadzajice cez vzorku. Tym umoznili kvantita-
tivne meranie rozdielu optickych drah (OPD - Optical path difference) medzi objektovou
a referen¢nou vetvou spdsobeny skiimanou vzorkou. Znac¢ne komplikované a ¢asovo na-
rocné spracovanie obrazu spolu s vysokou cenou zariadenia sposobili, Ze nebolo masovo
rozsirené a iné techniky, ako Zernikov fazovy kontrast alebo Nomarského diferencialny
interferencny kontrast, boli uprednostiiované aj ked neumoznovali meranie OPD, ale po-
nukali iba informéaciu o tom, Ze nastala fazova zmena pri prechode vzorkou.

Skutocné moznosti interferencnej mikroskopie sa ukézali vdaka objaveniu holografie
roku 1947 a laseru roku 1960. S rozvojom vypocetnej techniky a digitalnych zéznamovych
zariadeni bolo mozné naplno vyuzivat meranie OPD a aj dalSich mozZnosti, ktoré inter-
ferenéna mikroskopia pontka, ako st napriklad numerické preostrovanie? alebo optické
rezy.

V stcasnej dobe mozu byt holografické mikroskopy rozdelené do dvoch skupin podla
uhla, ktory zviera referenény a objektovy 1a¢ vo vystupnej rovine interferometra na tzv. in-
line a off-axis.

In-line interferometrické mikroskopy st konstruované tak, aby referenc¢ny a objektovy
14¢ vo vystupnej rovine interferometra zvierali nulovy alebo skoro nulovy uhol. Umoznuja
pouzitie nekoherentného svetla (ziarovka, vybojka), ¢o potla¢a vznik koherenéného Sumu
a umoznuje vytvaranie optickych rezov. Je nutné zaznamenat viac ako jeden obraz (oby-
¢ajne 3-7) s roznymi fazovymi posunmi, aby bola ziskana tplné informécia o objektovej
vlne. Preto nie je mozné pozorovat rychlo sa meniace objekty.

V off-axis mikroskopoch je nenulovy uhol medzi referencnym a objektovym lucom
vo vystupnej rovine interferometra. Uhol je voleny tak, aby vznikol interferogram s priesto-
rovou frekvenciou interferenénych prizkov takou, aby bolo mozné rekonstruovat objektovii
vlnu (sta¢i na to jeden obraz), t.j. vznika hologram?®. Doteraz publikované holografické
mikroskopy v zasade pouzivaju rovnaky interferometer ako in-line systémy a nenulovy

I Pringsheim zverejnil, nezavisle na Sirksovi, podrobnosti o interferenénom mikroskope

2Vdaka tomu, Ze pozndme kompletnii svetelnti vinu (amplitidu aj fazu) modzeme ju rekonstruovat
v lubovolnom bode

37 gréckych slov holos= cely a grafé= kreslim
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3.2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP PRVEJ GENERACIE

uhol medzi referenénym a objektovym licom je dosiahnuty odklonenim vetvi. Po takejto
modifikacii je mozné pouzit iba laserové svetlo, aby vznikol hologram v celom zornom
poli. To ma za nasledok vznik koheren¢ného Sumu, ¢im sa degraduje kvalita signalu.

S revolu¢nym usporiadanim mimoosového holografického mikroskopu zobrazujicého
v odrazenom svetle, ktory namiesto klasického interferometra pouziva achromaticky, ako
prvi publikovali Chmelik a Harna [13]. Tym dosiahli spojenie vyhod in-line a off-axis mik-
roskopov, ¢ize moznost pouzitia ¢asovo a priestorovo nekoherentného zdroja svetla, tym
potlac¢enie koherentnej zrnitosti, moznost vytvarania optickych rezov vzorkou a zaroven
rekonstruovat objektovi vinu z jedného snimku.

3.2. Koherenciou riadeny holograficky mikroskop pr-
vej generacie

Objektovs vetva

ReferenIn§ vetva

Obr. 3.1: Schéma CCHM. S - zdroj svetla, P - clona, BF - interferenc¢ny filter, K - kolektor,
G - difrakénd mriezka, M;-Mg - zrkadla, C;, Cy - kondenzory, O;, Oy - objektivy, Sp -
pozorovany objekt, RO - referenény objekt, OP - vystupna roviny, OL - vystupna SoSovka,
D - detektor.
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3. KOHERENCIOU RIADENA HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

Koherenciou riadeny transmisny holograficky mikroskop, oznac¢ovany ako CCHM* bol
skonstruovany na VUT v Brne [14]. V podstate ide o dva totozné mikroskopy tvoriace
interferometer Mach-Zehnderovho typu.

Optickd schéma (obr. 3.1) je navrhnutd tak, Ze umoziiuje pouzitie nekoherentného
zdroju svetla. To znamend, Ze tvori achromaticky interferometer. Vyhody off-axis achro-
matickych holografickych mikroskopov st:

e Uplna rekonstrukcia obrazovej viny z jedného zaznamenaného obrazu, takze zobrazo-
vacia rychlost zariadenia je limitovana iba zariadeniami sliZiacimi na zaznamenanie
(CCD kamera) a spracovanie obrazu (pocitac),

e moznost vyuzitia priestorovo a ¢asovo nekoherentnych zdrojov svetla, ¢im je potla-
¢end koherentand zrnitost,

e vytvaranie optickych rezov vzorkou,
e numerické ex-post preostrovanie.

Aby vznikol achromaticky holograficky obrazec (interferogram) vo vystupnej rovine
OP, musi byf zaistené, aby svetelné zvizky lacov s roznou vlnovou dizkou vytvarali in-
terferenc¢né pruzky rovnakej hustoty - priestorovej frekvenie. V.CCHM je svetelny zvizok
vychédzajuci zo zdroja S po prechode difrakénou mriezkou odkloneny o uhol ¢ vzhladom
k ose interferometra. Pre velkost uhla ¢ plati:

sin p = nAfg, n=0,=%1,+2, ..., (3.1)

kde n je difrakény rad, A je vlnova dizka svetla a fq je priestorova frekvencia (hustota
¢iar) difrakénej mriezky®.

Vplyvom disperzie svetla na mriezke je odkloneny la¢ aj farebne rozlozeny. Cim je vii¢-
ter je navrhnuty pre centralnu vinova dizku A\ = 650 nm tak, aby svetlo tejto vinovej
dlzky vytvéralo obraz zdroja v zadnich ohniskovych rovinach kondenzorov C so stredom
na optickej ose kondenzoru. Pre A # )y s obrazy priecne posunuté, viz obr. 3.2.

Obraz zdroja vznikd aj v ohniskovych rovindch objektivov (sekundarne zobrazenie
zdroja). Tieto obrazy s posunuté o ti istt vzdialenost, ale st stranovo prevratené oproti
obrazom, ktoré boli vytvorené kondenzormi.

Ak by luce z predmetovej a referencnej vetvy priamo interferovali vo vystupnej rovine,
interferen¢nych priazkov rozdielnej priestorovej frekvencie. Aby vietky vlnové dizky vytva-
rali interferogram s rovnakou hustotou prazkov musi byt zaistené, aby uhlova vzdialenost
sekundéarnych obrazov zdroja vzhladom k vystupnej rovine bola rovna uhlovej vzdialenosti
obrazov zdroja vytvorenych v predmetovych rovinidch kondenzorov vzhladom k difrakdé-
nej mriezke. To je zaistené prekrizenim predmetovej a referencnej vetvy, tym dosiahneme
prevratenie poradia farieb. Pretoze hologram vzniké interferenciou prvého a minus prvého
difrak¢éného radu je priestorova frekvencia hologramu fop rovna dvojnasobku priestorovej
frekvencie difrakénej mriezky fo. Pre vetky vinové dizky A je frekvencia interferogramu
konstantna, teda interferometer je achromaticky.

4Coherence-controlled holographic microscope
Sfa = %, kde a je mriezkova konstanta

19



3.2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP PRVEJ GENERACIE

Rovina pupily kondenzoru

PK
Predmetov§
vetva
Zdroj G
svetla
ReferenIn§
vetva

Obr. 3.2: Prie¢ne posunutie obrazov v predmetovych rovinach kondenzorov. G - difrakéna
mriezka, PK - pupila kondenzoru, S - stred pupily kondenzoru, Sy - zobrazenie zdroja pre
centralnu vlnova dizku ), S; - zobrazenie zdroja pre vinovt dizku A < Aq.

