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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva navrhem osvétlovaci soustavy do konfokalniho mikroskopu
Confocal 2002. Prvni ¢ast prace popisuje konfokalni mikroskop a jeho rozdéleni. Pro
spravnou funkci mikroskopu je nutné osvétlovat pozorovany vzorek intenzivnim zdrojem
bilého svétla. Na zakladé analyzy resSerse je vybrana vhodna LED dioda. V praktické Casti
bylo navrzeno osm soustav, které byly sestaveny a jejich parametry nasledné proméreny. Na
zakladé porovnani ziskanych parametra byla vybrana nejvhodn€jsi soustava, pro kterou byla
navrzena konstrukce.

Klicova slova

konfokalni mikroskop, LED dioda, Kéhlerovo osvétleni, ZEMAX, TIR reflektor

Summary

The objective of this bachelor thesis was to design illumination assemblage in confocal
microscope Confocal 2002. First part of this paper describes types and components of
confocal microscopes. For correct function of the microscope, high-power illumination by a
white light emmiter is required. Based on the analysis of the background research, suitable
LED diode was selected. In experimental part of this work, eight optical systems are
proposed, that has been assembled and evaluated. Based on the evaluation of obtained
paramteres, the optimal assemblage was selected and designed for production.
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Uvod

Mezi jedno z nejpouzivangjSich metod optické mikroskopie patfi konfokalni
mikroskopie. Divody Castého vyhledavani této metody jsou nové moznosti pozorovani
a analyza zejména biologickych vzorkid. Princip konfokalniho mikroskopu si nechal
patentovat americky védec M. Minsky v roce 1957 [1]. Na Ustavu fyzikalniho
inzenyrstvi VUT v Brné je umistén konfokalni mikroskop Confocal 2002. V roce 1965
byl tento mikroskop navrzen a zkonstruovan ceskymi védci Mojmirem Petraném a
Milanem Hadravskym a v roce 1968 byl patentovan [2]. Pii zobrazovani dochazi k
velkym ztratam svétla, proto je dulezité osvétlovat mikroskop vysoce vykonnym
zdrojem. Jako puvodni zdroj svétla je pouzita vysokotlakova rtutova vybojka, ktera
dosahuje velkych vykond, avsak si klade vysoké naroky na chlazeni.

Bakalarska prace se zabyva navrhem osvétlovaci soustavy pro konfokalni mikroskop
Confocal 2002, ktera umozni preneseni co nejvéetSiho svételného vykonu ze zdroje na
vzorek. Navrh optické soustavy je zapotiebi pfizpusobit stavajicimu zastavbovému
prostoru a optickym parametrim mikroskopu. Soustava musi byt nasledné
optimalizovana a experimentalné otestovana.

Hlavni cile prace jsou:

e provést pruzkum trhu a vybrat vhodny LED zdroj,

e navrhnout optické schéma osvétlovaci soustavy,

e provést optimalizaci navrzené osvétlovaci soustavy,

e experimentalné otestovat optické parametry navrzené osvétlovaci
soustavy,

e vypracovat vykresovou dokumentaci finalizovaného osvétlovaci
soustavy.



1 Princip konfokalniho mikroskopu

Pro zkoumani tenkych biologickych vzorka se diive pouzivaly klasické mikroskopy,
které bez problému pozorovaly tenké fezy biologickymi vzorky. Problém nastal pfi
pozorovani trojrozmérnych biologickych vzorkt, kde byl obraz zkoumaného vzorku
ruSen rozostfenymi obrazy z rovin mimo hloubku ostrosti objektivu. V roce 1957 byl
poprvé popsan a patentovan prvni konfokalni mikroskop Marvinem Minskym [1]. V té
dobé vsak zlstal bez odezvy, protoze nenasel vhodny zdroj svétla. Konfokalni
mikroskop nabizi n€kolik vyhod oproti klasickym optickym mikroskopim. Tou
nejvyznamnéjsi z nich je osova rozliSovaci schopnost, ktera je dana detekci svétla pouze
z obrazové roviny objektivu.

Objektiv ~ YZorek
Polopropustny ¢len
Clona

Zdroj svétla |<T \>3

e | ClODNIA

Detektor svétla

Obrazek 1: Schéma konfokalniho mikroskopu. Pievzato z [3] a upraveno.

Hlavni vyhoda je, ze mikroskop osvétluje vzorek bodovym zdrojem velmi malého
pruméru tak, aby dopadajici svétlo na vzorek bylo optickym systémem soustiedéno do
jednoho bodu. Osvétleny bod je zobrazen objektivem na detektor, pfed kterym je
umisténa clona. Je-li obéma clonami synchronné rastrovano, je ziskan obraz vzorku bod
po bodu. Schéma konfokalniho mikroskopu je zobrazeno na obrazku 1. Svétlo z rovin,
mimo rovinu ostrosti obrazu, jsou touto clonou odfiltrovano a nepfispiva ke tvorbé
obrazu (viz obrazek 2) [4]. Zaclonénim svétla z nezaostfené Casti vzorku dochazi ke
zvySeni kontrastu a nasledné mohou byt sledovany jemnéjsi detaily [5].



a) " - b)

Obrazek 2: Zobrazeni t¢hoz vzorku a) konvenénim optickym mikroskopem a b) konfokalnim
mikroskopem. Pievzato z [6].

Diky vysokeé kvalité zobrazeni vzorku se konfokalni mikroskop stal v posledni dobé
popularni obzvlasté v biologickych aplikacich. Dalsi vyhodou jsou kvalitni optické fezy
a leps§i pozorovani trojrozmérnych objekti (viz obrazek 3). Pfi zkoumani tlustych
vzorkt neni kvalita zobrazeni negativné ovlivnéna prekryvanim obrazu roviny, do niz je
mikroskop prave zaostien, s neostrymi obrazy rovin lezicich nad ni a pod ni. Prostorova
rekonstrukce objektd vznika na zakladeé nékolika desitek az stovek optickych fezu, jez
jsou postupné snimany pii plynulé zmeéné hloubky zaostieni [2]. Tato schopnost
konfokalniho mikroskopu se vyuziva pfi studiu povrchovych vlastnosti materiala a pfi
biologickych vyzkumech.

Obrazek 3: Mikrotubuly v mysi jaterni burice. a) klasicka mikroskopie, b)-d) konfokalni
fluorescencni mikroskopie. Pfevzato z [2] a upraveno.

RozliSovaci schopnost konfokalniho mikroskopu zavisi na numerické apertuie
objektivu, na vinové délce pouzitého svétla a na pruméru konfokalni clony. Pokud je
tento prumér roven nejvyse 1/4 Airyho krouzku bodové rozptylové funkce mikroskopu,
je ziskana maximalni rozliSovaci schopnost mikroskopu. ZmenSovanim konfokalni
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clony dochézi k poklesu intenzity svétla v obraze a pti zminéné velikosti clona propusti
pouze méné nez 10% svétla. Proto se obvykle voli primér clony tak, aby propustila
zhruba 50-75% svétla [7].

1.1 Typy konfokalnich mikroskopii

1.1.1 Laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop

Laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop LSCM (Laser Scanning Confocal
Microscope) je v soucastné dobé€ jeden z nejpouzivanéjSich konfokalnich mikroskopa.
Prvni laserovy konfokalni mikroskop byl vyroben v roce 1978. Jako intenzivni bodovy
zdroj svétla se vyuziva laserovy paprsek, ktery je fokusovan na clonu osvétlovace. Dale
je osvétlovaci svazek dichroickym zrcadlem odrazen a pfes mikroskopovy objektiv
osvétluje pozorovany vzorek. Obraz clony je jim fokusovan do bodu, jehoz pramér
odpovida rozliSovaci mezi mikroskopu. Mikroskopovym objektivem se pak sbira
fluoresencni zateni, které je vzorkem emitovano. Svétlo dale prochazi pres dichroické
zrcadlo na clonu pred detektorem. Tato clona blokuje zafeni pochéazejici z oblasti mimo
ohniskovou rovinu mikroskopu. Detektor je fotondsobi¢, ktery je pfipojen k pocitaci.
Obéma clonami je rastrovano a tim je obraz skenovan. Pocita¢ zaroven dostava
informace o soufadnicich snimaného bodu. Na zakladé téchto informaci se sklada bod
po bodu konecny obraz (viz obrazek 4) [2,8].

