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A b s t r a k t 

V ý z k u m n á s k u p i n a E x p e r i m e n t á l n í b i o f o t o t o n i k y n a V U T v B r n ě se dlouhodobě zabývá 

r o z v o j e m koherencí ř ízeného holografického m i k r o s k o p u ( C C H M ) . P r o p o t ř e b y dalšího 

rozvoje v t é t o o b l a s t i je t ř e b a p o s t a v i t o tevřenou labora torn í v e r z i t o h o t o m i k r o s k o p u , 

k terý zde b y l d o p o s u d z a s t o u p e n pouze v k o m e r č n í m provedení. T a t o práce se věnuje 

návrhu a sestavení jeho zobrazovací část i . 

P r v n í část práce je věnována o b e c n é m u přehledu mikroskopických m e t o d s důrazem n a 

interferenční m i k r o s k o p i i a n a p r i n c i p fungování C C H M m i k r o s k o p u . V druhé část i j s o u 

m e z i sebou ne jprve srovnávány m n o u navržené k o n c e p t y opt ického uspořádání . Následně 

j s o u v y b r á n y optické k o m p o n e n t y a exper imentá lně změřeny j e j i ch neznámé p a r a m e t r y . 

S využi t ím naměřených h o d n o t je provedeno trasování v y b r a n é h o k o n c e p t u a představeno 

konstrukční řešení. Zobrazovací část m i k r o s k o p u b y l a n a základě konstrukčního řešení 

sestavena a exper imentá lně ověřena. 

S u m m a r y 

T h e E x p e r i m e n t a l B i o p h o t o n i c s R e s e a r ch g r o u p at B r n o U n i v e r s i t y of T e c h n o l o g y has 

been i n v o l v e d i n the deve lopment of Coherence c o n t r o l l e d h o l o g r a p h i c m i c r o s c o p e ( C C H M ) . 

F o r the purposes of f u r t h e r deve lopment i n th i s f i e l d , i t is necessary to b u i l d a n o p e n l a ­

b o r a t o r y set -up of the m i c r o s c o p e , w h i c h has o n l y been avai lable i n a c o m m e r c i a l des ign. 

T h e ob jec t ive of th i s thesis is to des ign a n d assemble i ts i m a g i n g u n i t . 

T h e first p a r t of the thesis is d e d i c a t e d to a general o v e r v i e w of m i c r o s c o p i c m e t h o d s , 

w i t h a n e m p h a s i s o n interference m i c r o s c o p y a n d p r i n c i p l e of C C H M microscope . In the 

second p a r t , different o p t i c a l set -up concepts are discussed a n d c o m p a r e d . T h e n , the 

o p t i c a l c o m p o n e n t s are selected a n d the u n k n o w n p a r a m e t e r s of these c o m p o n e n t s are 

e x p e r i m e n t a l l y m e a s u r e d . W i t h the use of m e a s u r e d parameters , the o p t i c a l t r a c i n g a n d 

m e c h a n i c a l des ign are i n t r o d u c e d . T h e i m a g i n g u n i t has been assembled based o n the 

suggested des ign a n d e x p e r i m e n t a l l y ver i f i ed . 

K l í č o v á slova 

Koherenc í řízený holografický m i k r o s k o p , Kvant i ta t ivn í fázový k o n t r a s t , interferenční m i ­

k r o s k o p i e , návrh m i k r o s k o p u 
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U v o d 
M n o h o významných procesů se odehrává n a mikroskopické úrovni, t e d y p o d l i m i t e m 

rozlišení l idského o k a . P r o j e j i ch s t u d i u m b y l o nutné v y v i n o u t technologie , k teré umožní 

t y t o procesy p o z o r o v a t . 