Svetlo zo zdroja S, ktorym moze byt halogénovéa lampa alebo vysokotlakova vybojka,
prechddza clonou P a interferenénym filtrom BF, to umoziiuje menit stupen jak pries-
torovej, tak Casovej koherentnosti. Nasledne 14¢ dopada na linearnu transmisna fazovi
difraként mriezku G, ktora slazi ako deli¢. Vyberom prvého a minus prvého difrak¢ného
radu dosiahneme rozdelenie pévodného svetelného zviazku na dva, ktoré tvoria predmetovi
a referenénul vetvu interferometra. Vetvy s opticky zhodné a symetrické podla osy inter-
ferometra. Kazda obsahuje zhodné mikroskopové objektivy O a C s konec¢nou tubusovou
dlzkou. Rovnomerné osvetlenia referenéného objektu a pozorovaného predmetu je rea-
lizované na principe Kohlerovho ovetlenia. To znamena, Ze kolektor K zobrazuje zdroj
svetla do predmetovej ohniskovej roviny kondenzorovej Sosovky C. Difrakéna mriezka
je zobrazena kondenzorom C do roviny vzorky a nésledne je zobrazend mikroobjektivom
O do vystupnej roviny OP. Preto je difrakéna mriezka a vystupna rovina interferometra
OP v oboch vetvach zdruzena. Vo vyslednom holograme nie je porovnatelna Struktara
difrakénej mriezky kvoli tomu, Ze kondenzory nemaji dostato¢noi apertiru na to, aby
struktiru mriezky vobec rozlisily. Vo vystupnej rovine spolu interferuju lice z predmeto-
vej a referencnej vetvy a vytvaraju interferencént struktaru - hologram, ktory je pomocou
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3. KOHERENCIOU RIADENA HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

vystupného objektivu OL zvii¢sovany® a zobrazovany na detektor D (zvicsa je pouzivana
CCD kamera).

Zo zaznamenaného hologramu je néasledne rekonstruované obrazova faza a amplitida
pomocou metédy navrhnutej Kreisem [15]. Zosnimany interferogram je prevedeny na spek-
trum priestorovych frekvencii pomocou rychlej diskrétnej Furierovej transformacie. Na-
sledne je aplikovana rychla inverzna Fourierova transformécia na vyrez spektra’ okolo
nosnej frekvencie fop. Tym dostaneme kompexni amplitidu svetelnej viny zobrazova-
ného predmetu. Rozdiel fazi predmetovej a referencnej viny je uréeny argumentami koml-
pexnych ¢isiel a kvadrat modulu komplexnej amplitady urcuje intenzitu.

3.3. Druha generacia CCHM

Referen¢éna vetva

Cz RO Oz TLz BS: G

ML
v v

M.

S e
e vorvv |

Ci Sp O+ TL« BSa
Objektova vetva

Obr. 3.3: Schéma druhej generdcie CCHM. S - zdroj svetla, P - clona, BF - pasmovy
filter, K - kolektor, BS - delice, M;-Mg - zrkadla, C;, Cy - kondenzory, Oy, Os - objektivy,
Sp - pozorovany objekt, RO - referen¢ny objekt, TL;, TL, - tubusové sosovky, OL;, OLs -
vystupné sosovky, OP - vystupna rovina, D - detektor, a - uhol odrazu difraktovaného
luca vzhladok k ose interferometra, 3 - uhol, pod ktorym difraktovany la¢ vstupuje do
vystupnej roviny OP.

Vyvoj druhej generacie koherenciou riadeného holografického mikroskopu zacal v roku
2009. Rovnako ako v predchadzajucich generaciach ide o digitalny holograficky mikroskop,
ktorého zakladom je achromaticky off-axis interferometer.

Druhé generacia CCHM bola popisand v ¢lanku [16].

6Priestorova hustota interferenénych prazkov vo vystupnej rovine je vyssia ako rozliSovacia schopnost
detektoru, preto je nutné zvicsenie
7 . 7 L 7 . td . v I
Spektrum priestorovych frekvencii je tvorené tromi oblastami, autokorelaénym obrazcom a dvoma
vedlajsimi obrazcami (obr. 3.4)
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3.3. DRUHA GENERACIA CCHM

Zéakladnéa optickd schéma CCHM druhej generacie vyuzavajica zobrazovanie v precha-
dzajicom svetle je zobrazena na obr. 3.3. Osvetlovacia ¢ast zariadenia je tvorené zdrojom
svetla S, clonou P, pasmovym filtrom BF, ktoré umoznuji menif stupen priestorove;
a Casovej koherentnosti svetla, kolektorom K a kondenzormi C;, Cy. Aby pozorovana
vzorka v obrazovej vetve a referencny objekt v referencnej vetve boli osvetlené rovno-
merne je osvetlovacia ¢ast navrhnuté na principe Kshlerovho osvetlenia. Rozdelenie sve-
telného zvizku na objektovy a referencny 14¢ je realizované pomocou standardného delica
zvazkov.

Jednou zo zasadnych zmien oproti predchadzajtcej generaciit CCHM je pouzitie objek-
tivov O korigovanych na nekoneént vzdialenost a tubusovych Sosoviek TL pre pozorovanie
vzorky a referencného objektu. Priestor medzi objektivom a tubusovou sosovkou je ,neko-
neény“, ¢o umoziiuje pripojenie dal§ich pozorovacich a manipulac¢nych technik, ako napri-
klad Ramanova spektroskopia, epifluorescencia, konfokalna mikroskopia, opticka pinzeta.
Jednoduchou modifikaciou usporiadania prvkov v optickej schéme zobrazenej na obr. 3.3
je mozné pozorovanie v odrazenom svetle. To je mozné, ak osvetlovaci systém zavedieme
do priestoru nekonec¢nych lic¢ov medzi objektivom a tubusovou sosovkou.

Dalsou velkou zmenou v druhej generacii CCHM je pouzitie odraznej difrakénej mriezky
v interferometrickej Casti zariadenia. Interferometer sa sklada zo zvizkovych delicov BS;
a BS,, odraznej difrak¢nej mriezky G, zrkadiel My — Mg a vystupnych SoSoviek OL; a OL,.
Rovnako ako v prvej generacii CCHM st difrakéna mriezka a vystupna rovina interfero-
metra OP zdruzené. To znamen4, Ze difrakéna mriezka je umiestnend v obrazovej rovine
referencnej vetvy.

La¢ prechadzajuci referenénou vetvou dopada na odraznu difrakénit mriezku a odraza
sa pod uhlom « vzhladom k ose interferometra. Podobne ako v kapitole 3.2 je velkost
uhla « pre prvy difrakény rdd dand vztahom:

sina = A fg, (3.2)

kde A je vlnova dlzka a fq je priestorovéa frekvencia difrakénej mriezky. Vsetky ostatné
difrakéné rady st odtienené v snahe ziskat ¢o mozno najkontrasnejsi obraz interferenénych
prizkov vo vystupnej rovine. Aby sa ¢o najviac svetla podielalo na vytvarani hologramu
je pouzité blejzovana difrakéné mriezka. Vzhladom k tomu, Ze difrakénd mriezka je po-
mocou vystupnej Sosovky OLy zobrazena do vystupnej roviny, difraktovany Iu¢ vstupuje
do vystupnej roviny OP pod uhlom . Pre velkost uhla ( plati:

sin «v

sin 3 = ) (3.3)

mor

kde mey je zvécsenie vystupnej SoSovky OL,. Pomocou zrkadiel M5 a Mg je mozné na-
stavit, aby sa obrazy z predmetovej a referencnej vetvy presne prekryvali vo vystupne;
rovine a tym dosiahnut vysoky konstrast interferen¢nych pruzkov.

Vo vystupnej rovine spolu interferuju luce z objektovej (nulty difrakény rad) a refe-
rencnej (prvy difrakény rad) vetvy. Kvoli disperzii svetla na mriezke je difraktované svetlo
aj farebne rozlozené a vstupuje do vystupnej roviny pod uhlom /3, charakteristickym pre
kazda vlnovt dizku. Preto vSetky vlnové dlzky vytvaraja hologram s rovnakou pries-
torovou frekvenciou fop, tiez nazyvanou nosné frekvencia. To zaistuje achromati¢nost
interferometra.
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3. KOHERENCIOU RIADENA HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

Nosna frekvencia hologramu suvisi s priestorovou frekvenciou difrakénej mriezky fgo
a zvicSenia vystupnej SoSovky mor vztahom:

fe

mor

for = (3.4)

Rekonstrukcia obrazovej viny, rovnako ako v predchadzajicej generacii CCHM, pre-
bieha pomocou Furierovej transformacie, viz obr. 3.4. Na zaznamenany hologram je apli-
kované rychla diskrétna Furierova transformacia, ¢im je ziskané spektrum priestorovych
frekvencii. Aby bolo mozné aplikovat rychlu inverznti Furierovu transformdciu je nutné,
aby sa spektrum okolo nosnej frekvencie fop a autokorelacné spektrum neprekryvali,
viz obr. 3.4b). To je splnené za podmienky:

Jop > 2fOM, (3.5)

mor

kde moy je zvicsenie vystupnej Sosovky OLy a fops je maximélna priestorova frekven-
cia komplexnej amplitady objektovej vilny v obrazovej rovine mikroskopu, ktora je dana
vztahom:

2NA
= — 3-6
fOM m\ ) ( )

kde NA je numerickd apertura objektivov O, m je zvic¢Senie objektivov O a A je vlnova
dlzka svetla. Ak dosadime do 3.5 za fo vyraz z 3.4 a za foy dosadime vyraz z 3.6
dostaneme:

AN A
fe =2 —, (3.7)
mA
¢o predstavuje spodnu limitu pre priestorovi frekvenciu difrakénej mriezky. Je ziadice,
aby bola pouzita difrakéna mriezka s najnizsou moznou priestorovou frekvenciou. Pri vys-
sich frekvencich je nutné pouzif vystupni SoSovku s vac¢sim zvicSenim, aby bol hologram
rozlisitelny CCD kamerou. Takdto Gprava vedie k zmenseniu zorného pola.

