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Abstrakt
V diplomovej práci bol poṕısaný a vysvetlený prinćıp fungovania koherenciou riadeného
holografického mikroskopu druhej generácie (CCHM2) skonštruovaného na VUT v Brne.
Taktiež bol uvedený teoretický popis fungovania optickej pasce spolu s výpočtom śıl v nej
pôsobiacich, spôsoby merania tuhosti optickej pasce a prinćıp vytvorenia časovo zdielaných
optických pasćı. Bola navrhnutá optická pinzeta tvoriaca samostatný modul pripojitělný
k CCHM2. Bola vytvorená simulácia a optimalizácia parametrov optického systému, me-
chanický návrh, výrobná dokumentácia, justážny postup a prúdový zdroj na napájanie
laserovej diódy umožňujúci kontrolovanie výstupného výkonu, ktorý je možné ovládať,
rovnako ako uhol natočenia GO, riadiacou kartou pripojenou k PC. Navrhnutá a vyro-
bená optická pinzeta bola otestovaná v spojeńı s CCHM2.

Summary
In the master’s thesis, there has been described and explained the principle of operation
of the second generation coherence controlled holographic microscope (CCHM2) designed
at the Brno University of Technology. There has also been listed theoretical description
of the operation of the optical trap, together with the calculation of the forces acting
on it, ways of measuring the stiffness of the optical trap and the principle of creating
a time-shared optical traps. The optical tweezers forming a separate module connectable
to CCHM2 was designed. Simulation and optimization of parameters of the optical sys-
tem, mechanical design, manufacturing documentation, current source to power the laser
diode which allows to control the diode output power by the controller card connected
to the PC was designed. The galvano-optics mirror angle is controlled by the PC card
too. The optical tweezer has been designed, manufactured and tested in conjunction with
the CCHM2.

Kĺıčová slova
Optická pinzeta, mikomanipulačné techniky, koherenciou riadený holografický mikroskop,
prúdový zdroj, návrh.

Keywords
Optical tweezer, micromanipulation techniques, coherence-controlled holographic micros-
cope, current source, design
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Kapitola 1

Úvod

Väčšina živých buniek a obecne biologických preparátov neabsorbuje alebo nerozptyl’uje
svetlo výrazne, t.j. sú v podstate priehl’adné. Objekty s takýmito vlastnost’ami sú nazývané
fázové a pri použit́ı klasického svetelného mikroskopu sú len t’ažko pozorovatel’né. Pre po-
zorovanie fázových objektov bola vymyslená interferenčná mikroskopia, ktorá predstavuje
významný pokrok v kontrastnom zobrazeńı detailov vnútornej štruktúry fázových objek-
tov bez použitia farb́ıv.

Jedným z druhov interferenčných mikroskopov je aj holografický mikroskop, ktorý
umožňuje rekonštrukciu komplexnej obrazovej vlny z jedného zaznamenaného hologramu,
a preto je možné sledovat’ rýchlo sa meniace fázové objekty. Klasické holografické mikro-
skopy využ́ıvajú koherentné zdroje svetla, č́ım je degradovaný obraz kvôli vzniku kohe-
rentného šumu. Na VUT v Brne je trad́ıcia vo vývoji koherenciou riadených holografický
mikroskopov (CCHM1), ktoré umožňujú použitie časovo a priestorovo nekoherentné osvet-
lenie, a tým zvýšit’ kvalitu obrazu pozorovanej vzorky. Najnovšia, druhá, generácia CCHM
prináša viacero výhod oproti predchádzajúcim generáciám. Hlavnou zmenou je možnost’

použitia mikroskopových objekt́ıvov korigovaných na nekonečnú vzdialenost’, č́ım vzniká
priestor na pripojenie d’aľśıch pozorovaćıch a mikromanipulačných techńık.

Spojenie holografickej mikroskopie s mikromanipulačnými technikami by mohlo pri-
niest’ nové možnosti v oblasti skúmania medzibunkových interakcíı štruktúr živých buniek,
zostavených pomocou optickej pinzety z rôznych bunkových ĺıníı. Taktiež by takéto spo-
jenie mohlo kvantitat́ıvne fázovo zobrazovat’, zachytávat’ a triedit’ bunky alebo baktérie
rôznych tvarov, ktorých charakteristický rozmer je výrazne väčš́ı ako rozmer optickej
pasce.

Ciel’om diplomovej práce je návrh, realizácia a otestovanie optickej pinzety pre kohe-
renciou riadený holografický mikroskop druhej generácie (CCHM2). Požadované je, aby
optická pinzeta tvorila samostatný modul pripojitel’ný k CCHM2.

Prvá čast’ diplomovej práce je venovaná holografickej mikroskopii, kde je uvedená
optická schéma a vysvetlený prinćıp fungovania CCHM2. V d’aľsej časti je teoretický po-
pis fungovania optickej pasce spolu s výpočtom śıl v nej pôsobiacich, spôsoby merania
tuhosti optickej pasce a prinćıp vytvorenia časovo zdielaných optických pasćı. Celá ka-
pitola 4 je venovaná návrhu optickej pinzety pre CCHM2. Súčast’ou návrhu je simulácia
a optimalizácia parametrov optického systému (čast’ 4.3), mechanický návrh a tvorba

1Coherence-controlled holographic microscope.
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1. ÚVOD

výrobnej dokumentácie (čast’ 4.4 a pŕıloha), návrh prúdového zdroja na napájanie la-
serovej diódy (čast’ 4.5) umožňujúci kontrolovanie výstupného výkonu, ktorý je možné
ovládat’, rovnako ako uhol natočenia galvano-optických zrkadiel, riadiacou kartou pripo-
jenou k PC, návrh justážného postupu (čast’ 4.6). Výsledky testovania optickej pinzety
pre CCHM2 sú uvedené v časti 5.
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Kapitola 2

Holografická mikroskopia

2.1. História interferenčnej a holografickej mikrosko-

pie

V biologickej praxi sú vo vel’kej miere použ́ıvané preparáty pripravené zo živých organiz-
mov. Ide bud’ o celé organizmy, ich časti, orgány alebo v neposlednej rade o ich bunky.
Klasická svetelná mikroskopia nie je schopná bunku, ak nie je pŕırodne alebo umelo nafar-
bená, kontrastne zobrazit’. Väčšina čast́ı bunky je tvorená vodnými roztokmi protéınov,
tukov, cukrov, iontov a d’aľśıch látok. Takéto roztoky sa vyznačujú vyšš́ım indexom lomu
ako voda, a preto sa bunka v klasickom mikroskope jav́ı ako priehl’adná. Takéto objekty
sa nazývajú fázové. Kvôli vyššiemu indexu lomu svetlo prechádzajúce fázovým objektom
je fázovo oneskorené voči svetlu prechádzajúcemu okolo objektu. Preto boli vymyslené
mikroskopové metódy ako využit’ tohoto javu, a tak źıskat’ obraz s fázovým kontrastom.

Medzi najznámeǰsie a najrozš́ıreneǰsie metódy kvalitat́ıvneho merania OPD patŕı Zer-
nikov fázový kontrast, ktorý využ́ıva fázovú doštičku vloženú v zadnej ohniskovej ro-
vine objekt́ıvu, ktorá posunie fázu svetla rozptýleného vzorkou o π/2 oproti svetlu ne-
rozptýlenému. Ďaľsou rozš́ırenou metódou je Nomarského diferenciálny interferenčný kon-
trast (DIC), ktorý využ́ıva rozdiel optických dráh, ktorý vzniká pri prechode dvoch priečne
posunutých svetelných zväzkov vzorkou. Obe metódy umožňujú len kvalitat́ıvne meranie
OPD.

Interferenčná mikroskopia umožňuje pozorovanie fázových objektov tak, aby v pozo-
rovanom obraze vznikal dostatočný kontrast a taktiež umožnila kavantitat́ıvne meranie
OPD. Zobrazenie fázových objektov je možné aj napriek tomu, že sú v nej použ́ıvané
rovnaké detektory ako v klasickej mikroskopii, teda citlivé na intenzitu - kvadrát am-
plitúdy svetla. Prvý krok k interferenčnej mikroskopii spravil Robert Hook v 17. storoč́ı,
ked’ pozorované farebné prúžky identifikoval ako interferenciu. Interferencia je jav, ktorý
vyplýva z vlnovej podstaty svetla a je závislý na fázovom posune interferujúcich v́ln.
Ako prvý využil interferenciu na zobrazovanie fázových objektov Sirks v roku 1893, ked’

poṕısal interferenčný mikroskop s oddeleným objektovým a referenčným ramenom1. Krug,
Lau a Horn vytvorili prvý komerčne vyrábaný interferenčný mikroskop v 50. rokoch

1V roku 1898 Pringsheim publikoval vel’mi podobný koncept bez toho aby vedel o Sirksovej práci,
a preto je občas prvý interferenčný mikroskop označovaný ako Sirksov-Pringsheimov.
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2. HOLOGRAFICKÁ MIKROSKOPIA

20. storočia. Išlo vlastne o dva vedl’a seba stojace mikroskopy s rovnobežnými osami.
Takéto usporiadanie umožňovalo kvantitat́ıvne meranie zmeny optickej dráhy (OPD).
Cena jednotlivých optických elementov, ktorá bola vysoká z dôvodu nutnosti vysokej
presnosti pri ich výrobe, ako aj náročnost’ spracovania obrazu a zložitost’ usporiadania
spôsobili, že rozš́ıreneǰśımi sa stali iné metódy, ktoré umožňovali len kvalitat́ıvne meranie
OPD.

Skutočný potenciál interferenčnej mikroskopie sa ukázal po objaveńı laseru v roku 1960
a rozvoji výpočtovej techniky na konci 20. storočia. Interferenčné mikroskopy je možné
rozdelit’ do dvoch kategórii podl’a uhlu, pod ktorým interferujú objektový a referenčný
zväzok, na in-line a off-axis mikroskopy.