Světe lný m i k r o s k o p je zařízení určené p r o pozorování s t r u k t u r , k teré ne jsou rozlišitelné 

p o u h ý m o k e m . J a k o m é d i u m p r o přenos informací používá viditelné světlo. M i k r o s k o p 

se sk ládá ze d v o u opt ických část í . P r v n í část se j m e n u j e osvětlovací a j e j í m úkolem je 

rovnoměrně osvětl i t vzorek . Rozl i šu jeme d v a základní d r u h y osvětlení - krit ické ( také 

Nelsonovo) a Köhlerovo. 

K r i t i c k á n e b o l i N e l s o n o v a osvětlovací soustava se skládá ze zdro je světla , k o n d e n z o r u , 

aper turn í c l o n y a c lony polní . J e j í s chéma je z o b r a z e n o n a obrázku 1. Z d r o j světla je zde 

k o n d e n z o r e m z o b r a z e n př ímo do r o v i n y v z o r k u . A p e r t u r n í c l o n o u lze ovlivňovat a p e r t u r u 

osvět luj íc ího s v a z k u a c l o n o u lze regulovat i n t e n z i t u světla. A b y b y l v z o r e k osvětlen rov­

noměrně , je vyžadováno použit í homogenního zdro je svět la . Někdy je také obt ížné přesně 

zaostř i t n a r o v i n u v z o r k u , díky čemuž může v z n i k a t nerovnoměrné či zrnité pozadí [1]. 

Zdroj světla 

T 
Polní clona Aperturní clona Kondenzor Vzorek 

O b r á z e k 1: S c h é m a kri t ického osvětlení 

Kóhlerovo osvětlení je dnes z d a l e k a ne jpoužívanějš í . Ses tává se ze zdro je světla , kolek­

t o r u , k o n d e n z o r u , dále z aper turn í a polní čočky v uspořádání j a k o n a obrázku 2. Z d r o j 

svět la je k o l e k t o r e m z o b r a z e n do r o v i n y aper turní c lony, k d e vzniká j eho zvětšený o b r a z . 

A p e r t u r n í c l o n a urču je n u m e r i c k o u a p e r t u r u osvět lu j íc ího s v a z k u , č ímž ovlivňuje i rozlišení 

výsledného o b r a z u . P o m o c í k o n d e n z o r u p a k vzniká rovinná v l n a , k t e r á dopadá n a vzorek . 

V z o r e k je rovnoměrně nasvícen i v případě použit í nehomogenního zdro je světla. [1]. 

Zdroj světla 1 1 

T T 
Kolektor Polní clona Aperturní clona Kondenzor Vzorek 

O b r á z e k 2: S c h é m a Kóhlerova osvětlení 
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D r u h á část světelného m i k r o s k o p u se nazývá zobrazovací , skládá se z o b j e k t i v u a o k u -

láru, př ípadně z o b j e k t i v u a k a m e r y (obr. 3). P ř e d m ě t je osvětlen osvět lovačem, o b j e k t i v 

p a k tento předmět zobrazí do ohniskové r o v i n y okuláru a vytvoř í t a k m e z i o b r a z , k terý 

je reálný, zvětšený a převrácený. Okulár zde funguje j a k o l u p a a daný m e z i o b r a z z n o v u 

zvětší . Celkový o b r a z je p a k zdánlivý, zvětšený a převrácený [2, 3]. 

Objektiv 

y 

Okular 

y 

y 

f\ objektiv fc okular 

O b r á z e k 3: S c h é m a světelného m i k r o s k o p u 

Moderní světelné m i k r o s k o p y m a j í mírně odlišný des ign, zobrazený n a obrázku 4. V y ­

užívá se zde o b j e k t i v ů korigovaných n a nekonečnou vzdálenost . P ř e d m ě t , k terý je umís těn 

do předmětové ohniskové r o v i n y o b j e k t i v u , je z o b r a z e n do nekonečna . R e á l n ý o b r a z p r o 

okulár se p a k vytvoří p o m o c í tubusové čočky, k t e r á jej z fokusuje do své obrazové ohniskové 

roviny . T o t o uspořádání n á m umožňuje vložit do o b l a s t i m e z i o b j e k t i v e m a t u b u s o v o u čoč­

k o u , k d e j s o u světelné p a p r s k y kol imované, další optické k o m p o n e n t y (např . děliče s v a z k u , 

filtry a p o d . ) [ i ] . 