Druhé generacia koherenciou riadeného holografického mikroskopu prinasa viacero vy-
znamnych vyhod oproti predchaddzajicim generaciam. Umiestnenie difrakénej mriezky
v obrazovej rovine objektivu v referen¢nej vetve umoznilo pouzitie objektivov s neko-
ne¢nou tubusovou dlzkou (obraz vznikd v nekone¢ne), ¢im bol vytvoreny priestor pre
implementaciu dalsich optickych a manipulaénych modulov. CCHM druhej generécie,
ktorého optickd schéma je zobrazend na obr. 3.3 je navrhnuty tak, aby mohli byt pou-
zité konvencné mikroskopové kondenzory. Tym je dosiahnuté znacné zviacsenie pracovného
priestoru medzi kondenzorovou Sosovkou a objektivom, ¢o umoznuje pracu s objemnejsimi
pozorovacimi komoérkami. Zaroven je to aj ekonomickd vyhoda, uz nie je nutné pouzitie
styroch zhodnych objektivov. Zvac¢senie priestoru medzi referenénym a objektovym rame-
nom zabezpecuje pohodlni manipulaciu so vzorkami. Justacia druhej generacie CCHM

sa zjednodusila do takej miery, Ze sa uvazuje o jej automatizacii.
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3.3. DRUHA GENERACIA CCHM

FFT I[FFT Komplexna
) amplituoda

Obr. 3.4: Grafické zndzornenie rekonstrukcie obrazovej viny. a) Zaznamenany hologram
s detailom interferencnej struktiry. b) Spektrum priestorovych frekvencii, uprostred je au-
tokorelacné spektrum, na krajoch s spektra okolo nosnej frekvencie fop. c) Fazovy obraz.
d) Intenzitny obraz. e) Fazovy obraz s naviazanou fazou. f) 3D rekonstrukcia obrazu. Pre-

vzaté a prelozené z [10].

24



4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM DRUHEJ GENERACIE

4. Navrh laserovej pinzety pre
CCHM druhej generacie

Laserova pinzeta je navrhnuté tak, aby mohla tvorit samostatny modul pripojitelny
ku koherenciou riadenému holografickému mikroskopu druhej generacie (CCHM2!).

LS

Sp RO

l O.‘_m‘/‘— -69- 02

OF _ DM3 1

Laserova pinzeta J_ DM: DMz
IRF+ —+— IRF2

TL: <= <= TL:

L—-—:::::_":!_{{{_—T M
— 7 Objektova Referen¢na
D» TL3IRF; vetva vetva
CCHM3 CCHM3

Obr. 4.1: Schématické znazornenie pripojenia modulu laserovej pinzety k CCHM?2. Sp -
pozorovany objekt, RO - referencny objekt, O;, Oy - objektivy, DM;-DMj - dichroické
zrkadla, IRF;—IRF3 - infracervené filtre, TL;—TL;3 - tubusové Sosovky, M7 - zrkadlo, D -
detektor, LS - laser, OF - optické vlakno.

Na zavedenie laserovej pinzety do objektovej vetvy CCHM2 by malo byt pouzité dich-
roidné zrkadlo DM, ktorého odrazivost na vinovej dlzke laseru by mala byt blizka 100%,
aby nedochédzalo k strate vykonu laseru. Pre viditelné svetlo by odrazivost mala byt pri-
blizne 50%, aby prepustené svetlo mohlo vytvorit obraz vzorky v kamere D; a odrazené
svetlo mohlo vytvorit obraz vzorky v kamere D,.

V referencnej vetve je umiestnené taktiez dichroidné zrkadlo DM,, aby zmena fazy
vzniknuta na DM, neovplyviiovala vysledny hologram. Vinové dizka laseru je odtienena
infracervenym filtrom IRF;, aby nedochadzalo k znizeniu kontrastu interferenénych praz-
kov vo vystupnej rovine. Kvoli zachovaniu fazového rozdielu, ktory vznikol na vzorke
je do referenc¢nej vetvy umiestneny rovnaky filter IRF,. IRF; ma taktiez za tlohu od-
stranit laserové svetlo, ktoré by sa mohlo dostat do referenc¢nej vetvy cez osvetlovaciu
stustavu.

Vzhladom k tomu, Ze v CCHM2 je odfiltrovana vlnova dlzka laseru, aby bol dosiahnuty
¢o mozno najvyssi kontrast interferencénych prazkov, je do modulu laserovej pinzety naviac
pridany detektor polohy zvizku. Tubusova sosovka TL3 zobrazuje rovinu vzorky na CCD
kameru. Aby svetlo z laseru nepresvietilo obraz tvoreny svetlom zo zdroja S je nutné
pred kameru umiestnit infrac¢erveny filter IRF3, ktorého priepustnost je zavisla na vykone

! Coherence-controlled holographic microscope second generation
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4.1. LASEROVA PINZETA POLOHOVANA GALVANOOPTICKYMI ZRKADLAMI

pouzitého laseru. Pri vhodne zvolenjch parametroch? dichroidného zrkadla DM; je mozné
vynechat filter IRF3.

Implementacia detektoru polohy zvizku umozni nielen pozorovanie realnej polohy
optickej pinzety, ale naviac poskytne aj obraz vicsej Casti vzorky. Tym vznikd priestor
pre uzivatela, aby pomocou laserovej pinzety posunul objekt svojho zédujmu do zorného
pola CCHM2.

Ako zdroj laserového svetla je v navrhoch pouZity pevnolatkovy laser Nd:YAG? s vl-
novou dizkou 1064 nm. Vlnovéa dizka nachadzajica sa v blizkej infradevenje oblasti bola
zvolend kvoli jej nizkej absorbcii pri prechode zivymi organizmami?, &m je zabranené ich
poskodeniu.

Vsetky vztahy uvedené v nasledujucich kapitolach boli odvodené pre paraxidlne So-
sovky. Odvodenia vychadzaji z geometrickej optiky a trigonometrie.

4.1. Laserova pinzeta polohovana galvanooptickymi zr-
kadlami

Na obr. 4.6 na strane 39 je znazornena opticka schéma koherenciou riadeného holografic-
kého mikroskopu druhej generacie (CCHM2) spolu s laserovou pinzetou.

Modul laserovej pinzety tvori konektor na uchytenie optického vldkna F, kolimacna
sosovka L, galvanooptické zrkadla GOM;, GOM;, expanzny systém Keplerovho typu
tvoreny Sosovkami Lo, Lg, dichroické zrkadlo DM3, zrkadlo M; a detektor polohy zvizku
tvoreny IRF3, LT3, D,.

r-—-""""""""""”""”"”¥"¥ ”"=f""¥"”"7¥"¥7/7— =
| e
b ¢ d e g h
| | | 1
LS | o s L 7
I GOM: : [> _— 1% / % Di_bH(
:h::\""'\\ s s obi
- % P RS
OF i T g “Lﬁ/' L2 " Ls DMs I DM: O Sp
1 GOMs | |
L X6, }
|
|

Obr. 4.2: Schématické znazornenie vzdialenosti optickej pinzety pripojenej k CCHM2.
LS - laser, OF - optické vlakno, L;—L3 - SoSovky, GOM;, GOM, - galvanooptické zrkadla,
DM;, DMj - dichroické zrkadlé, O; - objektiv, Sp - pozorovany objekt.

2Qdrazivost na vlnovych dizkach viditelného svetla sa blizi k 100% a pre vlnové dlzky laseru zavisi
na jeho vykone.