Zpusoby rastrovani se lisi dle konstrukce mikroskopu. Nejcastéjsi zpisoby skenovani
jsou pomoci:

e rozmitani laserového paprsku,

e pficnym posuvem vzorku pied objektivem,

e posuvem objektivu nad vzorkem.



Detektor

Clona

Dichroické zrcadlo

Clona

Objektiv

Vzorek

Obrazek 4: Princip laserového konfokalniho mikroskopu. Pfevzato z [9] a upraveno.

Laserovy konfokalni mikroskop ma spoustu vyhod. Mezi hlavni vyhody patii vysoké
rozliSeni pii vysoké ostrosti obrazu, moznost optickych fezii, pozorovani vzorkt i pod
jeho povrchem a rekonstrukce trojrozmérnych obrazci. Dale je moZno pozorovat
nevodivé a porézni (neni potieba vakua) materialy. Obrazy optickych fezii vznikaji
v digitalni forme a lze je proto dale upravovat a pocitaCové zpracovat [10].

1.1.2 Rastrovaci tandemovy konfokalni mikroskop

Rastrovaci tandemovy konfokalni mikroskop TSCM (Tandem Scanning Confocal
Microscopy) vyuziva rotujici Nipkowtv kotou¢ misto skenovaciho zafizeni. Nipkowiv
kotou¢ byl patentovan v roce 1884 a pouzival se k tfadkovani obrazu v zacatcich
televize.V kotouc¢i je tfada clonek usporadanych v Archimédovych spiralach (viz
obrazek 5). V kazdém okamziku jsou k dispozici dvé stejna pole direk, pootoCenych
viaci sobé o 180°. Jedna soustava direk slouzi pro osvétleni vzorku, druha pro
propousténi svétla, které bylo odrazeno osvétlenymi body ze zaostiené obrazové roviny
[11]. Disk rotuje s frekvenci az desitky Hz. Vzorek pozorujeme bud v readlném case
okem nebo chlazenou CCD kamerou. Vyhodou je vysoka rychlost snimani, predevsim
pii sledovani zivych bun€k a neni tfeba rastrovacich pohybt clon. Tento princip byl
navrzen Ceskymi védci M. Petraiem a M. Hadravskym v roce 1986 [2].



Nipkowuv disk

-~

~

Clona Archimédova spirala

Obrazek 5: Nipkowtv disk. Prevzato z [12] a upraveno.

Mezi dalsi druhy TSCM patii rastrovani pomoci Yokogowa disku. Firma Yokogawa
Electric vymyslela novy fluoresCencni systém, ktery se sklada ze dvou koaxialné
usporadanych disk, Nipkowova disku a Yokogowa disku, mezi které bylo vlozeno
dichroické zrcadlo. Kazdy disk obsahuje pfiblizné¢ 20 000 direk, usporadanych ve
spiralach. Horni disk je tvofen sklenénou deskou obsahujici Fresnelovy mikrococky,

které slouzi k zachyceni co nejvétsiho mnozstvi svétla laserového svazku (viz obrazek
6).

Vstupujici svétlo

Mikrococky

Clona - . Svétlo soustfedéné na

Nipkowuv disk

Obrazek 6: Yokogowa disk. Pfevzato z [13] a upraveno.

Svétlo laseru dopada na Yokogowuv disk. Paprsky jsou mikrocockami fokusovany
pres dichroické zrcadlo na Nipkowuv disk. Svitici clony Nipkowova disku jsou
objektivem zobrazeny na vzorek. Svétlo, které je vzorkem odrazeno zpét, prochazi pres
Nipkowuv disk a odrazem od dichroického zrcadla na cip kamery [13]. Schéma
principu konfokalniho mikroskopu na principt dvou diskt je zobrazeno na obrazku 7.



Disk s mikro¢oc¢kami =17

/ﬁ'.-q
= =

Laser

Mikrococky

Kamera

Nipkowuv disk

Objektiv

Vzorek

Obrazek 7: Schéma skenovani u skenovaciho konfokalniho mikroskopu na principu dvou
rotujicich disku. Prevzato z [ 13] a upraveno.
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2 Konfokalni mikroskop Confonfocal 2002

Konfokalni mikroskop Confocal 2002 je umistén na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi
VUT v Brné. Jak bylo zminéno v ¢asti 2.1.2, byl tento mikroskop zkonstruovan ceskymi
veédci Mojmirem Petraném, Milanem Hadravskym a Miroslavem Malym v roce 1986 a
jedna se o konfokalni mikroskop s dualnim rastrovanim TSCM (viz obrazek 8).

OVLADACI JEDNOTKA
POHONU DISKU

ZDROJ OSVETLOVACI
SOUSTAVY

Obrazek 8: Sestava konfokalniho mikroskopu Confocal 2002. Pievzato z [4].

Timto pfistrojem byly poprvé ziskany kvalitni optické fezy tlustym preparatem,
konkrétné mozkovou tkani [14]. Mikroskop je tvofen objektivem, okularem, Sesti
cockami osvétlovaci soustavy, zrcatky a jednim polopropustnym delicem. Optické fezy
jsou tvoreny v realném cCase.
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Obrazek 9: Hlava konfokalniho mikroskopu Confocal 2002. Prevzato z [4]. 1 - Nipkowav
kotouc, 2 - objektiv, 4,5,6,8,9 - zrcatka, 7 - polopropustny déli¢, 10 - polni ¢ocka.

Hlava konfokalniho mikroskopu a jeji uspofadani je zobrazeno na obrazku 9.
Paprsky ptichazi z osvétlovace, jsou zrcadlem 9 odrazeny, prochézi polni coc¢kou 10 a
osvétluji Nipkowuav disk 1. Po priichodu diskem 1 jsou polopropustnym délicem 7 a
dalSimi zrcadly 4,8 odrazeny a prochazi objektivem 2 az na povrch vzorku. Zde jsou
odrazeny a putuji znovu pres objektiv 2, zrcadlo 8 a polopropustnym délicem 7
tentokrat prochazi. Dalsimi dvéma zrcadly 5,6 jsou smétovany pies Nipkowutv disk 1 do
okularu 3. Soustava zrcadel 4-6 a polopropustnym déli¢em 7 musi byt velice presné
sefizena, aby zajistila prichod odpovidajicimi otvory na druhé strané Nipkowova disku
1.

Jako puvodni zdroj mikroskopu se vyuzivala vysokotlakova rtutova vybojka
s kratkym obloukem Osram HBO 200W/2 TM L1 [4]. Jelikoz je svétlo z vybojky
vyzatovano pod velkym vyzafovacim uhlem a tento uhel neni vhodné usmérnén
osvétlovacem, je vyuzitd pouze mala cast celkového svételného toku vybojky.

12



3 Osvétlovaci soustavy v optické mikroskopii

Jelikoz pfi pozorovani v klasické mikroskopii vzorky nevysilaji své vlastni svétlo, musi
byt pfi pozorovani prosvétlovany, nebo osvétlovany podle toho, jedna-li se o vzorek
pruhledny nebo neprihledny. Aby se vyuzilo veSkerych optickych vlastnosti
mikroskopu, musi byt bézné rozptylujici vzorek osvétlen tak, aby byla plné€ vyuzita
numericka apertura kondenzoru. Ta je bézné volena piiblizné 70% numerické apertury
objektivu, pokud toto neni dodrzeno, numericka apertura objektivu neni zcela vyplnéna
paprsky a nebude plné vyuzito rozliSovaci schopnosti objektivu [15]. Pfi pozorovani
vzorku pak nejsou rozliSeny veskeré detaily. VIliv mensi apertury paprsku, které
vychazeji ze vzorku, nez je numericka apertura objektivu nelze kompenzovat zvySenim
jasu svételného zdroje. Osvétlovaci soustavy se navrhuji na zakladé vlastnosti vzorku,
zda je pruhledny nebo neprihledny a podle jeho rozptylovacich vlastnosti. Je-li vzorek
nerozptylujici, nebo slabé rozptylujici musi byt numerické apertura kondenzoru shodna
s numerickou aperturou objektivu. Optické soustavy pracuji s umélymi zdroji svétla,
které nahradily pfirozeny zdroj svétla. Zafeni zdroju nelze pouzit pfimo bez Upravy
tvart svazkl zafeni, pomoci kolektoru a kondenzoru, které tvoii osvétlovaci systém.