r 

\ ' \ 

y 

fc objekth tubusová čočka fc okulár 

O b r á z e k 4: S c h é m a moderní sestavy světelného m i k r o s k o p u 

P o d l e umís těn í osvětlovače lze o b e c n ě m i k r o s k o p y rozlišovat n a reflexní a t ransmisn í [5]. 

U reflexních mikroskopů se k o n d e n z o r nachází n a s te jné s t raně v z o r k u j a k o o b j e k t i v , světlo 

se t a k o d v z o r k u odráží zpět d o o b j e k t i v u (episkopické osvět lení ) . Ref lexní m i k r o s k o p i e 

se používá z e j m é n a ve vědních oborech , které zkoumaj í neprůhledné v z o r k y , například 
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v m e t a l u r g i i , ale také u epif luorescenční m i k r o s k o p i e . V t ransmisních m i k r o s k o p e c h je 

osvětlovací soustava u m í s t ě n a n a druhé s t raně p ř e d m ě t u než o b j e k t i v a světlo v z o r k e m 

prochází . Transmisn í m i k r o s k o p y se používaj í p r o pozorování průhledných s t r u k t u r , j ako 

j s o u b u ň k y či t k á n ě [ ]. 

P o d l e umís těn í o b j e k t i v u vůči v z o r k u lze dále rozlišovat t ransmisn í m i k r o s k o p y vzpří­

mené a invertované (obrázek 5). U vzpřímených mikroskopů je z d r o j svět la um í s tě n p o d 

sledovaným v z o r k e m , světlo t e d y prochází v z o r k e m směrem n a h o r u . O b j e k t i v y j s o u p a k 

umís těny n a d v z o r k e m . N a o p a k u invertovaných mikroskopů se z d r o j svět la nachází n a d 

v z o r k e m , prosvěcuj íc v z o r e k seshora. 

Invertované t ransmisn í m i k r o s k o p y se používaj í z e j m é n a p r o pozorování buněk , které 

se přirozeně drží n a dně pozorovacích komůrek. U invertovaných mikroskopů můžeme p o ­

užít o b j e k t i v y s menší pracovní vzdálenost í , což vede k lepšímu rozlišení. V z o r e k také 

nemusí být př ikrytý k r y c í m sklíčkem, je t e d y umožněn přís tup shora . P ř i invertovaném 

uspořádání se také zamezí k o n t a m i n a c i v z o r k u o b j e k t i v o v o u čočkou. Zdálo b y se, že inver­

tované m i k r o s k o p y m a j í da leko více výhod o p r o t i mikroskopům vzpř ímeným. J s o u ovšem 

konstrukčně náročně jš í , což odpovídá vyšší ceně , a k l a d o u se zde také vyšší výrobní nároky 

n a d n o pozorovací komůrky, přes které je v z o r e k pozorován [7]. 

a) b) 

O b r á z e k 5: S c h é m a a) invertovaného a b) vzpř ímeného m i k r o s k o p u . P ř e v z a t o a u p r a v e n o 
z [7]. 

V labora toř í ch E x p e r i m e n t á l n í b i o f o t o n i k y n a V U T v B r n ě je d louhodobě vyví jen 

Koherenc í řízený holografický m i k r o s k o p ( C C H M ) . J e d n á se o invertovaný m i k r o s k o p 

v t r a n s m i s n í m uspořádání . V současné době je zde z a s t o u p e n pouze ve d v o u komerčních 

verzích, známých p o d o b c h o d n í m označením Te l ight Q-phase [ ], k teré m a j í uzavřený 

des ign, je p r o t o obt ížné zasahovat d o j e j i ch opt ického uspořádání . P r o další rozvo j tohoto 

m i k r o s k o p u je p r o t o t ř e b a n a v r h n o u t jeho otevřenou labora torn í v e r z i . 