3Neodymium-doped yttrium aluminium garnet

4Vhodné vlnové dizky pre biologické preparaty st od 750 nm, kde zac¢ina absorbcia proteinov,
do 1200 nm, kde sa zvySuje absorbcia vody
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4.1.1. Vypocet parametrov laserovej pinzety

Pre vychylenie optickej pasce je nutné polohovanie GO zrkadiel. Pri zmene uhlu natocenia
GO zrkadiel dochadza k zmene polohy laserového luc¢a voci zadnej apertire objektivu,
¢o mé za nasledok orezanie zvizku a znizovanie tuhosti optickej pasce pri posuve smerom
k okraju zorného pola. RieSenie problému bolo naznacené v Casti 2.4.2.

V snahe docielif ¢o moZno najkompaktnejsi modul bola vynechana ststava Sosoviek,
ktora mala za tlohu zdruzovanie rovin prechadzajicich GO zrkadlami. Po takejto tprave
moze byt vytvorend iba jedna rovina, ktoréd je konjugovana so zadnou apertirou mikro-
skopového objektivu. Tato rovina je umiestnena v strede medzi GO zrkadlami. Vzhladom
k tomu, ze galvanooptické zrkadld je mozné umiestnit velmi blizko pri sebe je oreza-
nie laserového zvizku pred vstupom do objektivu malé. Potom posun stredu vychyleného
zvizku oproti nevychylenému zvizku v zadnej aperttire mikroskopového objektivu je dany
vztahmi:

Posun pozdlz osi x: £ = g?tg(%l), (4.1)
2
‘0 . a f3

Posun pozdlz osi y: & = §f—tg(292), (4.2)
2

Celkovy posun: §= /& +E2, (4.3)

kde osi x, y tvoria ortogonalny systém stradnic, f> a f3 s ohniskové vzdialenosti SoSo-
viek porade Ly a L3, a je vzdialenost medzi GO zrkadlami, 6, je uhol naklonenia GOM;
a 0y je uhol naklonenia GOMs,.

Zadna apertura MO bude vzdy zaplnend, ak bude aj pre maximalny uhol naklonu
GO zrkadla platit:
¢ < Dy 2D0b],
kde Dy je priemer laserového zvizku pred vstupom do MO a Dy, je priemer zadnej
apertury MO.

Ako je vidief z rovnice 4.3 velkost posunu stredu zviizku v zadnej apertire MO je mozné
zmensit pouzitim expandéra s malym prie¢nym zvicSenim M., (Mex = %) Pouzitie
expandéra s mensim priecnym zvécSenim je mozné, ak laserovy zvizok bude aspon Cias-
to¢ne rozsireny na pozadovanu velkost eSte pred vstupom do expandéra. Na to je mozné
pouzit SoSovku L;. Priemery jadier jednomdédovych optickych vlakien sii do 100 um, preto
je mozné optické vlakno povazovat za bodovy zdroj svetla. Potom pre priemer laserového
zvazku d; za Sosovkou L plati:

(4.4)

d; = 2 fitglarcsin(NA)], (4.5)

kde f; je ohniskova vzdialenost SoSovky L; a NA je numerickd aperttira pouzitého optic-
kého vlakna.

Aby boli roviny konjugované musi SoSovka Lo zobrazovat zadni apertiru objektivu
do roviny medzi GO zrkadlami. To je dosiahnuté, ak plati:

(ngb)—é f2+f3—é(d—|—e+g+h) : (4.6)

2 s fs

kde f5 a f3 st ohniskové vzdialenosti Sosoviek porade Ly a L3, vyznam ostatnych symbolov
je zrejmy z obr. 4.2.
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4.1. LASEROVA PINZETA POLOHOVANA GALVANOOPTICKYMI ZRKADLAMI

Expanzny systém Keplerovho typu je tvoreny spojnymi Sosovkami Ly a Ls. Ak pozadu-
jeme, aby SoSovky tvorili afokdlny systém, tak vzdialenost ¢ medzi nimi je dand vzfahom:

c= f3+ fo, (4.7)

vyznam pouzitych symbolov bol vysvetleny vyssie. Priemer zvizku vystupujiceho z expan-
déra by mal byt miniméalne rovny priemeru zadnej apertury objektivu, idedlne by jeho
priemer mal byt rovny D,,; + 2, aby bola splnend podmienka 4.4. Priemer zvizku vy-
stupujiceho z expanzného systému je dany vztahom:

fs
f

kde d; je priemer zvéizku vstupujiceho do expandéra a Dy je priemer vystupného zvézku.

Dolezité je, aby sa optickd pinzeta mohla pohybovat v celom rozsahu zorného pola
a to nie len CCHM2, ale aj v celom zornom poli, ktoré poskytne kamera Ds. Pre posunutie
optickej pasce v rovine vzorku plati:

D; = d; (4.8)

Posun pozdlz osi x: A, = Q?fobjel, (4.9)
3
L [

Posun pozdlz osi y: A, = f—fobjég, (4.10)
3

Celkovy posun: A=,/A2 + A2 (4.11)

vyznam pouzitych symbolov bol vysvetleny vyssie.
Maximalna vychylka optickej pasce je dana vztahom:

2
N

4.12
2 Moy’ ( )

kde N,,, je pocet pixelov v smere osi x, IV, je pocet pixelov v smere osi y, [pr,| je velkost
pixelu v smere osi x, |pz,| je velkost pixelu v smere osi y a My, je zvicSenie pouzitého
mikroskopového objektivu. Os x a y st orientované pozdlz hran ¢ipu tak, aby tvorili
ortogonalny systém sturadnic.

4.1.2. Navrh komponentov pre laserovu pinzetu

Funkénost laserovej pasce bola overena® s mikroskopovym objektivom OLYMPUS UPLSAPO
60XW (60x/1,2, vodna imerzia), ktory je mozné pouzit aj pre CCHM2S.

V navrhu je ako detektor polohy zvizku D, pouzitda CCD kamera MR274MU-SH
(2.01M, 8.5x6.8 mm, B/W, CCD, IEEE1394A) od firmy SOFTHARD Technology. Ako
tubusova Sosovka je pouzita Nikon 200 mm Tube Lens. Optické vlakno je pouzité NT59-
302 (VIS/NIR vldkno, NA = 0,12, 100 ym priemer, 5m dlzka) od spolo¢nosti EDMUND
OPTICS.

Névrh laserovej pinzety bol nasimulovany a optimalizovany pomocou softvéru ZEMAX®.
V navrhu bol mikroskopovy objektiv nahradeny paraxialnou SoSovkou, pretoze vyrobca

5Overil Ing. Mojmir Sery, Ph.D., na FSI VUT v Brne.
60veril Ing. Tomas Slaby, na FSI VUT v Brne.
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neuvadza dostatoCne presné parametre a usporiadanie optickych ¢lenov. Pre ohniskovi
vzdialenost podla [17] plati:

ohniskové vzdialenost tubusovej Sosovky pouzitého mikroskopového objektivu

fobj =

zvacSenie pouzitého mikroskopového objektivu : )
4.13
Pri simulaciach boli dosiahnuté najlepsie vysledky pri pouziti asférickej Sosovky od firmy
THORLABS na koliméciu a sosoviek TECHSPEC® Near IR doublets od firmy EDMUND
OPTICS v expandéry. Ako kolima¢na soSovka L; je pouzita A240-B s ohniskovou vzdia-
lenostou 8 mm a priemerom 9,94 mm. V expandéry je ako SoSovka Ly pouzita NT45-795
s ohniskovou vzdialenostou 35 mm a priemerom 12mm a ako SoSovka L3 je pouzitd NT47-
319 s ohniskovou vzdialenosfou 200 mm a priemerom 50 mm. SoSovky st pokryté anti-
reflexnou vrstvou, ktord ma na vlnovej dizke 1064 nm odrazivost mensiu ako 1%. Model
laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami v programe ZEMAX® je na obr. 4.3.

Apertura MO

L, MO
i DM3 P (J
L GOM, 2 1]

t - f
OF  GOM, DM,
—————
1 )
Di T 7 3&

TL,

Obr. 4.3: Modul laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami v programe Zemax®.
Cervend - nevychylena optickd pasca, Zelend - vychylend optickd pasca (uhol naklonu
GOM; = 2°), Modrd - vychylené opticka pasca (uhol ndklonu GOM; = —2°).

Pre takto zvoleny systém boli podla vztahov z casti 4.1.1 a konstrukénych poziada-
viek urc¢ené hodnoty parametrov optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami. Parametre
optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami st uvedené v tabulke 4.1. Pri navrhu v prog-
rame Zemax® bolo cielom optimalizovatf parametre optickej pinzety tak, aby velkost stopy
v mieste ohniska MO bola mensia ako je difrakény limit ststavy. V difrakéne limitovanej
stustave st do znacnej miery vykorigované optické vady a gradient svetla sa blizi k maxi-
malne moznej hodnote.