Kolektory mohou byt jednoclenné nebo slozené z vice cocek. U kolektori je
zapotiebi peclivé korigovat otvorovou vadu. Prvni ¢ocka se nazyva sbérna cocka a jejim
ukol je zachytit co nejvice paprski vyzatovanych ze zdroje. Pro velké apertury zdroje
se jako sbérné ¢ocky pouzivaji meniskové Cocky. Osvétlovaci systém musi zajistit, aby
bylo celé zorné pole osvétleno rovhomémé a osvétlovaci svazek vyplnil pupilu
objektivu. Pro rovnomérné osvétleni zorného pole je nutno zachovat systém pupil
z geometrické optiky. Vystupni pupila osvétlovaciho systému musi splyvat se vstupni
pupilou mikroskopového objektivu [16]. Dle historického hlediska délime principy
osvétleni na kritické a Kohlerovo.

3.1 Kiritické osvétleni

Tato metoda osvétleni mikroskopu byla poprvé vynalezena britskym védcem Edvardem
Nelsonem. Kritické neboli Nelsonovo osvétleni spoléhd na vytvoreni obrazu zdroje za
pouziti kondenzoru. Zdroj svétla musi byt homogenni a umistény co nejdal od
kondenzoru, aby paprsky dopadaly na vzorek pod co nejvétSim uhlem [17]. Pii
kritickém osvétleni je obraz zdroje vytvofen piimo do roviny vzorku pomoci
kondenzoru (viz obrazek 10a)). Pred kondenzorem lezi aperturni clona. Zménou
velikosti otvoru aperturni clony miZzeme regulovat aperturu osvétlovaciho svazku. Polni
clona je umisténa tésné za zdrojem a vymezuje zorné pole a zobrazuje se spolu se
zdrojem pfimo na vzorek. Kritické osvétleni neni vhodné v pripadé€, kdy jas zdroje neni
rovnomémy, protoze dochédzi k nerovnomémému osvétleni vzorku. V dnesni dobé se
mikroskopy osvétluji zdroji, které vyzafuji nerovnomérné svétlo. Z toho divodu se jiz
kritické osvétleni nepouziva a nahradilo jej Kohlerovo osvétleni.
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3.2 Kohlerovo osvétleni

Kohlerovo osvétleni bylo poprvé predstaveno v roce 1893 Augustem Kohlerem [18].
Toto osvétleni je dnes nejpouzivané]si, protoze umoziuje plného vyuziti potencialu
mikroskopu. Kohlerovo osvétleni se li§i od kritického tim, ze zdroj svétla se
nezobrazuje piimo na vzorek ale do vstupni pupily kondenzoru. Zdroj je kolektorem
zobrazen do aperturni clony a vznikd zvétSeny obraz zdroje. Aperturni clona urcuje
aperturu osvétlovactho svazku a tim 1 rozliSovaci schopnost a kontrast. Clona
u kolektoru urcuje velikost zorného pole, odtud plyne nazev polni clona. U Kohlerova
osvétleni ziskavame rovnomeérné osvétleni celého zorného pole. Schéma Kohlerova
osvétleni je zobrazeno na obrazku Cislo 10b) [18].

1 A n

a)
— - .____.___._Ejg/\:“m Obraz
polni
T clony a
/ T /T v -—\ zdroje
Polni cl Aperturni clona Kondenzor Vzorek
Zdroj olni clona

\ L

——— QObraz

~ polni
clony

_| K AN |_

Kolektor

Obrazek 10: Srovnani kritického osvétleni a) a Kohlerova osvétleni b). Pievzato z [19] a
upraveno.
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4 Zdroje svétla optickych mikroskopi

Driive se jako zdroj svétla u optickych mikroskopti vyuzivalo denni svétlo. Pozdéji se
zacali pouzivat olejové lampy, ale postupem Casu se zacala konstrukce mikroskopu
zlepSovat a s tim 1 svételné zdroje. Kazda konstrukce mikroskopu vyzaduje specificky
druh zdroje svétla. Snaha vyuzit co nejefektivnéji energii svétla vyzaduje neustalé
zdokonalovani umélého osvétleni. Moderni technologie a nové materialy umoziuji
vyrobu kvalitnéjSich a efektivnéjSich svételnych zdroji. Nejbéznéjs§im zdrojem pro
dnes$ni mikroskopy byva vykonna LED dioda.

4.1 Klasické zdroje

Mezi né lze tadit zarovku, ktera se sklada z uzaviené sklenéné barky naplnéné smési
inertnich plynt a z wolframového vlakna. Kvuli vysokym teplotam, které dosahuji
v blizkosti bariky az 1700 K, musi byt banka zarovky vyrobena ze skloviny typu
,vycor® (sklo s vysokym obsahem oxidu kfemicitého). Vldkno je stoCené do
jednoduché nebo dvojité Sroubovice a jeho specialni vlastnosti jsou potieba
u halogenovych zarovek. Wolfram-halogenové zarovky vyzatuji spojité spektrum
svétla, které se pohybuje v rozmezi 200 az 3000 nm a s barevnou teplotou v rozmezi
2900-3100 K. Nejvétsi intenzity dosahuji v rozmezi 700-1000 nm. Osvétleni je stalé po
celou dobu zivotnosti zarovky, ktera se pohybuje v rozmezi 1000-2500 hodin. Oproti
klasickym barikam se na skle neusazuje wolfram, coz zvySuje dobu zivota vlakna, tedy
i celé zarovky. Halogenové zarovky nabizi lepsi stabilitu svételného toku a ubytek
béhem zivota nepfevysuje 5 % pocateéni hodnoty. Mezi dalsi vyhody patii vyssi
ucinnost premény elektrické energie na svételnou [20]. Problém nastava pii Castém
zapinanim a vypinanim zarovky na plné napéti, kdy dochéazi k diivejsimu prepaleni
vlakna a zkraceni zivotnosti zarovky. Wolfram pfi sviceni postupné rekrystalizuje a
stava se kiehkym. Nahlé zvysSeni teploty v zeslabeném rekrystalizovaném misté obvykle
zpusobi prepaleni vlakna. Z tohoto divodu zarovky je tfeba rozsvitit niz§im napétim a
nasledné plynulym zvySovanim napéti dosahneme plné hodnoty svételného toku [15].
Zavislost zakladnich parametrii halogenové zarovky na napajecim napétim je zobrazena
na obrazku 11.
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Obrazek 11: Zavislost zakladnich parametrii halogenové zarovky na napéti sité, 1 - Zivotnost, 2
- proud, 3 - mémy vykon, 4 - prikon, 5 - svételny tok. Pievzato z [20].

Mezi dalsi skupinu zdroju patii vybojové svételné zdroje. Zakladem funkce vybojovych
zdroji jsou procesy souvisejici s pruchodem elektrického proudu prostiedim
obsahujicim vhodné pary nebo plyny a jejich smési, zejména pary rtuti, sodiku atd.
Podle tlaku pracovni naplné rozdelujeme vybojky na nizkotlaké, vysokotlaké a vybojky
s velmi vysokym tlakem. Tlak naplné vyrazné ovliviiuje konstrukci svételného zdroje,
jeho technické a provozni parametry a tedy i oblast pouziti. Mezi hlavni predstavitelé
nizkotlakovych vybojovych zdroji patii zafivky, kompaktni zafivky, nizkotlakové
sodikové vybojky a indukéni vybojky.

Mezi cCasto vyuzivané zdroje svétla patii vysokotlakova rtutova vybojka. Oproti
zafivkam maji rtufové vybojky podstatné vyssi pracovni tlaky a teploty plynd, proto se
musi pouzivat odolnéjsi materialy na vyrobu hotdku. Ve vybojkach vznika svétlo pri
elektrickém vyboji mezi dvéma elektrodami v ionizovanych plynech nebo kovovych
parach. Plyn obsahuje nosice elektrického naboje a stava se elektricky vodivym. Oproti
halogenovym zarovkam vybojky vynikaji vysokym svételnym tokem, ktery je vSak
prostorové nehomogenni. Svételny tok dosahuje az tisice lument a svételna ucinnost az
100 Im/W. Vysokotlakové rtutové vybojky dosahuji rozméry zapalného oblouku
0,3mmx 0,3mm a blizi se tak bodovému zdroji svétla, proto se vyuzivaji
u tandemovych konfokalnich mikroskopt. Z tohoto divodu je potieba presn€ umistit
vybojku do optické osy. Mezi hlavni nevyhody patii nizka zivotnost a silné zahfivani
vybojky [20].