Pri in-line mikroskopoch, ktoré sú označované ako interferenčné mikroskopy, referenčný
a objektový lúč spolu vo výstupnej rovne zvierajú nulový alebo takmer nulový uhol.
Takéto usporiadanie umožňuje využitie nekoherentného zdroja svetla, č́ım je odstránená
koherentná zrnitost’, a taktiež umožňuje vytváranie optických rezov. Nevýhodou takéhoto
usporiadania je nutnost’ zaznamenat’ aspoň tri sńımky s rôznym fázovým posunom na zre-
konštruovanie objektovej vlny - amplitúdy a fázy. To znemožňuje použit’ tieto mikroskopy
na pozorovanie rýchlo sa meniacich objektov a aj fluktuácie a vibrácie prostredia medzi
jednotlivými sńımkami vnášajú do zobrazenia šum.

V off-axis mikroskopoch, ktoré sa označujú ako holografické2, objektový a referenčný
lúč spolu interferujú pod nenulovým uhlom, ktorý je volený tak, aby zaznamenaný in-
terferogram bol hologramom. To znamená, že objektovú vlnu je možné rekonštruovat’

z jedného sńımku. Väčšina holografických mikroskopov nevyuž́ıva achromatický interfe-
rometer, čo vedie k nutnosti použitia koherentného zdroja svetla a tým k vzniku kohe-
rentného šumu.

V holografických mikroskopoch je možné využit’ aj také usporiadanie, kde interfero-
meter je achromatický, a tak dosiahnut’ spojenie výhod in-line a off-axis mikroskopov.

Pŕınos in-line a off-axis mikroskopov v biológíı je možnost’ z ich fázového kontrastu,
źıskat’ informácie o rozložeńı hmoty v bunke ([1]), čo prináša nové možnosti pri pozorovańı
buniek, napr. interakcia živej bunky s okoĺım (reakcia na toxické látky, interakcia medzi
bunkami) v súvislosti s rozložeńım ich hmoty.

2.2. Koherenciou riadený holografický mikroskop dru-

hej generácie

Vývoj off-axis holografických mikroskopov na VUT v Brne sa odv́ıja od práce pánov
Chmeĺıka a Harny, ktorá bola publikovaná v roku 1999 v článku [2]. V roku 2010 bola
publikovaná prvá generácia koherenciou riadeného holografického mikroskopu (CCHM13)
v článku [3]. Od roku 2009 prebieha vývoj druhej generácie koherenciou riadeného holo-
grafického mikroskopu, ktorá bola poṕısaná v článku [4]. CCHM2 oproti predchádzajúcej
generácii prináša viacero zlepšeńı, ako možnost’ pripojenia d’aľśıch pozorovaćıch a mani-
pulačných techńık, zjednodušená procedúra pri výmene objekt́ıvov, zväčšenie priestoru

2Holografia bola objavená v roku 1947 a jej názov vznikol z gréckych slov holos = celý a grafó = kresĺım.
3Coherence-controlled holographic microscope first generation.
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2.2. KOHERENCIOU RIADENÝ HOLOGRAFICKÝ MIKROSKOP DRUHEJ GENERÁCIE

medzi kondenzormi a objekt́ıvmi, ako aj medzi ramenami interferometra, čo ul’ahčuje
manipuláciu so vzorkami, a justáž sa zjednodušila do takej miery, že sa pracuje na jej au-
tomatizácíı.

Základom CCHM2 je off-axis interferometer využ́ıvajúci difrakčnú mriežku. Interfero-
meter je navrhnutý tak, aby čast’ s difrakčnou mriežkou bola oddelená od ostatných čast́ı
mikroskopu. Výhodou off-axis usporiadania oproti in-line usporiadaniu je, že priestorová
frekvencia interferenčných prúžkov je dostatočne vysoká na to, aby mohla byt’ objektová
vlna zrekonštruovaná z jedného sńımku, t.j. vzniká hologram. Z toho vyplýva, že rýchlost’

zobrazovania je limitovaná iba záznamovou technikou (CCD kamera) a rýchlost’ou spraco-
vania hologramu (softvér). Vd’aka achromatickému interferometru je možné použit’ svetlo
s rôznym stupňom časovej a priestorovej koherencie, a tak menit’ charakteristické vlast-
nosti zobrazovania tak, aby čo najviac vyhovovali požiadavkám pri pozorovańı. To taktiež
znamená odstránenie koherentného šumu a náhodných interferencíı vzniknutých pri pre-
chode optickou sústavou, ktorým trṕı zobrazenie v klasických digitálnych holografických
mikroskopoch. Optická schéma CCHM2 je zobrazená na obrázku 2.1.

Obr. 2.1: Schéma druhej generácie koherenciou riadeného holografického mikroskopu.
S - zdroj svetla, AD - apertúrna clona, IF - interferenčný filter, K - kolektor, BS - deliče,
M - zrkadlá, C - kondenzory, O - objekt́ıvy, Sp - pozorovaný objekt, RO - referenčný ob-
jekt, TL - tubusové šošovky, OL - výstupné šošovky, OP - výstupná rovina, D - detektory,
α - uhol odrazu difraktovaného lúča vzhl’adom k ose interferometru, β - uhol, pod ktorým
difraktovaný lúč vstupuje do výstupnej roviny OP. Prevzaté a upravené z [5].
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2. HOLOGRAFICKÁ MIKROSKOPIA

Osvetl’ovacia čast’ CCHM2 je tvorená zdrojom svetla (S), ktorým môže byt’ halogénová
lampa alebo vysokotlaková výbojka, apertúrnou clonou (AD), pomocou ktorej je kontro-
lovaná priestorová koherencia svetla, vymenitel’ným interferenčným filtrom (IF), ktorým
je kontrolovaná časová koherencia svetla. Rovnomerné osvetlenie pozorovanej vzorky (SP)
v objektovom ramene a referenčného objektu (RO) v referenčnom ramene je zaistené
tzv. Köhlerovým osvetleńım. To znamená, že zdroj svetla je zobrazený kolektorom (K)
do predmetovej ohniskovej roviny kondenzoru (C). Rozdelenie svetla na objektový resp.
referenčný lúč je realizované pomocou deliča zväzkov (BS1) a systémom zrkadiel (M1-M3)
je svetlo zavedené do objektového a referenčného ramena.

Pozorovaná vzorka a referenčný objekt sú pozorované dvomi mikroskopovými systé-
mami využ́ıvajúcimi mikroskopové objekt́ıvy korigované na nekonečnú vzdialenost’ (O)
spolu s tubusovými šošovkami (TL). Do priestoru medzi mikroskopovým objekt́ıvom O1

a tubusovou šošovkou TL1 je zavedená kamera D2, na ktorú je zobrazovaný obraz vzorky
v svetlo poli tubusovou šošovkou TL3. Pomocou dichroického zrkadla DM2 je možné pri-
pojenie d’aľśıch pozorovaćıch a manipulačných techńık, ako epifluorescencia, Ramanovská
spektroskopia alebo optická pinzeta. Taktiež je možné CCHM2 zmenit’ z transmisného
na reflexný mikroskop, zavedeńım osvetl’ovača medzi mikroskopovými objekt́ıvmi a tubu-
sovými šošovkami.

Zostatok zobrazovacej časti CCHM2 je zložený z difrakčnej mriežky (DG), deličov
zväzkov (BS2 a BS3), výstupných šošoviek (OL1 a OL2) a systému zrkadiel (M4 a M6),
ktorý zaručuje správne prekrytie interferujúcich zväzkov vo výstupnej rovine mikroskopu.
Výsledný hologram vzniká vo výstupnej rovine mikroskopu interferenciou svetla z prvého
difrakčného rádu vytvoreného v referenčnom ramene a nultého difrakčného rádu vytvo-
reného v objektovom ramene. Pre dosiahnutie maximálne možnej hodnoty kontrastu inter-
ferenčných prúžkov vo výstupnej rovine sú všetky ostatné difrakčné rády z referenčného ra-
mena odtienené, a aby bolo zachované čo možno najviac z dopadajúceho svetla, je použitá
blejzovaná difrakčná mriežka. Pri použit́ı polychromatického zdroja svetla je nutné za-
bezpečit’, aby všetky vlnové d́lžky vytvárali interferenčnú štruktúru s rovnakou pries-
torovou frekvenciou, inak by sa interferenčné prúžky vytvorené rôznymi frekvenciami
prekrývali a nevytvorili by hologram, ale šedé pole. Preto je v CCHM2 použitý prinćıp
achromatického interferometra, ktorý bol poṕısaný v [6]. Pomocou difrakčnej mriežky
je možné docielit’, aby všetky frekvencie svetla vytvárali interferenčné prúžky s rovnakou
priestorovou frekvenciou, a tým vytvorili hologram. Interferenčné prúžky sú rovnobežné
so štruktúrou difrakčnej mriežky. Difrakčná mriežka je umiestnená v obrazovej rovine
referenčného ramena, takže je zobrazovaná do výstupnej roviny (OP).

Rozloženie intenzity hologramu vo výstupnej rovine je dané vzt’ahom:

ix,y = |ox,y + rx,y|2 =

= |o|2 + |r|2 + or∗ + o∗r, (2.1)

kde ox,y je komplexná amplitúda objektovej vlny vo výstupnej rovine, rx,y je komplexná
amplitúda referenčnej vlny vo výstupnej rovine, ∗ označuje komplexne združené členy
a x, y tvoria ortogonálny systém súradńıc vo výstupnej rovine. Prvé dva členy v dru-
hom riadku odpovedajú intenzite objektovej a referenčnej vlny. V spektre priestorových
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2.2. KOHERENCIOU RIADENÝ HOLOGRAFICKÝ MIKROSKOP DRUHEJ GENERÁCIE

frekvencíı hologramu vytvárajú tzv. autokorelačné spektrum. Každý z členov or∗-obra-
zový člen a o∗r-komplexne združený obrazový člen, je možné využit’ pre rekonštrukciu
amplitúdy a fáze.

Schematické znázornenie spracovania obrazu je uvedené na obrázku 2.2. Zo zazna-
menaného hologramu (2.2a) je pomocou 2D Fourierovej transformácie źıskané spektrum
priestorových frekvencíı (2.2b). Na výrez okolo obrazového členu je aplikovaná spätná
Fourierova transformácia, a tým je źıskaná komplexná amplitúda, z ktorej je možné do-
stat’ fázový obraz (2.2c), ktorý odpovedá imaginárnej časti komplexnej amplitúdy a in-
tenzitný (2.2d) obraz, ktorý odpovedá reálnej čast’i komplexnej amplitúdy. Vzhl’adom
k tomu, že hodnoty vo fázovom obraze odpovedajú hodnotám zmeny fáze v rozsahu
〈−π; π〉 je nutné obraz upravit’ a fázu tzv.