Na obr. 4.4 je SPOT DIAGRAM™ a THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM? v mieste
ohniska mikroskopového objektivu s krokom 250nm. Kruznica v strede SPOT DIAGRAM
predstavuje Airyho disk? ststavy.

"Diagram znazoriiuje velkost stopy zvizku v danom mieste.
8Diagram znéazoriuje velkost stopy zvizku v definovanych osovych vzdialenostiach od uréeného miesta.
9Difrakény limit optickej ststavy
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Na obr. 4.5 je graf zavislosti posunutia optickej pasce na uhle natocenia GOM; . Te-
oretickd hodnota bola vypod¢itana zo vzfahu 4.11. Hodnota ziskana zo ZEMAX® by mala
zodpovedaf realite. Hodnoty sa mierne lisia, ¢o moze byt spdsobené nahradenim paraxil-
nych Sosoviek redlnymi.

Povrch Komentar R [mm] | T [mm] Sklo D [mm]
OBJ | OF, L | 00 5,6649
1 Ly 632,73 3,6900 | S-LAL13 5,00
2% Ly -5,48 5,00
STO | Ly, GOM; | 00 35,5390
4 GOM; %) Zrkadlo 1,50
5 a 00 5,0000
6 GOM, %) Zrkadlo
7 b 00 27,7285
8 Lo 193,84 2,5000 N-SF6 6,00
9 Lo 19,17 4,5000 | N-LAK22 | 6,00
10 Lo -20,23 6,00
11 c 00 238,2963
12 Ls 114,74 9,0000 | N-LAK22 | 25,00
13 Ls -114,74 | 15,0000 N-SF6 25,00
14 Ls -1258.,40 25,00
15 d 00 20,0000
16 DM; 00 Zrkadlo
17 e %) 20,0000
18 g 00 30,0000
19 DM; 00 Zrkadlo
20 h 00 40,0000
21 Apertara MO %) 3,3000 6,00
Paraxial | MO, f,;=3,3 mm 3,3000 6,00
ok
k [-] Ay [mm™?] Ag [mm~=°] | Ag [mm~7|
0,0000 | -50,9290.107° | -0,1286.10° | -0,0870.10~°

Tabulka 4.1: Parametre optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami. R-polomer kri-
vosti, T-osové §irka, D-priemer, |X, Y| - vzdialenost medzi X a Y, k - je ,conic
constant®, Ay (Ag, As) - asfericky koeficient Stvrtého (Siesteho, 6smeho) radu. Vzdia-
lenosti tykajice sa SoSoviek st merané od vrcholov. Rovnica asférickej plochy je:
z= y? + AY2 + A Y4+ AgYS + AgYS.

AN

10Vzhladom k symetrii je graf zavislosti posunutia optickej pasce na uhle nato¢enia GOMj; rovnaky
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SPOT DIAGRAM THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM

P RMS RADIUS:

e \ 0,062 zm

GEO RADIUS: i
2,00m © ] oomum .
\/ / AIRY DIAM - 05 -025 0 025
1,482 ym

b)

/’—\\\‘ RMS RADIUS:

/ 0,079 um

2,00pm ( GEO RADIUS: & ® O ® O ]4,00 m
0,267 prm

\ AIRY DIAM - -05 -025 0 025 05 pm

S 1,496 pm

N 0,128 um
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) GEO RADIUS:

b o 0 © 8w m
-0.5 -0,25 0 025 0,5 pm

\ 0,413 pum
// AIRY DIAM -

S /
— 1,509 pm

Obr. 4.4: SPOT DIAGRAM a THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM v mieste ohniska.
a) Nevychyleny zvizok. b) Vychyleny zviizok, uhol ndklonu GOM;=1,4° a GOMy=1,4°.
¢) Vychyleny zvizok, uhol ndklonu GOM;=2,0° a GOM,=2,0°.

31



4.1. LASEROVA PINZETA POLOHOVANA GALVANOOPTICKYMI ZRKADLAMI

m  Teoretickd hodnota
B Hodnota zo ZEMAX

160 B Rozdiel hodnét x10 Vychylka optickej
| pasce na kraji
140 ’
- " zormého pola
120 ] . kamery D,
| [ ]
g |
g 1004 .
E " Vychylka optickej
% - - pasce na kraji
‘g " : zorného pola
: "~ " kamery D
5 ] [
© 404 .
Q? 20 |
i =
0 :lllllllllllllll
1 ]
-20 T T T T T I ! I T T T T . I . : . I
1 0 1 2 3 4 5 : T ]

Uhol néklonu GOMl [°]

Obr. 4.5: Graf zavislosti posunutia optickej pasce na uhle nato¢enia GOM;. Kraju zorného
pola kamery D; zodpoveda uhol natocenia GOM; 6 = 3,67°. Kraju zorného pola kamery
D, zodpoveda uhol natocenia GOM; 6 = 7,03°.
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Obr. 4.6: Optickd schéma CCHM druhej generacie s laserovou pinzetou polohovanej GO
zrkadlami. S - zdroj svetla, P - clona, BF - interferen¢ny filter, K - kolektor, BS;—BS; -
delice, M;—My - zrkadla, C;, C, - kondenzory, O, Os - objektivy, Sp - pozorovany objekt,
RO - referen¢ny objekt, IRF;-IRF;3 - infracervené filtre, TL;—TLj3 - tubusové Sosovky,
OL;, OLy - vystupné sosovky, OP - vystupna rovina, Dy, D; - detektory, LS - laser, G -
blejzovana reflexnéd difrakénd mriezka, GOM;, GOM, - galvanooptické zrkadla, L;—Ls -
sosovky, DM;-DMj - dichroické zrkadla, opticky zdruzené roviny st naznacené modrou
¢iarkovanou ciarou.
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4.2. LASEROVA PINZETA POLOHOVANA POHYBOM OPTICKEHO VLAKNA

4.2. Laserova pinzeta polohovana pohybom optického
vlakna

Laserova pinzeta polohovana pohybom optického vldkna je zalozena na principe Ko&h-
lerovho osvetlenia. V Kéhlerovom osvetlovaci kolektor vytvara obraz zdroja v prednej
ohniskovej rovine kondenzoru. Takze kazdy bod zobrazeného zdroja osvetluje vzorku ro-
vinnou vlnou. Oproti klasickému Kohlerovmu osvetlovacu je v navrhu pouzity bodovy
zdroj svetla OF, ktorého pohybom kolmo k ose sa voli uhol pod ktorym je osvetlovana
vzorka - zadna aperttira mikroskopového objektivu. V zjednodusenej optickej schéme lase-
rovej pinzety navrhnutej pre CCHM2 znazornenej na obr. 4.7 plni tlohu kolektoru Sosovka
L; a SoSovka Ly slazi ako kondenzor.

Opticka schéma modulu laserovej pinzety polohovanej pohybom optického vlakna pri-
pojeného k CCHM2 je na obr. 4.11 na strane 46. Modul laserovej pinzety tvori manipulator
Man, kolektorova sosovka Li, kondenzorova SoSovka Lo, dichroické zrkadlo DM3s, zrkadlo
M- a detektor polohy zvizku tvoreny IRF3, TLs, Ds.

4.2.1. Vypocet parametrov laserovej pinzety

I |
S A.r [%af:_-f

O Sp

Obr. 4.7: Schématické znazornenie vzdialenosti optickej pinzety pripojenej k CCHM2. LS -
laser, OF - optické vlakno, Ly—Ls - SoSovky, DM;, DMj3 - dichroické zrkadla, O, - objektiv,
Sp - pozorovany objekt.

Laserova pinzeta je navrhnuté tak, aby posun optickej pasce v rovine vzorky bol zavisly
na posune optického vlakna OF. Posun laserovej pasce v rovine vzorky je dany vztahmi:

2 fon;t in (NA

Posun pozdl7 osi x: A, = Jots g[arl(;sm( ) O, (4.14)
. 2 fop;t in (NA

Posun pozdlz osi y: A, = Jots g[arl(;sm( ) dys (4.15)

Celkovy posun: A=,/A2 + A7 (4.16)

kde osi x, y tvoria ortogonalny systém stradnic, f,,; je ohniskova vzdialenost mikrosko-
pového objektivu, NA je numericka apertara optického vlakna, D je pozadovany priemer
laserového zviizku, 0, je vychylka optického vldkna pozdlz osi x, d, je vychylka optic-
kého vldkna pozdlz osi y. Priemer laserového zvizku D pred vstupom do MO by mal
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM DRUHEJ GENERACIE

byt rovny priemeru zadnej apertiry MO D,;. Z praktickych dévodov sa zadna apertira
mikroskopového objektivu prepliuje.