Pro laserovy konfokalni mikroskop se pouziva laserové monochromatické
elektromagnetické zateni s velkou prostorovou koherenci. Svétlo je z laseru vyzarovani
v uzkém svazku a s malou divergenci. Existuje cela fada riznych typd laserovych
zdroju, pro které je charakteristické jedine¢né emisni spektrum.
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4.2 LED diody

Zkratka oznaceni elektronické soucastky LED diody pochéazi z pocateCnich pismen
anglického nazvu Light Emitting Diode. LED dioda je polovodicovy prvek, ktery
generuje svételné zafeni pii P-N pifechodu, ktery vyzatuje uzké spektrum. Bilé svétlo
1ze ziskat z Cipu diody dvéma zptusoby. Napiiklad pouzitim tfi riznych ¢ipt v jednom
télese LED diody, kde dochéazi k michani barev. Kazdy Cip emituje svétlo o jiné vinové
délce. Nejcasteji se misi svétlo Cervené, zelené a modré barvy. Vysledny jas je nizsi a
v prubéhu zivota dochazi k nezadoucim zménam barvy vyzafovaného svétla. Druhy
zpusob je zalozen na kombinaci LED diody a luminoforu. Vrchlik LED diody je
opatfen tenkou vrstvou luminoforu. Cast modrého svétla, které &ip diody emituje je
luminoforem absorbovana. Luminescenci vznikne zluté svétlo a vysledné vznika bilé
svétlo (viz obrazek 12).
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Obrazek 12: Emisni spektrum bilé LED diody. Pfevzato z [21] a upraveno.

U jinych typt bilych LED diod emituje P-N ptechod ultrafialové zafeni, to je ptimo
na Cipu luminoforem transformovano na bilé svétlo. Tato metoda vytvari dokonalejsi
bilé svétlo nez prvni metoda. Barevny ton bilého svétla se méni podle mnozstvi
fosforového luminoforu, diky ¢emuz lze vytvaret odliSné barevné tony, jako je tepla
bila, neutralni bila nebo studena bila. U diod vyzatujicich bilé svétlo jsou obsazeny
vSechny vilnové délky viditelného zéfeni, proto se u nich neuvadi jejich barva ale
barevna teplota vyjadiena v stupnicich Kelvin. Teploty se pohybuji od 2 500 K do 4 000
K u teplych odstinti a 5 000 K az 10 000 K u chladnéjsich odsting.

Mezi hlavni vyhody patfi vysoka zivotnost, maly pokles svételného toku v pribéhu
zivota diody a moznost okamzitého vypnuti a zapnuti bez snizeni jeji zivotnosti.
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Maximalniho svételného toku dioda dosahne okamzit€ po zapnuti. Oproti
vysokotlakové rtutové vybojce maji diody nizky svételny tok a velkou produkci tepla,
které je potfeba odvadét mimo télo Cipu. Nedostate¢né chlazeni LED diody snizuje jeji
zivotnost a svételny vykon. Mezi dal§i nevyhody patfi ¢astecné vyuziti vyzarovaného

svételného toku. Na obrazku 13 mizeme vidét zavislost svitivosti LED diody na thlu
vyzafovani [20].
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Obrazek 13: Priklad rozloZeni svitivosti LED v pravouhlych a polarich souradnicich. Prevzato
z [20].
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S5 Analyza problému

Jak bylo v uvodu prace zminéno, tato prace se zabyva navrhem nové osvétlovaci
soustavy pro konfokalni mikroskop s dudlnim rastrovanim Confocal 2002. Osvétlovaci
systém je zalozen na principu Kohlerova osvétleni. Cilem prace je navrhnout a
zkonstruovat inovativni feSeni mikroskopového osvétlovace s vhodnym LED zdrojem.
Doposud byla v mikroskopu Confocal 2002 pouzita jako zdroj svétla vysokotlaka
rtutova vybojka. Vybojka sice vynika vysokym svételnym tokem a svételnou ucinnosti,
bohuzel v§ak ma spoustu nevyhod, jako je naptiklad nizka zivotnost a nutnost vodniho
chlazeni. Dnes jiZ mame na trhu fadu kvalitnéjSich osvétlovacich zdroji - LED diody.
Vysoce vykonné luminiscenéni diody jsou vhodnou nahradou vybojky v konfokalnim
mikroskopu Confocal 2002. Snaha je co nejefektivnéji vyuzit a prenést svételné zareni
generované LED diodou za pouziti mnou vybranych optickych ¢lent.

5.1 Volba vhodné LED diody

V soucasné dobé se na trhu vyskytuje Sirokd nabidka LED diod. Lisi se hlavné svoji
konstrukci, velkosti svételného toku a barevnou teplotou. Z principu osvétlovaci
soustavy bylo potfeba zvolit diodu s malymi rozméry emitujiciho Cipu. Pro efektivni
vyuziti vyzafovaného svétla zdroje v soustavé pozadujeme co nejmensi vyzarovaci thel
zdroje. Dal§im rozhoduyjicim faktorem je svételny tok. Pro dostatecné osvétleni vzorku
je potieba vybrat diodu s co nejvét§im vykonem a svételnym tokem, protoze Cast svétla
je ztracena pii pruchodu optickou soustavou mikroskopu a velka Cast svétla je
eliminovana na Nipkovovu disku. LED diody maji obdobny rozméry Cipu a velikost
vyzatovaciho uhlu, proto se soustiedime pii vybéru predevsim na hodnoty svételného
toku a barevnou teplotu. Pii pozorovani musi byt vzorek osvétlen svétlem podobajicimu
se dennimu svétlu. Z toho divodu jsem vybrala LED diody s barevnou teplotou
v rozmezi 4000 K az 6000 K. Pro tyto pozadavky jsem provedla prizkum trhu a vybrala

nejvhodn¢jsi LED diody. VSechny vybrané LED diody dosahuji rozméra
3,45 mm x 3,45 mm.

Pozadavky nejlépe spliluje nasledujicich pét LED diod. Parametry téchto LED diod
jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Parametry vybranych LED diod. Pfevzato z [22].

LED dioda |[Svételny [Barevna |Vyzafovaci|Maximalni (Napajeci |Mérny
tok [Im] [teplota uhel [°] Odebirany |napéti [V]|vykon
K] proud [mA] [Im/W]
XP-E 456 10500 125 1050 3,5 1241
XP-L HI 400 4000 115 1050 2,95 129,1
XP-L HI 400 6500 115 1050 2,95 129,1
XP-L. HD 460 4000 125 1050 2,95 148,5
XP-L. HD 480 6500 125 1050 2,95 1549
XHP35 HI 475 4000 115 350 12 113,1
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LED dioda XP-L byla vybrana pro nejvyssi mérny vykon a je k dispozici ve dvou
konstrukénich fesenich XP-L High Density a XP-L High Intensity (viz obrazek 14).
Na XP-L. HD je na emitujici plose umisténa ¢oCka. U tohoto druhu LED diody je
vhodné pouzit také TIR (Total Internal Reflection) optiku. Pro navrhy s TIR optikou
byla pouzita LED dioda XP-L HD, kvili vhodnému chodu paprska. Rozdil zavislosti
vyzatovaciho uhlu a relativna svételné intenzity u XP-L HD a XP-L HI je vidét na
obrazku 15.

a) XP-L High Density LED b) XP-L High Intensity LED

Obrazek 14: LED diody a) XP-L HD b) XP-L HI. Pievzato z [22] a upraveno.

Relativni svételna intenzita [%0]

o

-70 -50 -30 -10 10 30 50 70 90

o
=}

Vyzatovaci thel [°]

Obrazek 15: Zavislost thlu a relativni svételné intenzity LED diod XP-L. Pfevzato z [22] a
upraveno.