”
naviazat’“. Z obrazu s

”
naviazanou“ fázou

je možné vytvorit’ 3D obraz pozorovanej vzorky.

Obr. 2.2: Grafické znázornenie rekonštrukcie obrazovej vlny. a) Zaznamenaný hologram
s detailom interferenčnej štruktúry. b) Spektrum priestorových frekvencíı odpovedajúce
rovnici 2.1. c) Fázový obraz. d) Amplitúdový obraz. e) Fázový obraz s naviazanou fázou.
f) 3D rekonštrukcia obrazu. FFT-rýchla Fourierova transformácia, IFFT-spätná rýchla
Fourierova transformácia. Prevzaté a upravené z [4].
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Kapitola 3

Optická pinzeta

3.1. História optickej pasce a optickej pinzety

Na presnú manipuláciu s objektmi, ktorých rozmery sú v rozsahu od desiatok nanometrov
až po desiatky mikrometrov, je možné použit’ svetlo. Nástroj, ktorý využ́ıva mechanické
účinky svetla na manipuláciu s objektmi, sa nazýva optická pinzeta. Ako prvý na me-
chanické účinky svetla poukázal nemecký astronóm Johannes Kepler v prvej polovici
17. storočia, ked’ navrhol, že dôvod prečo chvost kométy smeruje od slnka je radiačný tlak
žiarenia zo slnka. V roku 1873 James Clerk Maxwell v teóríı elektromagnetizmu odvodil,
že svetlo samo môže vyvolat’ radiačný tlak. Prvé experimenty, ktoré preukazovali radiačný
tlak žiarenia, zostavili v roku 1901 páni E. F. Nichols, G. F. Hull1 a P.N. Lebedev ([7]).

Skutočný potenciál mechanických účinkov žiarenia sa ukázal až v druhej polovici
20. storočia po objaveńı laseru. Priekopńıkom v tejto oblasti sa stal Arthur Ashkin
z AT&T Bellových laboratóríı. Ako prvý experimentálne ukázal, že optické sily môžu
pohnút’ popŕıpade levitovat’ častice s mikrometrovými rozmermi ([8], [9], [10]). Taktiež
ako prvý prǐsiel s myšlienkou vytvorenia optickej pasce pomocou silne fokusovaného la-
serového zväzku, ktorú publikoval v roku 1978 ([11]). Optická pasca bola navrhnutá na
zachytenie atómov. V článku [12] ukázal, že v optickej pasci je možné zachytit’ aj Rayle-
igho2 a Mieho3 častice.

Využitie optickej pinzety sa rozš́ırilo do mnohých vedných odborov. Častou aplikáciou
v biológíı je štúdium molekulárnych motorov ([13]), enzýmov nukleových kyseĺın, mecha-
nických vlastnost́ı mikrotubulov, aktinových vláken, DNA, manipulácia so subbunečnými
štruktúrami ([14], [15]). Optická pinzeta našla svoje uplatnenie aj pri štúdiu koloidných
roztokov ([16]), mezoskopických systémov a mechanických vlastnost́ı polymérov ([17])
a biopolymérov ([18]). Pánom S. Chuovi, C. Cohen-Tannoudjiovi and W. D. Phillipsovi
bola udelená v roku 1997 Nobelova cena za fyziku za vytvorenie metódy na chladenie
a zachytenie atómov pomocou laseru4.

1Experiment je známy ako svetelný mlyn (z angl. light mill).
2Častica, ktorej rozmer je výrazne menš́ı ako vlnová d́lžka použitého žiarenia.
3Častica, ktorej rozmer je porovnatel’ný s vlnovou d́lžkou dopadajúceho žiarenia.
4Podarilo sa im dosiahnut’ teplotu 0,18µK.
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3.2. PRINCÍP FUNGOVANIA A SILY PÔSOBIACE V OPTICKEJ PASCI

3.2. Prinćıp fungovania a sily pôsobiace v optickej pasci

Vel’kost’ radiačného tlaku žiarenia je možné odhadnút’ jednoduchou úvahou. Hybnost’

fotónu je daná vzt’ahom hν/c, kde h je Planckova konštanta, ν je frekvencia fotónu
a c je rýchlost’ svetla. Zdroj žiarenia s výkonom P vyprodukuje P/hν fotónov za jednu
sekundu. V situácíı ked’ všetky fotóny zo zdroja dopadajú na objekt a odrážajú sa od neho
priamo naspät’ je zmena hybnosti fotónov daná výrazom (2P/hν)(hν/c) = 2P/c. Podl’a
druhého Newtonovho zákona je zmena hybnosti spojená so silou, a preto pri použit́ı zdroja
s výkonom 1 W je na objekt v dôsledku tretieho Newtonovho zákona vyv́ıjaná na objekt
sila približne 10 nN, čo sa môže javit’ ako malá sila, ktorá však dokáže značne ovplyvnit’

mikročastice. Závislost’ zrýchlenia udeleného gul’ovej častici s hustotou 1 g/cm3 pôsobeńım
zdroja s výkonom 1 W na polomere častice je uvedená v tabul’ke 3.1. Pri výpočte bol
uvažovaný model kedy sa všetky fotóny odrazia od častice priamo naspät’. Úvaha bola
prevzatá z [19].

Tabul’ka 3.1: Závislost’ zrýchlenia udeleného gul’ovej častici s hustotou 1 g/cm3 pôsobeńım
zdroja s výkonom 1 W na polomere častice. g = 9,81 m/s−2.

Polomer častice [mm] 100 10 1 0,1 0,01 0,001
Zrýchlenie častice [m/s−2] 10−4 × g 10−1 × g 102 × g 105 × g 108 × g 1011 × g

Na vytvorenie stabilnej optickej pasce v troch rozmeroch je nutné aby optické sily,
ktoré udržiavajú zachytenú časticu v optickej pasci, boli väčšie ako sily, ktoré ju nútia
ju opustit’. To je možné dosiahnut’ vytvoreńım značného gradientu intenzity žiarenia,
ktorý je možné vytvorit’ viacerými spôsobmi, napŕıklad fokusovańım laserového zväzku
pomocou šošoviek ([20]), vytvoreńım stojatej vlny využit́ım priamej a odrazenej svetelnej
vlny ([21], [22], [23], [24], [25]) alebo využit́ım laserového lúča, ktorého radiálny profil
intenzity je daný Besselovou funkciou ([26], [27]).

Najrozš́ıreneǰsou variantou vytvárania optických pasćı je fokusovanie laserového žia-
renia pomocou mikroskopového objekt́ıvu do difrakčne limitovanej vel’kosti stopy. Pre
dosiahnutie čo najväčšieho gradientu intenzity sa využ́ıvajú imerzné objekt́ıvy, ktorých
numerická apertúra (NA) presahuje hodnotu 1.

Častou aplikáciou laserových pinziet je meranie śıl v rádoch 10−12N. Pre dosiahnutie
správnych výsledkov merania je nutné optickú pinzetu kalibrovat’. Na kalibráciu sa využ́ıva
Stokesov zákon so zložitými okrajovými podmienkami, čo vedie k značným odchýlkam
vo výsledkoch. Tento problém je možné odstránit’ výpočtom śıl pôsobiacich v optickej
pasci.

3.2.1. Aproximácie śıl v optickej pasci pomocou Rayleigho rozp-
tylu

Ak rozmer zachyteného dielektrického objektu splňuje podmienky Rayleigh rozptylu -
charakteristický rozmer je ovel’a menš́ı ako vlnová d́lžka dopadajúceho žiarenia, je možné
považovat’ elektromagnetické pole v mieste objektu za uniformné a zachytený objekt na-
hradit’ indukovaným bodovým dipólom.
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3. OPTICKÁ PINZETA

Bodový dipól umiestnený v oscilujúcom elektromagnetickom poli žiari. Absorpciou
a následným vyžiareńım svetla dipólom na neho pôsob́ı sila v smere dopadajúceho žiarenia,
ktorá je označovaná ako rozptylová sila. Táto sila je úmerná intenzite dopadajúceho
žiarenia. Schematické znázornenie rozptylovej sily je zobrazené na obrázku 3.1.

Obr. 3.1: Schematické znázornenie rozptylovej sily. Svetlo dopadajúce na časticu z jedného
smeru je následne rozptýlené všetkými smermi, tým fotóny menia hybnost’ dielektrickej
častice. V izotropnom prostred́ı po vektorovom sč́ıtańı hybnost́ı rozptýlených fotónov
ostane nenulová len hybnost’ v smere dopadajúceho žiarenia.

Vel’kost’ rozptylovej sily je daná vzt’ahom:

Frozp =
I0σnm
c

, (3.1)

kde I0 je intenzita dopadajúceho svetla, σ je rozptylový prierez objektu, nm je index lomu
okolitého prostredia a c je rýchlost’ svetla vo vákuu.

Rozptylový prierez pre gul’ový objekt je daný vzt’ahom:

σ =
128π5a6

3λ4

(
m2 − 1

m2 + 2

)2

, (3.2)

kde a je polomer častice, λ je vlnová d́lžka dopadajúceho žiarenia a m je pomer indexov
lomu objektu a okolitého prostredia (m = nobj/nokolie).

V nehomogénnom elektromagnetickom poli sa potenciálna energia dipólu meńı v pries-
tore v závislosti na gradiente pola. Sila vyvolaná nehomogénnym polom je označovaná
ako gradientná, je úmerná gradientu intenzity žiarenia a má jeho smer, ak m > 1.
Na dipól v nehomogénnom poli pôsob́ı sila, ktorá je daná vzt’ahom F = −∇Wp, kde
Wp je potenciálna energia dipólu, pre ktorú plat́ı: Wp = −pE, kde p je dipólový moment
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a E je vektor elektrickej intenzity. Časovo-stredovaná vel’kost’ gradientnej sily je daná
vzt’ahom:

Fgrad =
2πα

cn2
m

∇I0, (3.3)

kde α je polarizovatelnost’.
Polarizovatelnost’ pre gul’ový objekt je daná vzt’ahom:

α = n2
ma

3

(
m2 − 1

m2 + 2

)
. (3.4)

Ak je objekt umiestnený v kolimovanom alebo mierne konvergentnom zväzku, prevažuje
rozptylová sila, čo má za následok pohyb častice v smere žiarenia. Pri žiareńı, ktoré je silne
konvergentné, dominuje gradientná sila, čo má za následok vytvorenie optickej pasce.