Jednou z poziadaviek pri navrhovani laserovej pinzety polohovanej posunom optického
vldkna bolo, aby maximalna vychylka optického vldkna, ktora je limitovand manipulato-
rom Man, v ktorom je OF uchytené, bola rovna pozadovanej maximalnej vychylke opticke;j
pasce, ktora je danéd vztahom 4.12. Ako je vidiet zo vztahu 4.16 splnenie tejto podmienky
je mozné jedine zmenenim NA, pretoze f,; a D st vlastnosti MO, ktory je stcastou
CCHM2. Zmenu NA je mozné realizovat vlozenim SoSovky Ly medzi optické vlakno a ko-
lektorovii $osovku. Sosovka L vytvara virtualny obraz zdroja s pozadovanou numerickou
aperttirou, ak je umiestnend vo vzdialenosti a od OF. SoSovka musi byt taktiez uchy-
tenad v manipuléatore, aby sa virtudlny obraz OF pohyboval rovnako ako skutocné OF.
Vzdialenost a je dané vztahom:

D fO Ama:c

a=fo- 2tglarcsin (NA)] fobj Omaz

(4.17)

kde fo je ohniskova vzdialenost SoSovky Lo, Ay, je maximalna vychylka optickej pasce
a Opmer je maximalna vychylka optického vldkna - rozsah pohybu manipuldtoru Man.
Ostatné symboly boli vysvetlené vyssie.

Aby Sosovky L; a Ly tvorili Kohlerov osvetlova¢ s pozadovanymi parametrami musi
byt ohniskova vzdialenost kondenzorovej Sosovky rovna:

Dk

= 4.18
f2 2tglarcsin (NAyi)]’ (19

fi
L — : 4.19
ap — f1 ( )

afo
an = _'_b’ 420
o= (4.20)

DA

NA,;; = si to | ——mar 7 4.21
‘ o [arc g<2fobj5max>] ( )

kde k je zviiSenie SoSovky Li, ag je vzdialenost virtudlného OF od SoSovky L; a NA,;-
je numerickd apertira virtudlného OF. A pre vzdialenost medzi Sosovky L; a Ly musi
platit:

c = kao + fg, (422)

vyznam symbolov bol vysvetleny vyssie.

Po pridani SoSovky Lg je nutné v rovniciach pre posun optickej pasce nahradit hod-
notu numerickej apertary optického vlakna NA hodnotou numerickej apertary virtualného
optického vldkna NA, ;.

Aby bola zadné apertira mikroskopového objektivu vzdy zaplnena musi, byt umiest-
nené v mieste kriziska laserovych zviizkov, ¢ize musi platit:

D D(k+1) }

2tg[arcsin (NA,;-4)] { + 2aptg[arcsin (NA,¢)] (4.23)

(d+e+g+h)=

vyznam symbolov bol vysvetleny vyssie alebo je zrejmy z obr. 4.7.
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4.2.2. Navrh komponentov pre laserovu pinzetu

Pri navrhu komponentov pre laserovi pinzetu polohovant pohybom optického vlakna bol
pouzity rovnaky objektiv, CCD kamera a tubusova soSovka ako pri navrhu laserovej pin-
zety polohovanej GO zrkadlami. Optické vldkno je pouzité NT57-078 (VIS/NIR vlakno,
NA = 0,22, 50 um priemer, 5m dizka) od spolo¢nosti EDMUND OPTICS. Mikroskopovy
objektiv bol z rovnakych dévodov ako v ¢asti 4.1.1 nahradeny paraxidlnou sosovkou s oh-
niskovou vzdialenostou danou vztahom 4.13. Navrh bol nasimulovany a optimalizovany
pomocou softvéru ZEMAX®. Model laserovej pinzety polohovanej pohybom optického
vlakna v programe ZEMAX® je na obr. 4.8.

Apertura MO

L L

|

Al
. r
DM,
1l
T T I\T/h 3cm
D

2 TL3

Obr. 4.8: Modul laserovej pinzety polohovanej pohybom optického vlakna v prog-
rame Zemax®. Modrd - nevychylend optickd pasca, Zelend - vychylena optickd pasca
(60=1,4mm), Cervend - vychylena optickd pasca (§=2,0 mm).

Pri simulaciach sa nepodarilo dosiahnut difrakéne limitovant ststavu iba pomocou
SoSoviek uvadzanych v katalégoch firiem!'. Aby bol v ndvrhu dosiahnuty difrakény limit,
bolo nutné sosovky Ly a L; vymodelovat pomocou softvéru ZEMAX®. Parametre $osoviek
st uvedené v tabulke 4.2.

Ako $oSovku Ly je mozné pouzit NT45-802 zo série TECHSPEC® Near IR doublets
od firmy EDMUND OPTICS s ohniskovou vzdialenostou 45 mm a priemerom 25 mm.

Pre takto zvoleny systém boli podla vztahov z kapitoly 4.2.1 a konstrukénych poziada-
viek urcené hodnoty parametrov optickej pinzety polohovanej pohybom optického vldkna.
Parametre optickej pinzety st uvedené v tabulke 4.2.

Na obr. 4.9 je SPOT DIAGRAM a THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM v mieste
ohniska mikroskopového objektivu s krokom 250nm. Kruznica v strede SPOT DIAGRAM
predstavuje Airyho disk sustavy.

HEDMUND OPTICS, THORLABS
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Na obr. 4.5 je graf zavislosti posunutia optickej pasce na posunuti optického vldkna
pozdlz osi x'2. Teoretickd hodnota bola vypoéitana zo vzfahu 4.16. Hodnota ziskana
zo ZEMAX®-u by mala zodpovedat realite. Hodnoty sa mierne ligia, ¢o moze byt spdso-
bené nahradenim paraxidlnych SoSoviek redlnymi.

Povrch Komentar R [mm] | T [mm] Sklo D [mm]
1 a 00 49,80
2% Lo 72,2796 9,00 BK7 25,0
3 Lo -87,7581 25,0
4 b 00 20,00
5* Ly 45,9608 12,00 BK7 25,0
6 Ly -112,0076 25,0
7 c 00 136,31
8 Lo 132,9200 4,00 N-SF6 12,5
9 Lo 25,5300 9,00 | N-LAK22 | 12,5
10 Lo -29,0100 12,5
11 d 00 20,00
12 DM3; 00 Zrkadlo
13 e 00 20,00
14 g 00 29,25
15 DM, 00 Zrkadlo
14 h 00 30,00
15 Apertiara MO 00 3,30 6,0

Paraxial | MO, fo;=3,3 mm 3,30 6,0

2*
k [-] Ay [mm™3] Ag [mm~°]
-27,5527.1072 | -0,0004.10~2 | 20,8322.10~ 1Y

5*
k [-] Ay [mm™3] Ag [mm™7]
—98,2125.10_2 —94,7357.10_8 —33,7364.10_12

Tabulka 4.2: Parametre optickej pinzety polohovanej pohybom optického vlédkna. R - po-
lomer krivosti, T - osova $irka, D - priemer, k - ,conic constant“, A, (Ag) - asfericky koefi-
cient ¢tvrtého (Siesteho) radu. Vzdialenosti tykajtce sa SoSoviek st merané od vrcholov.

Rovnica asférickej plochy je: z = Y2 + AY? + ALY 4 AgY S + AgY8,
R{1+ 1—(1+l~c)Y2/R2}

12yzhladom k symetrii je graf zévislosti posunutia optickej pasce na posunuti optického vldkna pozdlz
osi y rovnaky
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SPOT DIAGRAM THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM

a) T RMS RADIUS:
_0294pm
GEO RADIUS:

0354m © © & & 4um
AIRY DIAM :

1,480 um -0.5 -025 0 025 0,5 um

2,00 um

b) — RMS RADIUS:

2,00 um < £ } OO RADILS: ® o o & @] 4,00 pim
/

0,586 m
\ AIRY DIAM 05 -025 0 025 05 pm

T 1,481 pm

© . RMS RADIUS:

GEO RADIUS: - o 8 0 ®
1,334 pm

AIRY DIAM - 05 -025 0 025 05 pm
1,483 pm

10,00 um

Obr. 4.9: SPOT DIAGRAM a THROUGH FOCUS SPOT DIAGRAM v mieste ohniska.
a) Nevychyleného optického vldkna. b) Posunutého optického vldkna §, = 1,4 mm. c)
Posunutého optického vlakna 4, = 2,0 mm.
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B Teoreticka hodnota
® Hodnota zo ZEMAX

160 S .
A Rozdiel hodndt x10

140 g'

120 4 'l
]

100 -
gt

Posun optickej pasce [ pm ]
3
|
[
-

' y y e e L
0,5 0,0 05 1,0 15 20 25 3,0

Posun OF [mm]