5.2 Volba TIR

LED diody maji Siroky vyzatfovaci uhel a zpravidla nejsme schopni prvni ¢ockou
v optické soustavé zachytit veSkeré paprsky svétla. Proto je potfeba jejich svételné
paprsky dale transformovat pomoci sekundarnich optickych ¢lend. Vzhledem
k pozadované vysoké svételné ucCinnosti, mechanické odolnosti a snadné montazi je
nejvhodnéjsi feseni pouziti optickych Clenii TIR reflektoru. TIR reflektor se sklada ze
sttedové Cocky a odraznych ploch pracujici na principu totalniho odrazu svétla (viz
obrazek 16).
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Obrazek 16: TIR optika. Pfevzato z [23] a upraveno.

Pro co nejefektivnéjsi vyuziti veskerého svétla se musi pouzit vhodna kombinace
LED diody s TIR optikou. Kazdy vyrobce konkrétniho TIR reflektoru udéava optické
parametry pro kombinaci s uréitou LED diodou. Mezi hlavni parametry patii:
vyzafovaci uhel, u¢innost a pomeér svitivosti ku svételnému toku. Na zakladé téchto
hodnot jsem vybrala nejvhodnéjsi kombinaci diody s TIR reflektorem (viz tabulka 2).
Pti kombinaci LED diody s TIR reflektorem se nam vyzatovaci uhle snizil z 115° na
rozmezi intervalu 4-10°. Piiklady pouzitych TIR reflektori v navrzenych optickych
soustavach jsou zobrazeny na obrazku 17.

Tabulka 2: Parametry pro kombinaci LED diody s TIR reflektorem. Pfevzato z [24].

TIR LED Uhel [°] Utinnost
[Z%]
FCN12076_IRIS-SCREW XP-E 4 93
XHP35 HI 7,6 90
XP-L 8.5 93
FCN13595_CRYSTAL-MINE XP-L HI 45 92
FCN13552_CRYSTAL-RS XHP35 HI 5,7 89
XP-L 7 88

b)

Obrazek 17: TIR optika a) CRYSTAL-MINE b) IRIS SCREW. Prevzato z [24].

21



22



6 Teoreticky rozbor navrhi osvétlovacich soustav

Soustavy byly navrzeny tak, aby celd osvétlovaci soustava spliiovala podminku
Kohlerova osvétleni. Schéma principu osvétlovaci soustavy je na obrazku 18. Obraz
zdroje ZD je prenesen kolektorem KOL do roviny aperturni clony AC a dale je
zobrazen pomoci polni ¢ocky PC do vstupni pupily objektivu VPO, ktera je vzdalena
170 mm od polni Cocky. Tato vzdalenost je jednim z parametrd, které musi byt
dodrzeny. Velikost obrazu zdroje ve vstupni pupile objektivu musi dosahovat
maximalné 8§ mm, aby byla pln€ vyuzita vstupni pupila objektivu. Rovina kolektoru
KOL je promitnuta aperturni o¢kou AC do roviny Nipkowova disku ND a osvétluje
jeho otvory, které jsou dale zobrazeny na povrch vzorku VZ. Mezi dalsi dualezité
parametry patii pramér stopy svazku v roviné polni Gotky PC. Tento rozmér nesmi
prekro¢it pramér 24 mm, aby celkovy obraz stopy proSel vstupnim otvorem
v mikroskopu a aby nedochazelo k ofezani paprskii a naslednym ztratam svétla. Dale
musi byt polni Sotka PC osvétlena rovnomé&mé s co nejvétsim vykonem pro
rovnomémé osvétleni otvord na Nipkowové disku ND. U puvodniho osvétlovaciho
systému mikroskopu Confocal 2002 byla pouzita polni Cocka se seCnou ohniskovou
vzdalenosti 64 mm. Z divodu nevhodnych parametrii ptivodni polni ¢ocky, umisténé
v soustavé, byla tato polni dotka PC nahrazena ¢ockou PC s vyhovujicimi parametry.
Cilem bylo navrhnout spravnou kombinaci kolektoru KOL, aperturni Gotky AC a polni
Gotky PC. Zbytek soustavy je stavajici optika mikroskopu. Vybér nejvhodngjsich cogek
byl proveden z nabidky firmy Thorlabs, protoze jako jedina uvadi vSechny potiebné
parametry pro jejich nadefinovani v softwaru ZEMAX [25].

p¢c RPC ND

Obrazek 18: Schéma osvétlovaci soustavy konfokalniho mikroskopu. ZD - zdroj, KOL -
kolektor, AC - aperturni clona, AC - aperturni ¢ocka, PC - polni &o¢ka, RPC - rovina polni
¢ocky, ND - Nipkowuv disk, VPO - vstupni pupila objektivu, O - objektiv, VZ - vzorek.
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Na zakladeé danych parametra optické soustavy, jako jsou velikost zdroje, vzdalenost
polni Gotky PC od vstupni pupily objektivu VPO a velikosti obrazu zdroje ve vstupni
pupile objektivu VPO, jsem teoreticky navrhla optickou soustavu osvétlovace

mikroskopu. Vytvorila jsem tfi varianty optickych soustav pomoci zobrazovaci rovnice

1 1

NI : L oo a .
pro tenkou cocku: 2 + == 7 a rovnice pro vypocet zvétseni M = > bficemz byly

a
hledany minimalni predmétové a obrazové vzdalenosti pro jednotlivé cocky
(ar,a1’,a2,22"). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Pro vSechny teoreticky vypocitané
optické soustavy vyslo, Ze jsou vhodné pouze pro vyzarovaci uhel LED diody pfiblizné
13,4°, coz neodpovida redlnému vyzafovacimu uhlu vybrané LED diody, ktery je 115°.
Z toho plyne, ze osvétlovaci soustava musi byt tvofena vysSim poctem Cocek, které
budou dohromady plnit funkci kolektoru KOL. Coz bude ukazano v navrzich v casti 7.

Tabulka 3: Vypocitané parametry tfi variant optickych soustav.

1. varianta|2. varianta|3. varianta
a; [mm] 170 170 170
a;” [mm] 340 680 170
a, [mm] 170 340 85
a,” [mm] 170 170 170
velikost zdroje ZD [mm] 5 5 5
velikost obr. zdroje v AC [mm] 10 20 5
velikost obr. zdroje v VPO [mm] 10 10 10
f kolektoru KOL [mm] 113 56 85
Otvorovy uhel kolektoru a [°] 134 134 134
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7 Navrhy osvétlovacich soustav a jejich

r

experimentalni ovéreni

7.1 Varianta A s TIR reflektorem

Pfi navrhu A jsem sestavila osvétlovaci soustavu za pomoci TIR optiky. Byla pouzita
LED dioda XP-L. HD v kombinaci s TIR reflektorem CRYSTAL-RS. Dale za TIR
reflektorem byla jako kolektor pouzita asféricka ¢ocka ACL5040U o primeéru volné
apertury 50 mm s ohniskovou vzdalenosti 40 mm. Jako aperturni coCka byla zvolena
asféricka ¢ocka ACL50832U o priméru 50 mm s ohniskovou vzdalenosti 32 mm (viz
obrazek 19). V roviné polni Gotky RPC byl naméfen vykon 766 mA a v roving vzorku
VZ 7 uW. Stopa v roviné vzorku byla nerovhomérné osvétlena a vytvorily se
nepravidelné osvétlené kruhy, coz je nezadouci (viz obrazek 21). Pro jejich odstranéni
byl do roviny polni ¢otky RPC piidan dublet AC300-050-A o praméru volné
apertury 30 mm s ohniskovou vzdalenosti 50 mm (viz obrazek 20). Vykon v roviné
vzorku VZ se snizil na3 uW (viz obrazek 22). Pokles vykonu je také nezadoucim
faktorem. Proto dal8i navrhy osvétlovacich soustav budou provedeny bez TIR
reflektoru.

TIR KOL AC

21,4 60,5

Obrazek 19: Navrh opticke soustavy s TIR reflektorem bez polni Cocky, varianta A. ZD - zdroj,
TIR - TIR reflektor, KOL - kolektor, AC - aperturni cocka.
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TIR KOL AC PC

» (

21,4 60,5 39,7

Obrazek 20: Navrh optické soustavy s TIR reflektorem s polni ¢ockou, varianta A. ZD - zdroj,
TIR - TIR reflektor, KOL - kolektor, AC - aperturni cocka, PC - polni ¢ocka.

Obrazek 21: Snimek v roviné vzorku varianta A bez polni ¢ocky.