3.2.2. Aproximácie śıl v optickej pasci pomocou geometrickej optiky

Pre výpočet śıl pôsobiacich na časticu umiestnenú v jednozväzkovej gradientnej optickej
pasci je možné použit’ aproximáciu geometrickej optiky, ak je častica výrazne väčšia, ako
vlnová d́lžka použitého laseru.

Dopadajúci laserový zväzok je možné, v rámci aproximácie, rozložit’ na jednotlivé lúče,
kde každý nesie hybnost’ za jednu sekundu o vel’kosti nmP/c. Lúč sa pri dopade na časticu
z časti láme a z časti odráža, č́ım sa meńı jeho hybnost’ a tým je budená sila. Celková sila
pôsobiaca na časticu je daná ako suma odrazeného lúča s výkonom PR a nekonečného
počtu lomených lúčov s výkonom PT 2, PT 2R, . . . , PT 2Rn, kde R a T sú Fresnelové ko-
eficienty odrazu, resp. prechodu na rozhrańı medzi časticou a okoĺım pri pŕıslušnom uhle
a polarizácii.

Presné vyjadrenie celkovej sily, ktorou pôsob́ı jeden lúč na gul’ovú dielektrickú časticu
umiestnenú v optickej pasci poṕısal A. Ashkin v [28].

Pre rozptylovú silu odvodil vzt’ah:

Frozp =
nmP

c

{
1 +R cos 2θ − T 2 [cos (2θ − 2ϑ) +R cos 2θ]

1 +R2 + 2R cos 2ϑ

}
, (3.5)

kde P je výkon laserového zväzku dopadajúceho na časticu, θ a ϑ sú uhly dopadu resp.
lomu lúča na častici.

Pre gradientnú silu odvodil vzt’ah:

Fgrad =
nmP

c

{
R sin 2θ − T 2 [sin (2θ − 2ϑ) +R sin 2θ]

1 +R2 + 2R cos 2ϑ

}
, (3.6)

Celkovú silu je možné vypoč́ıtat’ ako vektorovú sumu rozptylovej a gradientnej sily
od jednotlivých lúčov zväzku. Schematické znázornenie śıl pôsobiacich na transparentnú
časticu od dvojice lúčov je zobrazené na obrázku 3.2.
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Obr. 3.2: Schematické znázornenie śıl pôsobiacich na transparentnú časticu od dvoj-
ice lúčov. p je hybnost’ dopadajúceho lúča, p′ je hybnost’ lúča po prechode časticou,
dp je zmena hybnosti lúča, ktorá vznikla prechodom časticou. Biela š́ıpka znázorňuje
smer výslednej sily pôsobiacej na časticu. Prevzaté a upravené z [29].

3.2.3. Obecné vyjadrenie śıl v optickej pasci

Pri popise śıl pôsobiacich na zachytenú časticu, ktorej charakteristický rozmer je porovna-
tel’ný s vlnovou d́lžkou laseru (a ' λ), nie je možné zanedbat’ javy spôsobené difrakciou.
Takéto rozmery majú typické biologické vzorky, ich rozmery sa pohybujú približne medzi
0,2µm a 5µm. Pre silne fokusované zväzky je nutné uvažovat’ aj vektorový tvar elektro-
magnetického pola. Tieto skutočnosti robia výpočet śıl v optickej pasci pre častice s a ' λ
vel’mi komplikovaný.

Pre výpočet śıl pôsobiacich v optickej pasci v článkoch [30] a [31] je použitá near-
-paraxial aproximácia. Táto aproximácia vyžaduje malé uhly zbiehania zväzku, čo pri
optických pasciach nie je splnené, a preto výsledky plynúce z výpočtov nie sú v zhode
s experimentom. Na túto nezrovnalost’ upozornil Block a Svoboda v článku [32]. Riešenie
platné pre laserový zväzok fokusovaný pomocou mikroskopového objekt́ıvu s vysokou
numerickou apertúrou bolo poṕısané v článku [33].

Silu vyvolanú elektromagnetickým žiareńım je možné vyjadrit’ pomocou Maxwellovho
tenzoru napätia v tvare:

F = lim
r→∞

[
−1

2
r
∫
S(r)

dΩr
(
εE2 + µ0H

2
)]
, (3.7)

kde povrch S(r) oboṕına časticu a kvôli zákonu zachovania hybnosti je možné tento povrch
brat’ v nekonečne, r je jednotkový vektor v smere normály k povrchu S, s orientáciou sme-
rom von z plochy. Vektor intenzity elektrického pola E je daný súčtom dopadajúceho elek-
trického pola Ein a vektoru intenzity rozptýleného elektrického pola Es (E = Ein +Es).
Obdobne pre vektor intenzity magnetického pola.
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Odvodenie poṕısané v [33] vychádza z integrálu Debyeovho typu reprezentujúceho
laserový zväzok ako superpoźıciu rovinných v́ln, ako navrhol Richards & Wolf (1959). Pri
použit́ı l’avotočivej orientácie polarizácie je možné silne fokusovaný zväzok vyjadrit’ ako:

E in(r) = E0

∫ 2π

0
dφ

∫ θ0

0
dθ sin θ

√
cos θ exp

(
−γ2 sin2 θ

)
× exp [ik (r + R)]ε̂ (θ, φ) exp (−iωt) , (3.8)

kde uhol θ udáva smer danej rovinnej vlny, k je vlnové č́ıslo dané ako k = |k (θ, φ)| =
nmω/c, nm je index lomu obklopujúceho prostredia, ω = 2π/λ0, λ0 je vlnová d́lžka
použitého laseru vo vákuu, c je rýchlost’ svetla, ε̂ (θ, φ) = x̂′+iŷ′, x̂′, ŷ′ sú jednotkové vek-
tory źıskané z x̂ resp. ŷ, γ = f/w, f je ohnisková vzdialenost’ použitého mikroskopového
objekt́ıvu a w stred laserového zväzku. Ohnisko mikroskopového objekt́ıvu sa nachádza
v r = −R.

Rozptýlené elektrické a magnetické pole Es a Hs odpovedá Mieho rade parciálnych
v́ln a výsledné rozptýlené pole je lineárna kombinácia Mieho komponentov. Mieho kom-
ponenty sú dané Mieho koeficientmi aj a bj, ktoré sú úmerné amplitúdam rozptýlených

elektrických a magnetických multipólových v́ln.
Po zavedeńı bezrozmernej sily Q, ktorá vyjadruje ako efekt́ıvne je prenášaná dostupná

hybnost’ na časticu, ktorú definoval Ashkin (1992) ako:

Q =
F

nmP/c
, (3.9)

kde P je výkon laseru v mieste vzorky. Je možné výslednú silu vyjadrit’ ako:

Q = Qs +Qe, (3.10)

kde Qe vyjadruje pomer, s ktorým je odoberaná hybnost’ z dopadajúceho zväzku, je spo-
jený s Ein ·Es resp. Hin ·Hs a pomer, s ktorým rozptýleného žiarenia berie hybnost’ udáva
−Qs, spojený s E2

s a H2
s .

Osové komponenty bezrozmernej sily Q sú podl’a [33] dané vzt’ahmi:

Qsz = −8γ2

A
<

 ∞∑
j=1

j∑
m=−j

√
j(j + 2)(j −m+ 1)(j +m+ 1)

j + 1

×
(
aja
∗
j+1 + bjb

∗
j+1

)
Gj,mG

∗
j+1,m +

2j + 1

j(j + 1)
majb

∗
j |Gj,m|2

, (3.11)

Qez =
4γ2

A
<
∞∑
j=1

j∑
m=−j

(2j + 1)(aj + bj)Gj,m

(
G′j,m

)∗
, (3.12)
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3. OPTICKÁ PINZETA

kde j súviśı s vlastnými hodnotami momentu hybnosti J2 (vlastné hodnoty sú j(j + 1))
a Gj,m a G′j,m sú multipólové koeficienty fokusovaného dopadajúceho laserového zväzku,
ktoré sú dané vzt’ahmi:

Gj,m(ρR, zR) =
∫ θ0

0
dθ sin θ

√
cos θ exp

(
−γ2 sin2 θ

)
djm,1(θ)Jm−1 (kρR sin θ) exp (ikzR cos θ) ,

(3.13)

G′j,m(ρR, zR) = −i
∂Gj,m

∂ (kzR)
, (3.14)

kde djm,m′(θ) sú elementy matice konečnej rotácie (Edmonds 1957) a Jm sú Besselové
funkcie.