Vychylka optickej
pasce na kraji
zorn¢ho pola
kamery D,

Vychylka optickej
pasce na kraji
zorn¢ho pola
kamery D

Obr. 4.10: Graf zavislosti posunutia optickej pasce na posunuti optického vldkna. Kraju
zorného pola kamery D; zodpoveda vychylka OF § = 1, 66mm. Kraju zorného pola kamery

D, zodpoveda vychylka OF 6 = 3,19 mm.
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C. RO 0. DM: IRF. TL: BS: G
v, N LA |
U ‘ V |
S PBFK BS — 0L, OP D;
L] Ms —
L1 [V M ] Me
' DM <=o0L
0 \ 0 |
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d
] IRF;
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Obr. 4.11: Optickd schéma CCHM druhej generacie s laserovou pinzetou polohovanou
pohybom optického vldkna. S - zdroj svetla, P - clona, BF - intereren¢ny filter, K -
kolektor, BS;—BS3 - delice, M;—-M; - zrkadla, C;, Cy - kondenzory, Oy, Oy - objektivy,
Sp - pozorovany objekt, RO - referen¢ny objekt, IRF;—-IRFj3 - infracervené filtre, TL;—
TLj3 - tubusové sosovky, OL;, OLy - vystupné sosovky, OP - vystupné rovina, Dy, D; -
detektory, LS - laser, G - blejzovana reflexna difrakéna mriezka, LS - laser, OF - optické
vlakno, Man - manipulator, Lo—Ls - Sosovky, DM;—-DMj3 - dichroické zrkadla.

40



4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM DRUHEJ GENERACIE

4.3. Porovnanie navrhov laserovej pinzety pre CCHM
druhej generacie

Oba névrhy optickej pinzety pre CCHM?2 splhajt zadané poziadavky t.j. pinzeta tvori
samostatny modul pripojitelny k CCHM2, laserova pasca sa mdze pohybovat v celom
zornom poli CCHM2. Naviac je do modulov pridany detektor polohy zvizku, ktorého
funkcia bola popisana v Casti 4.

Pri navrhovani laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi zrkadlami bolo mozné
dosiahnut difrakéne limitovant ststavu s pouzitim katalégovych SoSoviek, ¢o je podstatné
z finan¢ného hladiska. Tento variant taktiez umoziiuje tzv. Gasovo zdielané pasce (TST'?).
TST je spdsob, ako vytvorit viacero optickych pasci jednym laserom [9]. Hlavnou nevy-
hodou laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami je posun stredu vychyleného zvizku
oproti nevychylenému zvizku v zadnej apertire mikroskopového objektivu a financéna
narocnost GO zrkadiel.

Laserov1 pinzetu polohovanii pohybom optického vldakna sa nepodarilo zostavit do mo-
delu s pozadovanymi parametrami iba so SoSovkami z katalégov. Aby bola dosiahnuta
difrakéne limitovana ststava museli byt pomocou programu ZEMAX® dve Sosovky vy-
modelované ako asférické, ¢o by pri zostavovani tohoto variantu predstavovalo velku fi-
nanéni nevyhodu. Dalsou nevyhodou oproti laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami
je nizsia rychlost pohybu optickej pasce, aj keby bol pohyb mechanizovany.

Z hodnoét ziskangch zo simulacii v programe ZEMAX® a vyssie uvedenych argumentov
jasne vyplyva, ze laserova pinzeta polohovana GO zrkadlami bude vhodnej$im variantom.
Pre tento variant bude vytvoreny mechanicky navrh ulozenia optickych prvkov.

4.4. Mechanicky navrh laserovej pinzety polohovanej
GO zrkadlami

Mechanicky navrh laboratorného riesenia laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi
zrkadlami (obr. 4.12, 4.13) bol vytvoreny v programe Autodesk® Inventor® PROFESSI-
ONAL 2010 z dielov zo sady Cage Systems od firmy THORLABS. Zaklad mechanického
navrhu je vytvoreny z 30 mm Cage Components. Na obr. 4.14 je zobrazeny modul lasero-
vej pinzety polohovanej GO zrkadlami pripojeny k CCHM2!*. Obrazky boli vyrendrované
v programe SolidWorks.

V mechanickom navrhu sa méze optické vlakno OF, Sosovky Li, Lg, Lz, TL3, dichroické
zrkadla DM, DM,, DMj; a kamera volne pohybovat pozdlz optickych osi.

Optické vlakno je uchytené pomocou Fiber Adapter (SIFCA). Na upevnenie OF ku Cage
System je pouzité Z-Axis Translation Mount (SM1Z), pomocou ktorého je mozné presne
pohybovat OF pozdlz osi. To umozni vytvorenie dobre kolimovaného zvizku.

Sosovka L; je uchytena v ¢1/2" Lens Tube (SMO05L05). Prichytenie ku konstruk-
cii je realizované pomocou SM05 Threaded Cage Plate (SP02) a Cage Adapter 16 mm
to 30 mm (SPO05).

Galvanooptické zrkadld (GVS002) st umiestnené v 2D Galvo 30 mm Cage System
Mount (GCMO002).

3 Time-sharing traps
143D model CCHM?2 poskytol vedici bakalarskej prace Ing. Zbynék Dostal
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Krok ¢.1: Vytvorenie kolimovaného zvizku pohybom OF a Sosovky Ly,

Krok ¢.2: nastavenie GO zrkadiel tak, aby vystupujici zvizok smeroval do
stredu Sosovky L,

Krok ¢.3: vytvorenie kolimovaného zvizku za expandérom pohybom SoSo-
viek L2 a L3,

Krok ¢.4: nastavenie zrkadla DM, tak, aby laserovy zvizok prekryl zadna
aperturu mikroskopového ojektivu Oy,

Krok ¢.5: nastavenie uhlu natocenia zrkadiel DM3 a M; tak, aby svetlo z
mikroskopu a laserovy zvizok smerovali do TLj,

Krok ¢.6: doostrenie obrazu vzniknutého na Dy pomocou sosovky TLs,

Krok ¢.7: upravenie uhlu natocenia GO zrkadiel tak, aby nulovy uhol nak-
lonu zodpovedal stredu zorného pola,

Krok ¢.8: nastavenie polohy optickej pasce do ohniskovej roviny MO po-
hybom SoSovky Lo,

Krok ¢.9: nastavenie uhlu natocenia DM, tak, aby kompenzovalo fazovy a

priecny posun vyzniknuty na DM;.

Tabulka 4.3: Postup justaze.

Sosovka L je uchytena podobne ako $osovka Ly, s vyuzitim rovnakych komponentov.

Aby bolo mozné osadit SoSovku L3 do zostavy vytvorenej z 30 mm Cage Components,
je nutné, vzhladom k jej priemeru, pouzit Cage Plate Adapter 30 mm to 60 mm, a tym
vytvorif ¢ast, kde by bolo mozné s Ls pohybovat. Sofovka Ls je uchytena v 32" Lens
Tubes (SM2M20) a prichytend ku konstrukcii pomocou 60 mm Threaded Cage Plate,
0.5" Thick (LCPO1).

Zrkadlo DMj3 je uchytené ku konstrukeii pomocou dielu Gimbal Mount (KC45D), ktory
umoznuje nastavenie uhlu medzi optickou osou a DM3.

Zrkadla DM; a DM, je mozné nastavit aj vyskovo a je mozné s nimi otacat okolo osi
prechadzajucej stredom ,kocky“, v ktorej si1 uchytené a kolmej k rovine optickej pinzety.
Zrkadla DM; a DM; spolu s infracervenymi filtrami IRF;, IRF5 st uchytené v CM1
Prism/Mirror Cage Cube Mounts (CM1-4ER). Prichytenie ku konstrukcii je realizované
pomocou dielu Rotatable Cage Mount, V-Groove (ARV1).

Zrkadlo My je uchytené ku konstrukcii pomocou dielu Right Angle Kinematic Cage
Mount (KCBL1), ktory umoziiuje nastavenie uhlu odrazu v dvoch nezavislych rovinach.

Sogovka TLs je uchytené v g1 Lens Tube (SM1MO05). Prichytenie ku konstrukeii je re-
alizované dielom Z-Axis Translation Mount (SM1Z), pomocou ktorého je mozné doostrit
obraz na kamere D,.

Na uchytenie kamery Dy ku konstrukcii je pouzity diel SM1-Threaded 30 mm Cage
Plate, 0.35 Thick (CP02).

Na prichytenie zostavy k zakladnej doske a jej vySkové nastavenie st pouzité diely
91" Post Cage Clamp Mount (C1026), ¢1.0" Pedestal Pillar Post, 4" Long (RS4PSE),
30 mm Cage Plate Adapter (CP02B), ¢1/2" x 6 Stainless Steel Optical Post (TR4),
Pedestal Post Holder, L = 6.19" (PHG6E) a Large Clamping Fork, 1.75" Counterbored
Slot, Universal (CF175).