Obrazek 22: Snimek v roving vzorku u varianty A s polni ¢ockou.
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7.2 Varianta B

Prvni navrh bez TIR reflektoru jsem sestavila za pomoci dvou identickych
achromatickych tmelenych dubleti, které jsou orientovany rozptylkou smérem ke
zdroji. Dublety AC508-075-A se skladaji ze dvou riznych materiala (viz obrazek 23 a
tabulka 4). Prvni dublet byl pouzit jako kolektor KOL se zvolenym primérem volné
apertury 50 mm pro zachyceni co nejvétsiho mnozstvi paprsku vyzatujicich ze zdroje.
Pti experimentu byla pouzila LED dioda XP-L HI, s vyzafovacim uhlem 115°.

Obrazova ohniskova vzdalenost obou dubleti je shodna a je rovna 75 mm.
Nevyhodou pouzitého dubletu je jeho mald numericka apertura. V rovin€ polni ¢ocky
PC byl pozorovan rovnomémé osvétleny obraz o priméru 14 mm, coZ vyhovuje nasim
pozadavkiim. Vykon v roviné polni ¢ocky dosahl 78 mW pii maximalnim propustném
proudu LED diody 1,04 mA. Kvuli nedostatenému vykonu v roviné polni ¢ocky jsem
dale se soustavou nepracovala a rozhodla jsem se navrhnout dal§i soustavu.

v

KOL AC

Obrazek 23: Navrh optické soustavy, varianta B. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
ocka, RPC - rovina polni ¢ocky.

Tabulka 4: Parametry optické soustavy, varianta B.

Povrch KomentaF Radius | Tloustka M aterisl Volna apertura
R [mm]| t[mm] [mm]
1 zdroj ZD Infinity | 106,38 1,73
2 kolektor KOL | 247.7 3,0 SF11 25
3 kolektor KOL | 41,0 20,0 BAFI11 25
4 kolektor KOL | -50,8 100,0 25
5 aperturni Socka | - 30 SF11 25
AC
6 aperturni Socka | -, - 200 | BAFI1 25
AC
aperturni ¢ocka
7 o -
A 50,8 914 25
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7.3 Varianta C

Pro tento navrh jsem pouzila kombinaci dvou ptedeslych dubletd a pomocné asférické
CoCky. Byla zvolena asféricka Cocka ACL5040U se zvolenym primérem volné
apertury 50 mm s kratkou ohniskovou vzdalenosti 40 mm, vyrobena z materialu B270
(viz obrazek 24 a tabulka 5). Kratka ohniskova vzdalenost umoziiuje jeji umisténi blize
ke zdroji a tim efektivnéj§i vyuziti vyzafovaného svétla zdroje ZD. Takto je zkracena
celkova vzdalenost navrzené soustavy. Kolektor KOL slouzi k transformovani
divergentnich paprskli na konvergentni a sklada se z asférické cocky a dubletu. Jako
aperturni &otka AC byla pouZita stejna spojna Socka jako u kolektoru KOL.

V roving polni Sotky RPC bylo dosazeno proméru stopy svétla 10 mm
a vykonu 163 mW pii maximalnim propustném proudu 1,04 A. Stopa v roviné polni
Gotky RPC byla nerovnomérné osvétlena, tudiz jednotlivé otvory Nipkowova disku NP
byly osvétleny odliSnou intenzitou, coZz zpusobi nerovnomérné osvétleni vzorku.

V roviné vzorku VZ byl naméfen celkovy vykon 123 uW.
KOL AC

Obrazek 24: Navrh optické soustavy, varianta C. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
ocka, RPC - rovina polni éocky

Tabulka 5: Parametry optické soustavy, varianta C.

i Tloustka Vol. Apertur. | Konicita P )
Povrch | Komentar R M ate rial - AP . asfér. €.
t [mm] [mm] k
[mm] Ay
1 zdroj ZD Infinity 23,6 1,73
2 kolektor KOL | Infinity 21 B270 25
3" kolektor KOL | -20,9 17 25 -0,6405 | 2,00E-06
4 kolektor KOL | 2477 3 SF11 25
5 kolektor KOL | 41,0 20 BAF11 25
6 kolektor KOL | -50,8 189 25
7 |apertumicockal 3 SF11 25
AC
g |aperwmicockal 20 BAFI11 25
AC
aperturni CoCka
9 AC -50,8 108,8 25

SZ
R*(1+/1-(1+k)*S2/R2)
zkfiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.

" Rovnice parabolického povrchu: Z = + A, *S*+ Ag*S°+ Ag +S8 kde Z je
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7.4 Varianta D

Pro tento navrh jsem pouZila piedchozi soustavu a do roviny polni &ogky PC jsem
vlozila dublet AC300-080-A se zvolenym primérem volné apertury 30 mm
s ohniskovou vzdalenosti 80 mm, ktery nahradil stavajici polni Gotku PC mikroskopu
(viz obrazek 25 a tabulka 6). Tento dublet byl vloZen z divodu zobrazeni obrazu zdroje
ZD do vstupni pupily objektivu VPO ve vzdalenosti 170 mm. Jako aperturni ¢ocka AC
byla zvolena spojna cCoCka ACS508-075-A o praméru volné apertury
50 mm s ohniskovou vzdalenosti 75 mm, stejné jako u predchozich soustav.

Po pfidani polni ¢o¢ky do navrhu varianty C jsem pozorovala zmény vykonu na
vzorku. V rovin€ vzorku VZ se po pfidani polni ¢ocky snizil vykon z 13 uW na 2 uW.
Vstupni pupila objektivu O ma primér 8 mm. Ve vzdalenosti 170 mm, ve vstupni
pupile objektivu VPO, stopa dosahuje 60 mm, takze dochazi k velkym ztratam svétla.
Z tohoto divodu jsem piesla na dalsi navrh.

Obrazek 25: Navrh optické soustavy, varianta D. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
ocka, PC - polni éocka, VPO - vstupni pupila objektivu.

Tabulka 6: Parametry optické soustavy, varianta D.

. ” Vol. . . Param.
Povrch| Komentar Ridius | TlouSt'ka Materiil| apertura Konicita | iferickeé
R [mm]| t [mm] k .
[mm] ¢oé. Ay
1 zdroj ZD Infinity 23.6 1,73
2 kolektor KOL | Infinity 21,0 B270 25
3" kolektor KOL | -20,92 17,0 25 -0,6405 | 2,00E-06
4 kolektor KOL 2477 3,0 SF11 25
5 kolektor KOL 41 20,0 BAF11 25
6 kolektor KOL -50,8 189,0 25
7 | aperturnicocka | ;- 30 SF11 25
AC
g | apertumicocka |, - 200 | BAFI1 25
AC
aperturni cocka
9 A -50,8 108,8 25
10 polni Cotka PC | 56,0 8,5 BAF10 15
11 polni &ocka PC | -442 2,0 SF11 15
12 polni ¢ocka PC | -219.8 170,0 15

SZ
R*(1+/1-(1+k)*S2/R2)
zktiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.

" Rovnice parabolického povrchu: Z = + A, *S*+ Ag*S®+ Ag +S8 kde Z je
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7.5 Varianta E

Pro tento navrh jsem zachovala kolektor KOL jako kombinaci asférické cocky
s dubletem. Pivodni asféricka ¢ocka ACL5040U s ohniskovou vzdalenosti 40 mm byla
vyménéna za asférickou coCku ACL50832U s ohniskovou vzdalenost 32 mm (viz
obrazek 26 a tabulka 7). Z divodu mensi ohniskové vzdalenosti je mozné priblizit
cocku ke zdroji a tim padem zachytit vét§i mnozstvi vyzarovanych paprskii. Funkci
aperturni ¢ocky AC v tomhle navrhu zastava asféricka Gotka ACL5040U s ohniskovou
vzdalenosti 40 mm, jejiz parametry jsou popsany v tabulce 7.

V roviné polni Gotky RPC bylo dosaZeno priméru 17,5mm a rovnomérného
osvétleni. Byl naméfen maximalni vykon ze vSech soustav 560 mW. Kvili nedodrzeni
zobrazeni zdroje do vstupni pupily objektivu VPO bylo dosazeno v roviné vzorku VZ

vykonu 10 uW.
KOL A
ZD %: D= = [_ -
e s T e el ©
NisS = e— = = ==
== N

10,5 15,7 133,2

43,6

Obrazek 26: Navrh optické soustavy, varianta E. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
ocka, RPC - rovina polni éocky

Tabulka 7: Parametry optické soustavy, varianta E.