Priečne komponenty bezrozmernej sily Q sú podl’a [33] dané vzt’ahmi:

Qsρ = 4
γ2

A
=
∞∑
j=1

j∑
m=−j


√
j(j + 2)(j +m+ 1)(j +m+ 2)

j + 1

×
[
(aja

∗
j+1 + bjb

∗
j+1)

(
Gj,mG

∗
j+1,m+1 +Gj,−m (Gj+1,−m−1)

∗
)]

− 2
2j + 1

j(j + 1)

√
(j −m)(j +m+ 1)<

(
ajb
∗
j

)
Gj,mG

∗
j,m+1

, (3.15)

Qsϕ = 4
γ2

A
<
∞∑
j=1

j∑
m=−j


√
j(j + 2)(j +m+ 1)(j +m+ 2)

j + 1

×
[
(aja

∗
j+1 + bjb

∗
j+1)

(
Gj,mG

∗
j+1,m+1 +Gj,−m (Gj+1,−m−1)

∗
)]

− 2
2j + 1

j(j + 1)

√
(j −m)(j +m+ 1)<

(
ajb
∗
j

)
Gj,mG

∗
j,m+1

 (3.16)

a

Qeρ = 2
γ2

A
=
∞∑
j=1

j∑
m=−j

(2j + 1)
[
(aj + bj)Gj,m

(
G−j,m+1 −G+

j,m−1

)∗]
, (3.17)

Qeϕ = 2
γ2

A
<
∞∑
j=1

j∑
m=−j

(2j + 1)
[
(aj + bj)Gj,m

(
G−j,m+1 −G+

j,m−1

)∗]
, (3.18)

kde

G±j,m(ρR, zR) =
∫ θ0

0
dθ sin2 θ

√
cos θ exp

(
−γ2 sin2 θ

)
djm±1,1(θ)Jm−1 (kρR sin θ) exp (ikzR cos θ) . (3.19)

Ako kontrolu správnosti odvodených rovńıc autori v článku [33] uvádzajú ich limitu
pre pŕıpad a� λ, kde sa výsledky zhodujú s výsledkami danými geometrickou optikou.
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3.2. PRINCÍP FUNGOVANIA A SILY PÔSOBIACE V OPTICKEJ PASCI

3.2.4. Experimentálne meranie śıl v optickej pasci

Aby mohla byt’ optická pasca použitá na meranie śıl, je nutné ju nakalibrovat’ - určit’

tuhost’ optickej pasce. Jedni z metód kalibrácie optických pasćı sú metódy viskózneho
t’ahu a ekvipartičného teorému. Obe metódy boli poṕısané v [34].

Metóda viskózneho t’ahu: Sily v optickej pasci je možné aproximovat’ závislost’ou,
kde sila pôsobiaca na uväznenú časticu je priamo úmerná vzdialenosti stredu danej častice
od ohniska laserového zväzku. Závislost’ je možné vyjadrit’ v tvare:

F = −kx, (3.20)

kde k je označovaná ako tuhost’ optickej pasce a x je vzdialenost’ stredu častice od ohniska
laserového zväzku. Pri známej hodnote k je možné silu pôsobiacu na časticu určit’ priamo
merańım poźıcie častice vzhl’adom k ohnisku zväzku.

Metóda viskózneho t’ahu využ́ıva známu silu, ktorú bud́ı prúdiaca kvapalina na objekt.
Pre časticu tvaru gule je viskózna sila daná vzt’ahom:

F vis = 6πηrv, (3.21)

kde η je viskozita kvapaliny, r je polomer častice a v je rýchlost’ prúdenia kvapaliny
vzhl’adom k častici.

Okolo častice so známym rozmerom necháme prúdit’ kvapalinu s konštantnou rýchlost’-
ou. Z pozorovania urč́ıme výchylku častice v optickej pasci (x), ktorú spôsob́ı viskózna sila.
Optickú pascu vypneme a zo záznamu pohybu častice urč́ıme rýchlost’ prúdenia kvapa-
liny. Pri známej hodnote viskozity kvapaliny je z nameraných údajov možné určit’ tuhost’

optickej pasce k.
Druhým variantom určovania vel’kosti F vis je nechat’ prostredie stále a pomocou optic-

kej pinzety oscilovat’ s časticou, takže jej poloha sa periodicky meńı v čase a je ju možné
vyjadrit’ ako:

x = x0 sin(ωt). (3.22)

Derivovańım vzt’ahu 3.22 urč́ıme rýchlost’ prúdenia kvapaliny vzhl’adom k častici, takže
viskózna sila je daná vzt’ahom:

Fvis = 6πηrωx0 cos(ωt), (3.23)

kde všetky hodnoty sú známe.

Metóda ekvipartičného teorému: Na časticu uväznenú v optickej pasci pôsobia sily
náhodného smeru a vel’kosti kvôli termálnym fluktuáciám v obklopujúcom médiu známym
ako Brownov pohyb. Pomocou ekvipartičného teorému je možné určit’ tuhost’ optickej
pasce bez toho, aby bolo nutné poznat’ tvar častice a viskozitu obklopujúceho média,
pretože metóda priamo nezáviśı na viskóznom koeficiente (γ).

Pre objekt v harmonickom potenciáli s tuhost’ou k je možné ṕısat’:

1

2
kBT =

1

2
k〈x2〉, (3.24)
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3. OPTICKÁ PINZETA

kde kB je Boltzmannova konštanta, T je termodynamická teplota a 〈. . .〉 označuje strednú
hodnotu.

Takže merańım výchylky častice z rovnovážnej polohy je možné priamo určit’ tuhost’

optickej pasce.

3.3. Metódy zachytenia viacerých čast́ıc do optickej

pasci

Optická pinzeta v podobe ako ju navrhol A. Ashkin umožňuje zachytenie len jednej častice,
čo značne limituje jej možnosti využitia. S rozvojom mikromanipulačných techńık sa ob-
javili možnosti ako zachytit’ viacero čast́ıc v rovnakom čase.

Jedným zo spôsobov, ako vytvorit’ viacero optických pasćı, je použitie viacerých laserov
s rôznymi vlnovými d́lžkami, ktoré spolu neinterferujú. Do mikroskopového objekt́ıvu
sú laserové zväzky zavedené pomocou dichroických zrkadiel. Tento spôsob nie je vel’mi
využ́ıvaný vzhl’adom k jeho finančnej náročnosti.

Ďaľśım spôsobom, ako vytvorit’ viacero optických pasćı je rozdelenie laserového zväzku
pomocou polarizačných deličov alebo difrakčnej optiky. Použitie priestorového modulátoru
svetla (SLM), ako difrakčného elementu, poskytuje najväčšiu variabilitu. Schematické
znázornenie optickej pinzety využ́ıvajúcej SLM na polohovanie optickej pasce je na obrázku
3.3. Ďaľsie spôsoby vytvorenia viacerých optických pasćı sú uvedené v [35].

Obr. 3.3: Schematické znázornenie optickej pinzety využ́ıvajúcej SLM na polohovanie
optickej pasce. LS - laserový zdroj, LS - laser, SLM - priestorový modulátor svetla,
MO - mikroskopový objekt́ıv, FP - ohnisková rovina MO. Čiarkovanou čiarou sú naznačené
opticky združené roviny.

Vytvorit’ viacero optických pasćı je možné aj bez rozdelenia pôvodného zväzku, ide
o tzv. časové zdielanie pasćı5, ktoré bolo poṕısané v článku [36]. Základom tejto metódy
je skenovanie laserového zväzku medzi danými poźıciami - miestami kde majú vzniknút’

5Time-sharing optical trapping.
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3.3. METÓDY ZACHYTENIA VIACERÝCH ČASTÍC DO OPTICKEJ PASCI

optické pasce. Častice, na ktoré nepôsob́ı laserový zväzok, v dôsledku Brownovho pohybu
menia svoju polohu a preto frekvencia, s ktorou je optická pasca navrátená do pôvodnej
polohy, muśı byt’ dostatočne vysoká, aby zabránila tomuto pohybu. Na skenovanie optickej
pasce sa využ́ıvajú galvano-optické zrkadlá, piezo-elektrické zrkadlá, akusto-optické alebo
elektro-optické deflektory.

Minimálna opakovacia frekvencia poźıcie optickej pasce tak, aby častica nedifundovala
do prostredia, je podl’a [37] daná vzt’ahom:

ν =
2kBT

(
erf−1(γ)

)2
3πηr3n2

, (3.25)

kde erf−1 je inverzná funkcia k chybovej funkcii erf, γ je pravdepodobnost’, že častica
ostane v oblasti s rozmerom n · a počas jedného cyklu, η je viskozita okolitého prostredia,
r je polomer častice a n je násobok polomeru častice, o ktorý sa môže častica vychýlit’

z rovnovážnej polohy pasce.
Pre časticu s rozmerom r = 1µm umiestnenú vo vode a pre parametre γ = 0, 9,

n = 0, 1 je minimálna skenovacia frekvencia 100 Hz.
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Kapitola 4

Návrh laserovej pinzety
pre koherenciou riadený holografický
mikroskop druhej generácie

V rámci práce [5] bola, ako vhodné riešenie pre CCHM2, vybraná laserová pinzeta polo-
hovaná galvano-optickými (GO) zrkadlami.

Schematické znázornenie pripojenia samostatného modulu laserovej pinzety ku kohe-
renciou riadenému holografickému mikroskopu druhej generácie je zobrazené na obrázku 4.1.

Obr. 4.1: Schematické znázornenie pripojenia modulu laserovej pinzety k CCHM2. LS - la-
serový zdroj, OF - optické vlákno, DM - dichroické zrkadlo, F - filtre, TL - tubusové
šošovky, O - objekt́ıvy, Sp - pozorovaný objekt, RO - referenčný objekt.

Na zavedenie pinzety do CCHM2 je použité dichroické zrkadlo DM, ktoré je umiest-
nené v objektovom ramene medzi mikroskopovým objekt́ıvom a tubusovou šošovkou. Na-
vrhované je, aby do objektového ramena mikroskopu bol pridaný filter F1, aby žiarenie
z laseru optickej pinzety neznižoval kontrast obrazu vo výstupnej rovine CCHM2. Cez
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4.1. LASEROVÁ PINZETA POLOHOVANÁ GO ZRKADLAMI

osvetl’ovaciu sústavu sa taktiež môže laserové žiarenie dostat’ do výstupnej roviny a preto
je navrhované umiestnenie druhého filtra F1 do referenčného ramena.

4.1. Laserová pinzeta polohovaná GO zrkadlami

Na pohyb optickej pasce v rovine vzorky je možné využit’ dvojicu galvano-optických zrka-
diel, ktorých osi otáčania spolu zvierajú uhol 90◦. Takéto usporiadanie má výhodu, že uhol
náklonu každého zo zrkadiel odpovedá posunu optickej pasce pozd́lž pŕıslušnej osi a osi
tvoria ortogonálny systém. Medzi d’aľsie výhody patŕı malá strata výkonu, ktorá je daná
len kvalitou použitých zrkadiel.

Pri zmene uhlu natočenia GO zrkadiel by dochádzalo k orezaniu laserového zväzku
zadnou apertúrou mikroskopového objekt́ıvu. Riešeńım je optické združenie rov́ın prechá-
dzajúcich GO zrkadlami a zadnej apertúry mikroskopového objekt́ıvu.