Postup justaze je uvedeny v tabulke 4.3.
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Takto variabilny mechanicky navrh poskytuje dostatoéne velky priestor na spravnu
justaz laserovej pinzety. Pri justacii by mohli byt ndpomocné aj Cage Alignment Plates.
K variabilite navrhu prispieva aj fakt, Ze staci dodrzat iba stcty vzdialenosti §+b a e+g+h
a nie presne jednotlivé hodnoty.

Obr. 4.13: 3D model modulu laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi zrkadlami.
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YN.

~

4.4. MECHANICK

Obr. 4.14: 3D model modulu laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi zrkadlami

pripojeného k CCHM2.
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5. ZAVER

5. Zaver

V bakalarskej praci bol popisany princip fungovania laserovej pasce, pinzety a koheren-
ciou riadenych holografickych mikroskopov. Boli navrhnuté dva moduly laserovej pinzety
pripojitelné ku koherenciou riadenému holografickému mikroskopu druhej generacie. Prvy
navrh vyuziva galvanooptické zrkadla, ako vychylovaci element optickej pasce. Druhy né-
vrh je zaloZeny na principe Kohlerovho osvetlenia, kde bodovy zdroj osvetluje vzorku
rovinnou vlnou a pohybom optického vlakna je menenda poloha optickej pasce.

Oba moduly boli podrobne popisané, boli uvedené optické ich schémy a boli uvedené
podmienky, ktoré je nutné dodrzat pri ich zostaveni. Taktiez st v praci uvedené hlavné
komponenty, z ktorych by mala pozostavat laserova pinzeta a ich usporiadanie.

Névrhy s doporucenymi optickymi ¢lenmi boli nasimulované a optimalizované v prog-
rame ZEMAX®, vdaka ¢omu bolo mozné dosiahnut difrakéne limitovant ststavu a ove-
renie teoretickych vztahov pre vypocet parametrov laserovej pinzety.

Bol vytvoreny 3D model laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi zrkadlami
v programe Autodesk® Inventor® PROFESSIONAL 2010 z dielov zo sady Cage Systems
od firmy THORLABS. Spojenim 3D modelov laserovej pinzety a CCHM2! bola teoreticky
overené prepojitelnost navrhovaného modulu k CCHM2.

Dalsim ciefom je zostavit laserovii pinzetu polohovantt GO zrkadlami pripojitent
k CCHM2 podla uvedenych nakresov, 3D modelov, vzorcov a doporucenych komponentov.
Nésledne experimentalne overit jej pripojitelnost, justovatelnost a funkénost, ¢o nebolo
zatial uskuto¢nené z dovodu nedostatku ¢asu. Pre dalsi vyvoj laserovej pinzety bude
vhodné spravif analyzu zmeny tuhosti optickej pasce pri zmene natoc¢enia GO zrkadiel,
urcit velkost oblasti v ktorej je optickd pinzeta funkéné a overit moznost vyuzitia TST.

13D model CCHM2 poskytol vedici bakalarskej prace Ing. Zbynék Dostal
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Zoznam pouzitych skratiek a
symbolov

Symbol

AOM
CCHM
CCHM2
EOM
FFT
IFFT
OPD
PET
SLM
TST
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Vyznam

akustoopticky modulator svetla

koherenciou riadeny holograficky mikroskop

koherenciou riadeny holograficky mikroskop druhej generacie
elektroopticky modulator svetla

rychla Fourierova transformacie

rychla inverzna Fourierova transformacia

rozdiel optickych drah

piezoelektricky transduktor

priestorovy modulator svetla

casovo zdielané pasce

rychlost svetla

priemer laserového zvizku za kolimacnou SoSovkou

priestorova frekvencia difrakénej mriezky

ohniskova vzdialenost i-tej SoSovky

ohniskovéa vzdialelenost mikroskopového objektivu

je maximalna priestorova frekvencia komplexnej amplitidy objektovej viny
v obrazovej rovine mikroskopu

priestorova frekvencia hologramu - nosna frekvencia

Planckova konstanta

redukovand Planckova konstanta (h = %)
,conic constant®

vlnovy vektor dopadajicej viny

vlnovy vektor rozptylenej viny

pomer indexov lomu castice a média (m = :—”)

zvacsenie vystupnej SoSovky
difrakény rad

index lomu média

index lomu castice

dipélovy moment



SR

=2

<

M D > )

782 N
< 8

<

=

ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Vyznam

asféricky koeficient i-tého radu

priemer laserového zvizku pred vstupom do mikroskopového objektivu

je priemer zadnej apertiry mikroskopového objektivu
intenzita elektrického pola

velkost sily

velkost gradientnej sily

velkost rozptylovej sily

intenzita dopadajiceho svetla

prie¢ne zvicSenie expandéru

zvicSenie mikroskopového objektivu
pocet pixelov v smere osi x

pocet pixelov v smere osi y

numericka apertura

numericka apertira virtualného zdroja
vykon zdroja

polomer krivosti

potencialna energia dipélu

polarizovatelnost castice

posun elementu vychylujtceho optickt pascu pozdlz osi x
posun elementu vychylujiceho optickt pascu pozdlz osi y
frekvencia ziarenia

vlnova dlzka svetla

uhol naklonenia galvanooptického zrkadla

rozptylovy prierez Castice

celkovy posun stredu vychyleného zvizku oproti nevychylenému zvizku

v zadnej apertire mikroskopového objektivu

posun stredu vychyleného zvizku oproti nevychylenému zvizku

v zadnej apertiire mikroskopového objektivu pozdlz osi x

posun stredu vychyleného zviizku oproti nevychylenému zvizku

v zadnej apertire mikroskopového objektivu pozdlz osi y

celkovy posun optickej pasce
maximalne posunutie optickej pasce
posun optickej pasce pozdlz osi x
posun optickej pasce pozdlz osi y
vlnové dizka mechanického vlnenia
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Symbol Vyznam

BF interferencény filter

C kondenzor

D detektor

DM dichroické zrkadlo

F konektor na uchytenie optického vlakna
FP ohniskova rovina

G difrak¢na mriezka

GO galvanooptické

GOM galvanooptické zrkadlo

IRF infracerveny filter

Jo(x) Besselova funkcia prvého druhu
K kolektor

L sosovky

LS laser

M zrkadlo

Man manipulator

MO mikroskopovy objektiv

O objektiv

OF optické vlakno

OL vystupné Sosovka

OoP vystupna rovina

P clona

PK pupila kondenzoru

RO referencny objekt

S zdroj svetla

Sp pozorovany obkekt

T osova Sirka

TL tubusova Sosovka

|px,| velkost pixelu v smere osi x
\pzy| velkost pixelu v smere osi y
1X, Y| vzdialenost medzi X a 'Y
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ZOZNAM PRILOH

Zoznam priloh

Priloha: CD: elektronicka verzia bakalarskej prace, model laserovej pin-
zety polohovanej GO zrkadlami, model laserovej pinzety polo-
hovanej GO zrkadlami bez detektoru polohy, model laserove;
pinzety polohovanej pohybom optického vlakna, model laserovej
pinzety polohovanej pohybom optického vlakna bez detektoru
polohy, 3D model laboratérného riesenia laserovej pinzety po-
lohovanej galvanooptick§mi zrkadlami pre program Autodesk®
Inventor® PROFESSIONAL 2010, 3D model laboratérného rie-
Senia laserovej pinzety polohovanej galvanooptickymi zrkadlami
pre program SolidWorks.

o1



	Úvod
	Optická pinzeta
	História optickej pasce a pinzety
	Princíp fungovania a velkost sily pôsobiacej na casticu v optickej pasci
	Základná optická schéma optickej pasce
	Manipulácia s objektom v opticej pasci - optická pinzeta
	Laserová pinzeta vytvorená pohyblivými šošovkami
	Laserová pinzeta vytvorená naklápacími zrkadlami
	Priestorové modulátory svetla a holografická laserová pinzeta


	Koherenciou riadená holografická mikroskopia
	História interferencnej a holografickej mikroskopie
	Koherenciou riadený holografický mikroskop prvej generácie
	Druhá generácia CCHM

	Návrh laserovej pinzety pre CCHM druhej generácie
	Laserová pinzeta polohovaná galvanooptickými zrkadlami
	Výpocet parametrov laserovej pinzety
	Návrh komponentov pre laserovu pinzetu

	Laserová pinzeta polohovaná pohybom optického vlákna
	Výpocet parametrov laserovej pinzety
	Návrh komponentov pre laserovu pinzetu

	Porovnanie návrhov laserovej pinzety pre CCHM druhej generácie
	Mechanický návrh laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami

	Záver
	Literatúra
	Zoznam pouzitých skratiek a symbolov
	Zoznam príloh