.. | Rédius R | Tlou§t’ka X Volni Konicita | Par. asfér. | Par. asfér. | Par. asfér.
Povrch Komentai Materidl | apertura .y . o
[mm] t [mm] k Coc. A, Coc. Ag coc. Ag
[mm]
1 zrojZD | Infmity | 105 1,73
2 kolektor KOL 99,64 25 B270 25
3" kolektor KOL | -18,32 15,7 25 -0,798073 | 3,40362E-06 | 6,83627E-09 | -1,9656E-11
4 kolektor KOL 2477 3 BAFI11 25
5 kolektor KOL 41,7 20,0 BAFI11 25
6 kolektor KOL -50,8 1332 25
. rturni ¢oc¢ka
7| ACCOC 209 21 B270 35 | -06405 | 2.00E-06 0 0
8 ape““lAmémka Infinty | 436 2

" Rovnice parabolického povrchu: Z =

S2

R*(1+/1-(1+k)*SZ/R2)

+ A, *S*+ Ag*S°+ Ag +S8 kde Z je

zkfiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.
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7.6 Varianta F

Pii navrhu F jsem pouzila predchozi soustavu (varianta E) a do roviny polni Gotky RPC
jsem vlozila dublet AC300-050-A o priméru volné apertury 30 mm s ohniskovou
vzdalenosti 50 mm, ktery nahradil stavajici polni ¢ocku (viz obrazek 27 a tabulka 8). Po
ptidani dalsi Eogky se obraz zdroje zobrazil do vzdalenosti 170 mm od polni &ogky PC

do vstupni pupily objektivu VPO.

Z davodu velkého obrazu zdroje ve vstupni pupile objektivu VPO a nevyuziti

veskerého svétla dosahuje vykon v rovin€ vzorku VZ pouze 4 uW.

10,5

. VPO
KOL AC pC o
, —
s T : N ,/.f:f:_{j_’:i—f—”'
—— — —
- E A
15,7 133,2 44,6 170

Obrazek 27: Navrh optické soustavy, varianta F. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
o&ka, PC - polni ¢ocka, VPO - vstupni pupila objektivu.

Tabulka 8: Parametry optické soustavy, varianta F.

" Rovnice parabolického povrchu: Z =

R*(1+y/1—(1+k)*S2/R2)

zktiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.

. |Réadius R | Tlou§tka ...| Vol. aper. |Konicita| Param. asfér. | Param. asfér. | Param. asfér.
Povrch| Komentar Material Yy T 257
[mm] t [mm] [mm] k Coc. Ay Coc. A Coc. Ag
1 zdroj ZD Infinity 10,5 1,73
2 | kolektor KOL | 99,63 25 B270 25
3" | kolektor KOL | -1832 157 25 0,79807 | 340362E-06 | 6,.83627E-09 | -196561E-11
4 | kolektor KOL | 2477 3 BAFI1 25
5 | kolektor KOL | 417 20 BAF11 25
6 kolektor KOL -50,8 1332 25
7 |apertumicotka) o 21 B270 25
AC
8 apem;“émka Infinity | 446 25
9 | poicotkaPC| 1615 2 BAF10 15
10 | policotka PC| 294 8 BAF10 15
11 |pomicokaPC| -34 170 15
SZ

+ A, *S*+ Ag*S® + AgxS8 kdeZ je
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7.7 Varianta G

Pti navrhu G jsem pouzila stejnou kombinaci Cocek jako pfi navrhu F, namisto ptvodni
polni Cocky AC300-050-A, jsem vlozila dublet AC300-080-A o ohniskové
vzdalenosti 80 mm (viz obrazek 28 a tabulka 9). Z divodu velkého obrazu zdroje
v roving vstupni pupily objektivu VPO byly pozménény vzdalenosti mezi ¢ockami a
orientace aperturni cocky. Opét se zobrazil obraz zdroje ZD do vstupni pupily objektivu
VPO, tentokrat mnohonasobné& mensi.

Obraz zdroje ZD v roviné vstupni pupily objektivu VPO dosahoval velikosti 16 mm.
V roviné vzorku VZ byl naméfen vykon 20 uW.

zD KOL AC e VPO
= "4_% = x = o ————————
10,5 15,7 140 120 170

Obrazek 28: Navrh optické soustavy, varianta G. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
o&ka, PC - polni ¢oka, VPO - vstupni pupila objektivu.

Tabulka 9: Parametry optické soustavy, varianta G.

" Rovnice parabolického povrchu: Z =

R*(1+/1-(1+k)*SZ/R2)

zkfiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.

idi 5t icita | Pa f | Param.asf |Param. asf.
Povrch| Komentar Radius R [Tloust’ka t Materidl Vol. aper. | Konicita vl'atn- as vl'atll as n as
[mm] [mm] [mm] k ¢oC. Ay ¢oC. Ag ¢oc. Ag
1 2droj ZD Infinity 105 173
2 kolektor KOL | 9964 25 B270 25
3" | kolektor KOL | -1831 157 25 -0798073 | 340362E-06 | 683627E-09 |-19656E-11
4 | kokktor KOL | 2477 3 BAFI1 25
5 | kokktor KOL | 417 20 BAFI1 25
6 kolektor KOL | -50.8 140 25
7 |wertumitotkal e |2 B0 | 25
AC
g ape”mAmcmka 2092 120 2 06405 | 200B-06 0 0
9 |polmicotka PC| 2198 2 BAFI10 15
10 |pomi¢otkaPC| 442 8,5 BAFI0 15
11 |pomi¢otkaPC| -56 170 15
SZ

+ A, *S*+ Ag*S°+ Ag +S8 kde Z je
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7.8 Varianta H

Pfi navrhu H jsem zachovala kolektor KOL jako kombinaci asférické ¢ocky s dubletem
stejné jako v piedchozi soustavé G. Funkce aperturni Gotka AC a polni &ogka PC
zastavaji asférické ¢ocky ACL5040U o praméru volné apertury 50 mm s ohniskovou
vzdalenosti 40 mm orientovany stejnym smérem (viz obrazek 29 a tabulka 10). Obraz
zdroje ZD byl kolektorem zobrazen mezi tyto dvé cocky a nasledné druhou asférickou
cockou zobrazen do vstupni pupily objektivu VPO ve vzdalenosti 170 mm.

Pii prichodu optickou soustavou doslo k velkym ztratam svéta. V roviné€ polni
Gotky RPC byl naméfen vykon pouze 120 mW. Stopa v roving polni &otky RPC
dosahovala velikosti 17,5 mm. I pies maly vykon v roviné polni &o¢ky RPC byl
v roving vzorku naméfen vykon 6 uW.

1K)
|

W

(@)}

65,3

Obrazek 29: Navrh optické soustavy, varianta H. ZD - zdroj, KOL - kolektor, AC - aperturni
o&ka, PC - polni ¢ocka, VPO - vstupni pupila objektivu.

Tabulka 10: Parametry optické soustavy, varianta H.

Povich | Komentit Ridius R | Tloustka Materidl Vol. Apert. [ Konicita [Param. asf. ¢oc. Pavrain- asf. | Param. asf. Coc.

[mm] t [mm] [mm] k Ay CoC. Ag Ag

1 zdroj ZD Infinity 10,5 1,73

2 kolektor KOL 99,64 25 B270 25

3" kolektor KOL | -1832 157 25 -0,798073| 340362E-06 | 683627E-09 | -196561E-11

4 kolektor KOL | 2477 3 BAFI11 25

5 kolektor KOL | 417 20 | BAFII 25

6 kolektor KOL -50.8 6 25

7 ape““:“émka 09 | 2 | B0 | 25 | -06405 | 200806 0 0

8 ape““:“émka Infiny | 653 2

9° | pomicotka PC | 2092 21 B270 25 -0,6405 2,00E-06 0 0

10 | policotka PC | Infinity 170 25

s? 4 6 8 ;
R+(1+/1-(1+k)*52/R2) A #ST+ AgxS°+ AgxS¥ kde Zje

zktiveni povrchu a S je radialni vzdalenost od optické osy.