Schematické znázornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami je zobrazené
na obrázku 4.2

Obr. 4.2: Schematické znázornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami. LS - laser,
GOM - galvano-optické zrkadlá, L - šošovky, MO - mikroskopový objekt́ıv, FP - ohnisková
rovina MO, čiarkovanou čiarou sú vyznačené opticky združené roviny. a) Nevychýlená
optická pasca. b) Vychýlená optická pasca. Prevzaté a upravené z [5].

Optická schéma modulu laserovej pinzety pre CCHM2 je znázornená na obrázku 4.3.
Modul je tvorený konektorom na uchytenie optického vlákna F, kolimačnou šošovkou
L1, galvano-optickými zrkadlami GOM, expandérom laserového zväzku Keplerovho typu,
ktorý pozostáva zo šošoviek L2, L3.

Na rozdiel od optickej schémy uvedenej v časti 4.1 na obrázku 4.2, kde rovina za-
dnej apertúry mikroskopového objekt́ıvu je opticky združená s rovinami prechádzajúcimi
oboma galvano-optickými zrkadlami, je v návrhu laserovej pinzety pre CCHM2 združená
zadná apertúra MO s rovinou v strede medzi GO zrkadlami. Takéto usporiadanie redu-
kuje množstvo použitej optiky, č́ım sa zmenšujú optické vady a zároveň sa aj zmenšuje
samotný modul laserovej pinzety. Nevýhodou navrhovaného usporiadania je posun lase-
rového zväzku v zadnej apertúre MO, čo spôsobuje mierne zńıženie tuhosti optickej pasce.
Umiestneńım GO zrkadiel čo najbližšie k sebe redukuje orezanie laserového zväzku. Aby
bol dosiahnutý čo možno najväčš́ı gradient intenzity v optickej pasci, je mikroskopový
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4. NÁVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Obr. 4.3: Schematické znázornenie modulu laserovej pinzety pre CCHM2. LS - laserový
zdroj, OF - optické vlákno, F - konektor na uchytenie OF, L - šošovky, GOM - galvano-
-optické zrkadlá, DM - dichroické zrkadlo, O1 - objekt́ıv, Sp - pozorovaný objekt, modrou
čiarkovanou čiarou sú vyznačené opticky združené roviny. Prevzaté a upravené z [5].

objekt́ıv ”preṕlňaný”, čo znamená, že priemer laserového zväzku je pred vstupom do ob-
jekt́ıvu väčš́ı ako priemer zadnej apertúry MO.

Optická schéma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadenému holografickému
mikroskopu je zobrazená na obrázku 4.4 na strane 28.

4.2. Výpočet parametrov laserovej pinzety polohova-

nej GO zrkadlami pre CCHM2

Dĺžkové rozmery a uhly natočenia GO zrkadiel vystupujúce vo vzt’ahoch sú graficky
znázornené na obrázku 4.3, resp. 4.4.

Aby laserový zväzok vždy zaṕlňal zadnú apertúru MO, muśı platit’ vzt’ah:

ξ <
Df −Dobj

2
, (4.1)

kde ξ je posun stredu laserového zväzku voči stredu zadnej apertúry MO, Df je priemer
laserového zväzku pred vstupom do MO a Dobj je priemer zadnej apertúry MO.

Pre posun stredu laserového zväzku voči stredu zadnej apertúry MO plat́ı:

Celkový posun: ξ =
√
ξ2x + ξ2y, (4.2)

Posun pozd́lž osi x: ξx =
a

2

f3
f2

tan 2θ1, (4.3)

Posun pozd́lž osi y: ξy =
a

2

f3
f2

tan 2θ2, (4.4)

kde x, y sú osi tvoriace ortogonálny systém súradńıc, f2 (f3) je ohnisková vzdialenost’

šošovky L2 (L3), a je vzdialenost’ medzi GO zrkadlami a θ1 (θ2) je uhol náklonu GOM1

(GOM2).
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4.2. VÝPOČET PARAMETROV LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Obr. 4.4: Optická schéma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadenému holo-
grafickému mikroskopu. S - zdroj svetla, AD - apertúrna clona, F - interferenčný filter,
K - kolektor, BS - deliče, M - zrkadlá, C - kondenzory, O - objekt́ıvy, Sp - pozorovaný
objekt, RO - referencčý objekt, F - filtre, TL - tubusové šošovky, G - blejzovaná reflexná
difrakčná mriežka, OL - výstupné šošovky, OP - výstupná rovina, D - detektory, LS - la-
ser, OF - optické vlákno, F - konektor na uchytenie OF, GOM - galvanooptické zrkadlá,
L - šošovky, DM - dichroické zrkadlo, modrou čiarkovanou čiarou sú vyznačené opticky
združené roviny. Prevzaté a upravené z [5].
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4. NÁVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Ako je vidiet’ z rovńıc 4.2 - 4.4 je pre minimalizovanie straty energie laseru v dôsledku
orezania zväzku zadnou apertúrou MO vhodné volit’ expandér s malým priečným zväčšeńım
Mex (Mex = f3/f2). Toho je možné dosiahnut’ čiastočným rozš́ıreńım zväzku pred vstupom
do expandéru.

Afokálny systém tvorený šošovkami L2 a L3, ktorý slúži ako expandér laserového
zväzku Keplerovho typu, muśı sṕlňat’ podmienku:

c = f2 + f3, (4.5)

Priemer laserového zväzku vstupujúceho do expandéru je daný vzt’ahom:

di = 2f1 tan [arcsin (NA)] , (4.6)

kde f1 je ohnisková vzdialenost’ šošovky L1 aNA je numerická apertúra použitého optického
vlákna. Pri výpočte bolo nahradené optické vlákno bodovým zdrojom, čo pri typických
jednomódových optických vláknach, ktorých priemer je do 100µm, je vhodná aproximácia.

Priemer laserového zväzku vystupujúceho z expandéra muśı sṕlňat’ podmienku 4.1,
čiže by mal byt’ rovný Dobj + 2ξ. Priemer laserového zväzku vystupujúceho z expandéra
je daný vzt’ahom:

Df = di
f3
f2
, (4.7)

Zadná apertúra mikroskopového objekt́ıvu je konjugovaná s rovinou medzi GO zrkad-
lami, ak je splnená podmienka:

(
a

2
+ b

)
=
f2
f3

[
f2 + f3 −

f2
f3

(d+ e+ g)

]
, (4.8)

Posunutie stredu optickej pasce v rovine vzorky je dané vzt’ahom:

Posun stredu optickej pasce pozd́lž osi x: ∆x = 2
f3
f2
fobjθ1, (4.9)

Posun stredu optickej pasce pozd́lž osi y: ∆y = 2
f3
f2
fobjθ2, (4.10)

Celkový posun stredu optickej pasce: ∆ =
√

∆2
x + ∆2

y, (4.11)

kde fobj je ohnisková vzdialenost’ mikroskopového objekt́ıvu.
Aby optická pinzeta bola schopná pracovat’ v celom zornom poli, ktoré CCHM2 po-

skytuje, muśı umožňovat’ výchylku optickej pasce, ktorá je daná vzt’ahom:

∆max =

√
(Npxx |pxx|)

2 +
(
Npxy |pxy|

)2
2

1

MOL

1

Mobj

, (4.12)

kde Npxx (Npxy) je počet pixlov v smere osi x (y), |pxx| (|pxy|) je vel’kost’ pixlu v smere
osi x (y), MOL je zväčšenie výstupnej šošovky v CCHM2 a Mobj je zväčšenie použitého

mikroskopového objekt́ıvu. Osi x, y sú orientované pozd́lž hrán sńımacieho čipu.
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4.3. OPTICKÝ NÁVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

4.3. Optický návrh laserovej pinzety polohovanej GO

zrkadlami pre CCHM2

Jednou z hlavných čast́ı laserovej pinzety je zdroj laserového žiarenia. Pri výbere vhodného
laserového zdroja je nutné brat’ do úvahy viacero faktorov. Nestabilita smeru výstupného
zväzku vedie k náhodným a nechceným pohybom laserovej pasce a nestabilita výstupného
optického výkonu spôsobuje zmenu tuhosti optickej pasce. Pri zachytávańı biologických
vzoriek patŕı medzi dôležité parametre vlnová d́lžka laserového zdroja. Ak by zachytený
biologický objekt mal vysokú mieru absorpcie na vlnovej d́lžke chytacieho laseru mohlo
by dôjst’ k jeho tepelnému poškodeniu. Vhodné vlnové d́lžky sa nachádzajú v bĺızkej
infračervenej oblasti, ktorá je na pomedźı medzi absorpciou biologických chromofórov,
ako hemoglob́ın alebo cytochrómy, vo viditel’nom spektre a zvyšujúcou sa absorpciou vody
v infračervenej oblasti. Na obrázku 4.5 je graf závislosti absorpcie hemoglob́ınu a vody
na vlnovej d́lžke.

Obr. 4.5: Graf závislosti absorpcie hemoglob́ınu (Hb, HbO2) a vody na vlnovej d́lžke.
Prevzaté a upravené z [32].

Optický návrh laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami pre CCHM2 a jeho následná
optimalizácia bola realizovaná v programe ZEMAX, verzia 2005. V návrhu bolo optické
vlákno nahradené bodovým zdrojom s pŕıslušnou numerickou apertúrou (NA = 0, 14)
a mikroskopový objekt́ıv CFI Plan Apo VC 60x Oil.(NA = 1,40, W.D. = 0.13 mm) od spo-
ločnosti Nikon Instruments Inc. bol nahradený paraxiálnou šošovkou pretože výrobca ne-
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4. NÁVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

poskytuje dostatok informácíı, aby objekt́ıv mohol byt’ vložený do simulácie. Ohnisková
vzdialenost’ paraxiálnej šošovky je daná vzt’ahom:

f =
fTL
Mobj

, (4.13)

kde fTL je ohnisková vzdialenost’ tubusovej šošovky použitého mikroskopového objekt́ıvu
a Mobj je jeho zväčšenie.