C C H M je interferenční m i k r o s k o p , u k terého se při zobrazování upla tňu je kvant i ta t ivní 

fázový kontras t . Díky t o m u j s o u n a jeho k o n s t r u k c i k l a d e n y speciální nároky. P r o t o je 

t ř e b a se ne jprve seznámit s j ednot l ivými d r u h y m e t o d vytváře j íc ích k o n t r a s t , s p r i n c i p e m 

interferenční m i k r o s k o p i e a s konstrukčním u s p o ř á d á n í m C C H M . 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 

1. Techniky kontrastu ve světelné 
mikroskopii 

Světlo je charakter izováno s v o u a m p l i t u d o u (a t e d y i n t e n z i t o u ) , polar izací , frekvencí 

a fází. Lidské oko je ovšem schopno pozorovat j e n změny v intenzi tě a rozeznávat j ednot l ivé 

frekvence světla [ ]. D í k y různým m e t o d á m lze např ík lad kontras t pozorovaného v z o r k u 

zvýšit , z v i d i t e l n i t některé část i , n e b o dokonce z v i d i t e l n i t s t r u k t u r y , k teré se p r o lidské 

oko j e v í nekontras tně . T a t o část b u d e věnována nej v ý z n a m n ě j š í m z t ěchto m e t o d . Různé 

m e t o d y k o n t r a s t u m o h o u zvýrazňovat různé c h a r a k t e r i s t i k y . K a ž d á z n i c h m á své výhody 

a nevýhody, p r o t o je dobré je k o m b i n o v a t . 

1.1. Pozorování ve světlém pol i 

M i k r o s k o p i e ve svět lém p o l i ( B r i g h t f i e l d m i c r o s c o p y ) je ne j s tarš í a ne j čas tě j š í m e t o d a p o ­

zorování. Používá se z e j m é n a v t ransmisn í m i k r o s k o p i i , lze j i ale použít i v m i k r o s k o p i i 

reflexní. K o n t r a s t je zde dosažen rozdílnou absorpc í či odrazivost í p o ploše v z o r k u . P ř i 

průchodu světla v z o r k e m může nasta t absorpce či z m ě n a směru šíření. Svět lo je pohlceno 

či rozptýleno t a k o v ý m způsobem, že v ý z n a m n ě odkloněné p a p r s k y neprochází p u p i l o u ob­

j e k t i v u . Č á s t i , kde k t ě m t o j e v ů m výrazně dochází , se n a obraze pro jeví menš í i n t e n z i t o u , 

a t e d y tmavě j i . 

T o u t o m e t o d o u je vhodné p o z o r o v a t takzvané ampli tudové ob jekty , t e d y ob jekty , k teré 

výrazně mění a m p l i t u d u dopada j íc ího svět la a vytvář í t a k výrazný kontras t m e z i sledo­

vaným v z o r k e m a pozadím. Průhledné ob jekty , j a k o například buňky, a m p l i t u d u výrazně 

nemění , p r o t o se p r o zvýšení k o n t r a s t u obarvuj í . B a r v i v a ale m o h o u mít n a pozorované ob­

j e k t y toxické účinky. T a t o m e t o d a t e d y není p r o pozorování živých b u n ě k v h o d n á , n a o p a k 

se čas to využívá při zkoumání neprůhledných s t r u k t u r [10, 11]. 

a) b) 
O b r á z e k 1.1: Zobrazení p o m o c í m e t o d y světlého pole . O b r á z e k a) pořízen t r a n s m isn ím 
m i k r o s k o p e m . Z o b r a z e n y p l á t k y g r a f i t u ( tmavě šedá) a grafénu (světle šedá) . Obrázek 
b) pořízen ref lexním m i k r o s k o p e m . Z o b r a z e n y p l á t k y grafénu a g r a f i t u n a p o v r c h u o x i d u 
křemič i tého. P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [11]. 
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1.2. POZOROVÁNÍ V TMAVÉM POLI 