" Rovnice parabolického povrchu: Z =
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7.9 Zhodnoceni

Navrzené optické soustavy jsem porovnala a zhodnotila vysledky. Hlavni parametry
jsou shrnuty v tabulce 11. Mezi rozhodujici parametry patii vykon v rovin€ polni ¢ocky
RPC a vykon v roving vzorku VZ a zda je vzorek osvétleny rovnomérng.

Tabulka 11: Souhrn vlastnosti navrzenych optickych soustav.

Névrh Vikonv RPC | Primérv RPC | Vikonv RV | Uhlopiitka obram
- L] [mm] [uW] | zdroje v VPO [mm]
A (s TIR abez PC) 766 . -
A (s TIR bez PC) 766 ) 3
B (bez PC) 78 14 _
C (bez PC) 163 10 3 -
D (sPC) 163 10 ) 60
E (bezPC) 560 175 10 -
F(sPC) 3560 175 2 =
G(sPC) 560 175 2 6
H (s PC) 120 175 5 m

Nejvyssich hodnot jsem dosahla pii navrhu G, kde vykon v roving polni Gotky RPC
dosahoval 560 mW a v roving vzorku 20 pW. Stopa v roviné polni ¢ocky RPC byla
osvétlena rovnomémg. Uhlopiicka obrazu zdroje je vstupni pupile objektivu VPO
dosahovala 16 mm. Realizovana opticka soustava je zobrazena na obrazku 30.
Funk¢nost osvétlovaci soustavy jsem otestovala pii zobrazeni reliéfu hlavy lva vyrazené
na minci s nominalni hodnotou 2 K¢. Snimky byly pofizeny v riznych vyskovych
hladinach s rozestupem 7 um (viz obrazek 31).

KOL

Obrazek 30: Snimek realizované optické soustavy.
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z =36 pm

7

z=15 pm z=8 um

z=-13-pm

130 pm

LK « £ ;‘
Obrazek 31: Zobrazeni reliéfu hlavy lva vyrazené na minci s nominalni hodnotou 2 K¢
konfokalnim mikroskopem. Snimky byly pofizeny s vyskovym rozestupem 7pm.
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8 Konstrukéni reSeni

8.1 Chlazeni LED diody

Z divodu velkého zahfivani LED diod je zapotfebi intenzivni chlazeni. Kvalitni
chlazeni zabrariuje poskozeni LED diody K chlazeni byl pouzit chladi¢ (Ebm-papst Inc.,
381-2641-ND, viz obrazek 32), ktery zajistoval potifebny odvod tepla z LED diody. Za
pasivnim chladi€em je umistény ventilator, ktery napomaha dalSimu odvodu tepla do
okoli. Pasivni chladi¢ s ventilatorem je navzajem spojen Srouby M2x8. LED cip byl od
vyroby umistén na hlinikové desce. Nasledné byla hlinikova deska spojena Srouby
s hlinikovym profilem pasivniho chladice. Na obrazku 33 je zobrazen model chladice.

pasivni chladi¢ ventilator

Obrazek 33: Model chladice.
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8.2 Ulozeni optické soustavy

Ulozeni optické soustavy se sklada z piiruby 4, vika 2, distan¢nich ¢lent 1, tubust
8,9,11, pojistnych krouzkd 17,18, objimek 5, redukce 3,7 a zrcadla 10. Cocky byly
ulozeny do 1" a 2" tubust 8,9,11 z firmy Thorlabs. Tubusy maji z vnitini strany
vytezany zavit pro jejich spojeni a pro ulozeni ¢ocek. Proti axiadlnimu pohybu byly
coCky zajistény z obou stran vnitfnimi pojistnymi krouzky 17,18, které jsou pro
snadn¢js§i montaz opatieny drazkami. Vnitini pojistné krouzky, o praméru 1" a 2", byly
rovnéz zakoupeny od firmy Thorlabs. Na zacatku osvétlovace je chladi¢ 19 spojen
dvéma Srouby M2x10 s redukci 3 uloZenou v tubusu 11. Dale byly ¢ocky 13,14,15
o pruméru 50 mm ulozeny ve 2" tubusech 11 a zajiStény vnitinimi krouzky 17. Na konci
byl pouzit 1" tubus 8 s polni Eockou PC 16, ktery byl s viili ulozen do piiruby 4. Pfiruba
byla spojena s mikroskopem pomoci dvou S§roubt M3x8. Osvétlovac je pomoci objimek
5 z firmy Thorlabs upevnén k viku 2 Srouby M4x12 12. Viko 2 je
s mikroskopem spojeno pomoci Ctyi Sroubi M3x8. Diky kamefte, ktera branila ve
vertikalnim ulozeni celé soustavy, musela byt soustava pomoci zrcadla 10 sklopena
o uhel 90°. Aby nedochazelo k ofezani paprsku optické soustavy, je zapotiebi svazek
vycentrovat na stfed otvoru v mikroskopu. Nejvyhodnéjsim zpasobem, z pohledu
jednoduchosti vyroby konstrukce, je umoznéni pohybu v transversalnich osach, pomoci
vile v otvoru na Srouby v piirubé 4 a ve viku 2. Rez osvétlovatem je zobrazen na
obrazku 34.

17 14 10

e

Obrazek 34: Konstrukcni navrh osvétlovace. 1-Distanéni ¢len, 2-viko, 3-redukce, 4-pfiruba, 5-
objimka, 6- ventilator, 7- redukce, 8-tubus, 9-tubus, 10-zrcadlo, 11-tubus, 12- Sroub M4x12, 13-
asféricka cocka, 14- asféricka cocka, 15-dublet, 16-dublet, 17-pojistny krouzek, 18- pojistny
krouzek, 19-chladié¢, 20-LED dioda
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Z.aveér

Prvni Casti bakalaiské prace byly popsany typy konfokalnich mikroskopti a jejich
vlastnosti. Dalsi ¢ast se zabyva osvétlovacimi soustavami a vhodnymi zdroji svétla pro
opticky mikroskop. Popsany byly wolfram-halogenové zarovky, nizkotlakové vybojky,
vysokotlakové rtutfové vybojky, lasery a vice do detailti byly rozebrany LED diody. Na
zakladé prizkumu soucastnych technologickych moznosti byla vybrana vhodna LED
dioda pro konfokalni mikroskop Confocal 2002. Rovnéz bylo zvazovano vyuziti
vlastnosti TIR reflektoru v kombinaci s vhodnou LED diodu.

Druhéa cast bakalarské prace je praktickd a byla vytvorena na zakladé simulaci
optickych navrhti v programu ZEMAX a jejich naslednému experimentalnimu ovéfeni.
Vsechny navrzené soustavy jsem sestavila a proméfila jejich parametry. Jako zdroj byla
vybrana vysoce vykonna LED dioda XP-L. U navrhu A byla pouzita LED dioda XP-L
HD, z divodu pouzitého TIR reflektoru. Pfi navrhu B-H jsem pracovala s LED diodou
XP-L HI. Rozhoduyjicimi parametry byly naméfené svételné vykony v roviné polni
Gotky RPC a v roving vzorku VZ. Dale byly naméfeny priméry stop v roviné polni
Gotky RPC a rozméry obrazu zdroje ve vstupni pupile objektivu VPO. Nasledné jsem
pozorovala rovnomérnost osvétleni stopy v roviné polni ¢otky RPC. Na zakladé téchto
parametrd byla vybrana osvétlovaci soustava varianta G, ktera dosahovala nejvyssiho
vykonu v roviné polni ¢o¢ky RPC u navrhu bez TIR reflektoru a nejvyssiho vykonu
v roving vzorku VZ. V roviné polni ¢o¢ky RPC bylo dosazeno 560 mW a v roviné
vzorku VZ 20 uW. Daéle bylo uspésné provedeno pozorovani s navrzenou optickou
soustavou G povrch mince pii osvétleni LED diodou XP-L HI. V kapitole
konstruk¢niho feseni bylo navrhnuto chlazeni pomoci aktivniho a pasivniho chladice a
dale navrhnuto vhodné umisténi optické soustavy do osvétlovaCe a nasledné jeho
vestavba do mikroskopu. Na zavér byla vypracovana vykresova dokumentace
navrzeného osvétlovace s ohledem na minimalizaci vyrobnich nakladd. Proto byly pfi
konstruk¢éni navrhu vyuzity komeréné dostupné mechanické a optické komponenty.
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