V návrhu bola, ako detektor D, uvažovaná CCD kamera MR285MC BH (1, 45 M,
9, 0× 6, 7 mm, CCD B/W, IEEE1394A) od spoločnosti Ximea GmbH.

Pre polohovanie laserového zväzku boli vybrané galvano-optické zrkadlá SG20 (20 kpps)
od 6thD - Veselý Jaroslav f.o., ktorých parametre sú uvedené v tabul’ke 4.1.

Tabul’ka 4.1: Parametre galvano-optických zrkadiel SG20 (20 kpps) od 6thD - Veselý Jaro-
slav f.o. ∗pps - bod za jednu sekundu, stanovené pre výchylku zväzku 8◦.

Napájanie 100/250 V AC 50 - 60 Hz
Riadiaci signál ±5 V

Vel’kost’ zrkadiel 6,5× 11 mm
Maximálny uhol náklonu ±20◦

Maximálna skenovacia rýchlost’ 20 kpps∗

Kvôli zvýšeniu odrazivosti bola na odraznú plochu zrkadiel nadeponovaná vrstva
zlata1. Graf závislosti odrazivosti GO zrkadiel na vlnovej d́lžke dopadajúceho žiarenia
je na obrázku 4.6, odrazivost’ pre vlnovú d́lžku 1064 nm je 49%. Pri merańı odrazivosti po-
vrchu GO zrkadiel bola použitá halogen-deutériová lampa DH-2000 od spoločnosti Avan-
tes Ltd. ako zdroj svetla, spektrometer bol použitý Shamrock SR-303i od spoločnosti
Andor Technology PLC, ktorý má Czerny-Turner usporiadanie, kamera bola použitá
iDUS 420BU so zozadu osvetleným CCD čipom, a ako referencia bolo použité zrkadlo
PF10-03-G01 od spoločnosti THORLABS GmbH.

Najlepšie výsledky v simuláciách pri kolimácii laserového zväzku boli dosiahnuté s as-
férickou šošovkou A240-B s ohniskovou vzdialenost’ou 8 mm a priemerom 9,94 mm od spo-
ločnosti THORLABS GmbH. Šošovka je pokrytá antireflexnou vrstvou, ktorej odrazivost’

je menšia ako 1 % pri vlnových d́lžkach v intervale (625− 1075) nm.
Pre expandér boli dosiahnuté najlepšie výsledky simulácíı s použit́ım šošoviek TECHS-

PEC Near IR doublets od firmy EDMUND OPTICS Inc. Ako šošovka L2 bola použitá
NT45-800 s ohniskovou vzdialenost’ou 35 mm a priemerom 25 mm a ako šošovka L3 je použi-
tá NT47-319 s ohniskovou vzdialenost’ou 200 mm a priemerom 50 mm.

Počiatočné parametre pri optimalizácii boli vypoč́ıtané podl’a vzt’ahov uvedených v časti
4.2. Optimalizovaná bola vel’kost’ stopy v troch miestach2 v ohniskovej rovine mikrosko-
pového objekt́ıvu. Ciel’om bolo dosiahnut’ simuláciu s výsledkom, kde by stopa zväzku bola
výrazne menšia ako difrakčný limit sústavy, čo by znamenalo vykorigovanie optických vád

1Vrstvu nadeponoval Ing. Petr Dvořák na VUT FSI UFI.
2Optická pasca v strede zorného pola, v 70% z maximálnej výchylky, čomu odpovedá uhol náklonu

GO zrkadiel 0,98◦ a 1,33◦ a na kraji zorného pola, čomu odpovedá uhol náklonu GO zrkadiel 1,4◦ a 1,9◦.
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Obr. 4.6: Graf závislosti odrazivosti GO zrkadiel na vlnovej d́lžke dopadajúceho žiarenia.

a pribĺıženie sa k maximálnj možnej vel’kosti gradientu intenzity laserového zväzku v ro-
vine vzorky. V tabul’ke 4.2 sú uvedené optimalizované parametre optickej pinzety.

Na obrázku 4.7 sú zobrazené spot diagramy v mieste ohniska mikroskopového ob-
jekt́ıvu, ktoré zobrazujú umiestnenie trasovaných lúčov optickým systémom v zvolenej
rovine, takže predstavuje vel’kost’ stopy zväzku po započ́ıtańı optických vád bez difrak-
cie. Kružnica v obrázku predstavuje Airyho disk sústavy - difrakčný limit sústavy, čiže
vel’kost’ stopy, ak by optický systém nebol zat’ažený geometrickými optickými vadami, ale
len difrakciou. Je vidiet’, že systém je takmer bez geometrických optických vád. Tomu
zodpovedá aj graf na obrázku 4.8, ktorý udáva závislost’ množstva energie v ohnisku
mikroskopového objekt́ıvu, ktorá sa nachádza v oblasti uzatvorenej kružnicou s daným
polomerom. Stred kružnice je vztiahnutý k hlavnému lúču. Krivky označené ako

”
dif-

rakčný limit“ predstavujú ideálny stav, t.j. maximálne možné množstvo energie v ob-
lasti, ak by optický systém laserovej pinzety bol zat’ažený len difrakciou. Krivky označené
ako

”
simulácia“ predstavujú množstvo energie v danej oblasti pre optický systém lase-

rovej pinzety zat’ažený geometrickými optickými vadami. V grafe je vidiet’, že krivky
pre nevychýlenú optickú pascu sa ĺı̌sia málo, čo odpovedá vykorigovaným geometrickým
optickým vadám a krivky pre maximálne vychýlenú optickú pascu sa ĺı̌sia mierne viac. Pre
maximálne vychýlenú optickú pascu sa prejavujú geometrické optické vady. Na obrázku
4.9 je zobrazená simulácia rozloženia svetelného výkonu v ohniskovej rovine mikrosko-
pového objekt́ıvu rovnobežne s optickou osou pre nevychýlenú (4.9a) a plne vychýlenú
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Tabul’ka 4.2: Optimalizované parametre optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami.
R - polomer krivosti, T - osová š́ırka, D - priemer, k -

”
conic constant“, A2 - A8 - asférické

koeficienty. Asférická plocha je daná rovnicou: z = r2

R

(
1+
√

1−(1+k)r2/R2

) + A2r
2 + A4r

4 +

A6r
6 + A8r

8, kde z je osová vzdialenost’ meraná od vrcholu šošovky a r je vzdialenost’

od osi. Vzdialenosti týkajúce sa šošoviek sú merané od vrcholov.

Povrch Komentár R [mm] T [mm] Sklo D[mm]
OBJ |OF, L1| ∞ 5,86

1 L1 632,73 3,69 S-LAL13 10
2* L1 -5,48 10

STO |L1, GOM1| ∞ 30
4 GOM1 ∞ Zrkadlo 3,3
5 a ∞ 6,5
6 GOM1 ∞ Zrkadlo 4,3
7 b ∞ 17.8
8 L2 87,52 4 N-SF6 25
9 L2 20,11 11 N-LAK22 25
10 L2 -23,4 25
11 c ∞ 233,29
12 L3 112,88 9 N-LAK22 50
13 L3 -112,88 5,5 N-SF6 50
14 L3 -1415,62 50
15 d ∞ 153
16 DM ∞ Zrkadlo 28,8
17 e ∞ 120
18 Zadná Apertúra MO ∞ 3,3 12

Paraxial MO, fobj = 3, 3mm 3,3 12

2*
k [-] A2 [mm−1] A4 [mm−3] A6 [mm−5] A8 [mm−7]

0,0000 0,0000 -50,9290×10−5 -0,1286×10−5 -0,0870×10−5

optickú pascu (4.9b), je zahnutá interferencia a difrakcia laserového zväzku pri prechode
jednotlivými elementmi optického systému laserovej pinzety.
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Obr. 4.7: Spot diagram v mieste ohniska mikroskopového objekt́ıvu. a) Nevychýlená
optická pasca. b) Vychýlená optická pasca - 70 % z maximálnej výchylky. c) Optická
pasca na kraji zorného pola. Kružnica predstavuje Airyho disk sústavy.

Obr. 4.8: Graf závislosti množstva energie, ktorá sa nachádza v oblasti uzatvorenej
kružnicou s daným polomerom. Stred kružnice je vztiahnutý k hlavnému lúču.
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Obr. 4.9: Normovaný svetelný výkon, ktorý prechádza jednotkou plochy v ohniskovej
rovine objekt́ıvu. a) Nevychýlená optická pasca. b) Maximálne vychýlená optická pasca.

4.4. Mechanický návrh laserovej pinzety polohovanej

GO zrkadlami pre CCHM2

Návrh mechanického riešenia laserovej pinzety pre CCHM2 bol vytvorený ako 3D model,
v programe SolidWORKS 2006, ktorý je na obrázku 4.10. Z modelu mechanického riešenia
bola vytvorená výrobná dokumentácia, ktorá je priložená v pŕılohe. Mechanický model
je možné rozdelit’ do štyroch čast́ı: manipulátor optického vlákna, kolimátor laserového
zväzku, držiak galvano-optických zrkadiel a expandér laserového zväzku.

Obr. 4.10: 3D model laserovej pinzety pre CCHM2.
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4.4. MECHANICKÝ NÁVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

V d’aľsom texte sa č́ıselné popisy vzt’ahujú k obrázkom 4.11, 4.12, 4.13 a 4.14. Farby
v obrázkoch sú vyrobené umelo, aby bolo možné jednotlivé diely lepšie od seba odĺı̌sit’.
Diely sú vyrobené zo zliatiny hlińıku, oceli a fosforového bronzu.

4.4.1. Manipulátor optického vlákna a kolimátor laserového zväzku

Na obrázkoch 4.11 a 4.12 je zobrazený 3D model konektoru a manipulátoru optického
vlákna spolu s kolimátorom laserového zväzku.