1.2. Pozorování v tmavém pol i 

P ř i pozorování v t m a v é m p o l i ( D a r k f i e l d m i c r o s c o p y ) je ob jekt z o b r a z e n p o m o c í světla, 

které se n a v z o r k u r o z p t y l u j e . K o n s t r u k č n í řešení m i k r o s k o p u p r o t u t o m e t o d u pozorování 

(obr. 1.2) se o d m i k r o s k o p u p r o světlé pole liší vložením t z v . kondenzorové m a s k y ve t v a r u 

mezikruží do ohniskové r o v i n y k o n d e n z o r u v Kóhlerově osvětlovací soustavě. Svět lo , k teré 

při průchodu výrazně nezmění svůj směr , je sous tavou blokováno. P ř i pozorování p a k lze 

vidět bílé ú tvary n a černém p o l i [12, 10]. 

O b r á z e k 1.2: S c h é m a část i m i k r o s k o p u p r o m e t o d u pozorování v t m a v é m p o l i . P ř e v z a t o 
a u p r a v e n o z [10] 

T o u t o m e t o d o u lze dosáhnout větš ího k o n t r a s t u . J e j í nevýhodou ale je, že k z o b r a z o ­

vání je využi ta m a l á část i n t e n z i t y světla ze zdro je , je p r o t o nutné používat výkonnějš í 

zdro je světla. Ne jčas tě j i se t a t o m e t o d a používá k de tekc i h r a n a obrysů, např ík lad při 

pozorování povrchů o b j e k t ů či biologických s t r u k t u r [ ]. 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 
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a) b) 
O b r á z e k 1.3: P o l y m e r n í m i k r o s t r u k t u r a z o b r a z e n a ve svět lém (a) a v t m a v é m (b) p o l i . 
P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [11]. 

1.3. Zerinkeho fázový kontrast 

M n o h o vzorků, které nepohlcu j í světlo, se j e v í j a k o průhledné. P ř i průchodu svět la t a ­

kovým v z o r k e m se nemění j eho i n t e n z i t a , v l i v e m rozdílného i n d e x u l o m u v z o r k u o p r o t i 

okolnímu prostředí se však posouvá j eho fáze. Takový v z o r e k se nazývá fázový ob jekt . 

Změnu fáze ovšem lidské oko nedokáže z a z n a m e n a t . M e t o d a fázového k o n t r a s t u dokáže 

převést fázové změny n a změny ampli tudové, a tudíž dokáže fázový p o s u n z v i d i t e l n i t . 

M i k r o s k o p p r o pozorování p o m o c í fázového k o n t r a s t u obsahuje o p r o t i m i k r o s k o p u p r o 

pozorování ve svět lém p o l i dvě k o m p o n e n t y , k teré můžete vidět n a obrázku 1.4. Prvn í 

z n i c h je m a s k a ve t v a r u mezikruží , k t e r á je u m í s t ě n a do ohniskové r o v i n y k o n d e n z o r u , 

s te jně j a k o při pozorování v t m a v é m p o l i . P o m o c í ní se v zadní ohniskové rovině o b j e k t i v u 

vytvoří os t rý o b r a z ve t v a r u prstence . Dalš í k o m p o n e n t o u je fázová dest ička, k t e r á je 

u m í s t ě n a právě do zadní ohniskové r o v i n y o b j e k t i v u . 

Svět lo p u t u j e o d zdro je přes osvětlovací s o u s t a v u obsahuj íc í m a s k u až ke v z o r k u . P ř i 

průchodu v z o r k e m se světlo rozdělí n a dvě v l n y . P r v n í v l n a není v z o r k e m n i j a k ovlivněna 

a pokraču je v původním směru. D r u h á v l n a se n a o p a k v l i v e m v z o r k u rozptýlí do všech 

směrů a dochází u ní také k p o s u n u j e j í fáze o p r o t i nezměněné vlně. U biologických vzorků 

se tento rozdíl fáze p o h y b u j e k o l e m A / 4 , k d e A je vlnová délka použi tého světla [10]. 