Hlavnú čast’ manipulátoru optického vlákna tvoŕı pohyblivý kameň (16), ktorý je po-
lohovaný v rovine kolmej k optickej ose pomocou dvojice nastavovaćıch skrutiek (10).
Stály kontakt medzi kameňom a nastavovaćımi skrutkami je zaistený pomocou t’ažnej
pružiny (11). Správne vedenie kameňa v púzdre manipulátora (9) zaist’uje krycia doska
(13). Optické vlákno (14) ukončené APC ferulou je uchytené v FC/PC adaptéry (15),
ktorý je naskrutkovaný v pohyblivom kameni (16). Konektor je fixovaný vo svojej po-
lohe pomocou aretačného prstenca (12). Vzhl’adom k neštandardnému závitu na FC/PC
adaptéri3 (15) bol pohyblivý kameň vyrobený opracovańım komerčne dostupného dielu4

od firmy THORLABS GmbH. Spolu s týmto dielom je dodávaný aj aretačný prstenec
(12).

Pomocou kolimátora laserového zväzku je možné nastavovat’ vzdialenost’ pozd́lž osi me-
dzi koncom optického vlákna (14) a kolimačnou šošovkou (7), ktorá je uložená v tubuse (4)
a fixovaná pŕıtlačnou maticou (8). Spojenie kolimátora laserového zväzku a manipulátoru
optického vlákna je realizované ustanovaćım šróbom (6). Nastavovanie polohy kolimačnej
šošovky voči optickému vláknu je realizované točeńım ustanovacej matice (2), ktorá sa
môže vol’ne otáčat’ okolo tubusu a jej poloha je zaistená aretačným prstencom (1). Stály
kontakt medzi tubusom a ustanovacou maticou je zaistený závitom s jemným stúpańım
a vôl’a v ňom je vymedzená pomocou tlačnej pružiny (35). Vedenie ustanovacieho šróbu
je zaistené pomocou drážky s perom (5), toto vedenie taktiež zaist’uje, aby sa kolimačná
šošovka (7) nemohla otáčat’ okolo svojej osi.

4.4.2. Držiak galvano-optických zrkadiel

Na obrázku 4.13 je zobrazený 3D model držiaku galvano-optických zrkadiel. Hlavnou
úlohou tejto podzostavy je nastavenie odrazných plôch GO zrkadiel tak, aby optická
os sústavy prechádzala ich stredmi.

GO zrkadlo (24, resp. 31) je uchytené vo vodiacom kameni (23, resp. 21). Na ustave-
nie polohy GO zrkadla vo vodiacom kameni je použitá skrutka prechádzajúci vodiacim
kameňom, ktorý cez gumový element tlač́ı na GO zrkadlo a to je ovládané pomocou na-
stavovacej skrutky (18, resp. 28). Stály kontakt medzi vodiacim kameňom a nastavovacou
skrutkou je zaistený pomocou tlačných pruž́ın6, ktoré sú vedené7, aby bola zaistená ich

3SM05FC - FC/PC Fiber Adapter Plate with External SM05 (0.53540) Thread
4CP11 - SM05-Threaded 30 mm Cage Plate, 0.35”
5VD-288Z-13 od spoločnosti Gutekunst + Co.KG.
6Na obrázku 4.13 je vidiet’ jednu z tlačných pruž́ın 29.
7Na obrázku 4.13 je vidiet’ jedno z vedeńı pruž́ın 34. Výrobná dokumentácia k druhému vedeniu je

uvedená v pŕılohe pod označeńım 34b.
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Obr. 4.11: 3D model manipulátoru optického vlákna a kolimátou laserového zväzku.
2 - ustanovacia matica, 6 - ustanovaćı šrób, 9 - púzdro manipulátora, 10 - nastavova-
cie skrutky, 13 - krycia doska, 14 - optické vlákno, 16 - pohyblivý kameň.

vzperná stabilita. Vodiaci kameň je suvne vložený vo vodiacich doskách (19, resp. 30).
Správne vedenie vodiaceho kameňa, ktorého hrúbka je o 0, 5 mm väčšia ako hrúbka dielu
19, resp. 30, je realizované pomocou pŕıtlačných lamiel (22, 25, resp. 20, 27), ktorých
konce sú vyhnuté kvôli zvýšeniu ich tuhosti.

Spojenie držiaku GO zrkadiel s kolimátorom laserového zväzku a s expandérom lase-
rového zväzku je realizované prechodovými doskami (33, resp. 32).

Kvôli zńıženiu množstva svetla, ktoré preniká do sústavy a zvýšeniu tuhosti držiaku
GO zrkadiel, sú pridané krycie dosky (17, 26).

4.4.3. Expandér laserového zväzku

Expandér laserového zväzku, ktorého 3D model je zobrazený na obrázku 4.14, plńı dve
funkcie. Umožňuje vytvorenie afokálného systému, slúžiaceho na rozš́ırenie laserového
zväzku, pomocou nastavenia vzájomnej vzdialenosti medzi šošovkami L2 (36) a L3 (48)
a taktiež umožňuje nastavit’ vzdialenost’ roviny medzi GO zrkadlami a L2 (bez toho, aby
sa menila vzdialenost’ medzi L2 a L3), č́ım umožňuje variabilitu požadovanej vzdialenosti
medzi L3 a zadnou apertúrou mikroskopového objekt́ıvu.
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Obr. 4.12: Rez 3D modelom manipulátoru optického vlákna a kolimátoru laserového
zväzku. 1 - aretačný prstenec, 2 - ustanovacia matica, 3 - tlačná pružina, 4 - tubus,
5 - pero. 6 - ustanovaćı šrób, 7 - kolimačná šošovka, 8 - pŕıtlačná matica, 9 - púzdro mani-
pulátora, 10 - nastavovacia skrutka, 11 - t’ažná pružina, 12 - aretačný prstenec, 13 - krycia
doska, 14 - optické vlákno, 15 - FC/PC adaptér, 16 - pohyblivý kameň.
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Obr. 4.13: 3D model držiaku galvano-optických zrkadiel. 17, 26 - krycie dosky, 18, 28 - na-
stavovacie skrutky, 19, 30 - vodiace dosky, 20, 22, 25, 27 - pŕıtlačné lamely, 21, 23 - vodiace
kamene, 24, 31 - GO zrkadlá, 29 - tlačná pružina, 32, 33 - prechodové dosky, 34 - vedenie
pružiny.
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4.5. NÁVRH NAPÁJANIA LASEROVEJ DIÓDY

Spojenie expandéru laserového zväzku a držiaku GO zrkadiel je realizované kon-
jugačným šróbom (39). Otáčańım konjugačnej matice (40), ktorej poloha je fixovaná
pomocou aretačného prstenca (42), je možné nastavit’ vzdialenost’ L2 a roviny medzi GO
zrkadlami. Vzdialenost’ je možné menit’ v rozsahu, ktorému odpovedá interval vzdialenosti
medzi L3 a zadnou apertúrou MO od 60 do 460 mm tak, aby bola splnená podmienka kon-
jugovanosti. Vôl’a v závite medzi konjugačným šróbom a konjugačnou maticou je zaistená
tlačnou pružinou (41)8.

Otáčańım expandérovej matice (44), ktorej poloha je fixovaná pomocou aretačného
prstenca (43), je možné nastavit’ vzdialenost’ medzi šošovkami L2 a L3. Vôl’a v závite
medzi expandérovou maticou a expandérovým šróbom (45) je zaistená pomocou tlačnej
pružiny (47)9.

Expandérový šrób slúži taktiež ako držiak šošovky L3, ktorej poloha je fixovaná pŕıtlač-
nou maticou (49). Expandérový tubus (37) slúži ako držiak šošovky L2, ktorej poloha je
fixovaná pŕıtlačnou maticou (35). Správne vedenie jednotlivých dielov je realizované pomo-
cou pier (38, 46) s drážkami. Pŕıruba (50) slúži na pripojenie laserovej pinzety k CCHM2
a taktiež zaist’uje zosúladenie optickej osi CCHM2 a modulu laserovej pinzety.

4.5. Návrh napájania laserovej diódy

Ako zdroj žiarenia pre laserovú pinzetu je zvolená gálium-arsenidová laserová dióda
Lumics LU1064M45 (vlnová d́lžka 1064 nm, maximálny výkon v kontinuálnom móde
450 mW, maximálny výkon v pulznom móde 1200 mW), ktorá v kontinuálnom móde pra-
cuje pri napät́ı 1,75 V. Zmenou vel’kosti napájacieho prúdu je možné menit’ optický výkon
diódy, ktorý je daný vzt’ahom10:

Pdiod[mW] =

{
0 . . . 0 < I < 64 [mA]

0, 62I − 40 . . . 64 ≤ I < 800 [mA]
(4.14)

kde I je vel’kost’ prúdu pretekajúceho diódou.
Vzhl’adom k strmosti voltampérovej charakteristiky polovodičových diód bol upred-

nostnený prúdový napájaćı zdroj pred napät’ovým. Navrhovaný prúdový zdroj je možné
rozdelit’ na štyri časti: riadiaca karta pripojitel’ná k PC, 8 bitový digitálno-analógový pre-
vodńık, exekučná čast’, externý napájaćı zdroj. Schéma zapojenia navrhovaného prúdového
zdroja je na obrázku 4.15.

Ako riadiaca karta bola zvolená NI USB-6008 obsahujúca dva analógové výstupy, tie
sú použité na ovládanie GO zrkadiel. Z digitálnych výstupov bol zostavený 8 bitový di-
gitálno-analógový prevodńık, umožňujúci nastavenie 256 hodnôt, podl’a toho ako sú uspo-
riadané logické jednotky a nuly na digitálnych výstupoch karty.

Zapojenie digitálno-analógového prevodńıka je zobrazené v l’avej časti obrázku 4.15.
Ak je maximálny optický výkon rozdelený na 256 hodnôt tak, aby hodnota označená
ako 1 odpovedala nulovému optickému výkonu a hodnota 256 odpovedala maximálnemu

8VD-288Z-13 od spoločnosti Gutekunst + Co.KG.
9D-263VH od spoločnosti Gutekunst + Co.KG.

10Vzt’ah vznikol lineárnou regresiou výrobcom dodávaných dát.
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Obr. 4.14: 3D model expandér laserového zväzku. 35, 49 - pŕıtlačné matice, 36 - L2,
37 - expandérový tubus, 38, 46 - perá, 39 - konjugačný šrób, 40 - konjugačná matica, 41,
47 - tlačné pružiny, 42, 43 - aretačné prstence, 44 - expandérová matica, 45 - expandérový
šrób, 48 - L3, 50 - pŕıruba.

41






