Úkolem fázové dest ičky je p a k p o s u n o u t fázi nepozměněného světla. P o d l e směru p o s u v u 

fáze p a k můžeme rozlišovat pozit ivní a negat ivní fázový kontras t . 

Pozi t ivní fázový kontras t nas tává v s i t u a c i , k d y fázová dest ička posouvá fázi nezmě­

něného svět la + A / 4 . T o lze docíl i t t í m , že mezikruží , k u d y t a t o v l n a prochází , b u d e mít 

o p r o t i z b y t k u dest ičky menší t loušťku. Výsledný fázový r o d i l o b o u v l n se p a k p o h y b u j e 

k o l e m A / 2 . N a obrazové rovině t a k nas tává destrukt ivní interference, díky níž se o b j e k t y 

9 



1.3. ZERINKEHO FÁZOVÝ KONTRAST 

Kondenzor Objektiv Rozptýlené světlo (červené) 

O b r á z e k 1.4: S c h é m a m i k r o s k o p u p r o fázový kontras t . P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [10]. 

s větš ím i n d e x e m l o m u , než je i n d e x l o m u okolí, zobrazí tmavě j i . P ř i negat ivn ím fázo­

vém k o n t r a s t u m á mezikruží p r o nezměněnou v l n u větší t loušťku. Fázová dest ička t a k 

způsobuje p o s u n fáze o v e l i k o s t i — A / 4 a n a obrazové rovině t a k nas tává konstrukt ivní i n ­

terference. O b j e k t y s vyšš ím i n d e x e m l o m u se p a k zobrazí o p r o t i svému okolí světle j i [10]. 

Pozitivní fázový kontrast Negativní fázový kontrast 

O b r á z e k 1.5: Fázové dest ičky p r o m e t o d u pozi t ivního a negat ivního fázového k o n t r a s t u . 
P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [10]. 

Fázový kontras t obecně zobrazu je změny v optické dráze svět la prošlého v z o r k e m , 

př ičemž opt ická d r á h a je závislá n a t loušťce a n a i n d e x u l o m u v z o r k u . O b r a z t a k lze 

in terpre tovat j a k o m a p u optické h u s t o t y v z o r k u . M o h o u se zde ale také v y s k y t n o u t nežá­

doucí efekty, k teré nesouvisí se z m ě n a m i v optické dráze. T y t o j e v y se nazýva j í a r t e f a k t y 

a řadí se sem h a l o efekt a shade-off efekt. 

H a l o efekt vzniká t í m , že čás t rozptýleného svět la prochází mezikružím určeným p r o 

nerozptýlenou v l n u . Š í řka mezikruží je to t iž větší než s k u t e č n á vel ikost prs tence , k teré 

nezměněná v l n a vytvoří . N a o b r a z o v o u r o v i n u t a k d o p a d n e i rozptýlené světlo, k teré 

m á o p r o t i nerozptýlenému světlu fázový p o s u v n/2 a není t e d y ovlivněno destrukt ivní 

interferencí . T o t o vede k lokálnímu obrácení k o n t r a s t u . N a obraze se p a k k o l e m velkých 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 

o b j e k t ů tvoří světlé okra je p r o pozit ivní fázový kontras t nebo t m a v é okra je p r o negat ivní 

fázový k o n t r a s t [13]. 

D a l š í m a r t e f a k t e m , k terý můžeme p o z o r o v a t , je t z v . shade-off efekt n e b o l i st ínový 

efekt, k t e r ý nas tává u velkých a p lanárních o b j e k t ů . R o z p t ý l e n á v l n a , k t e r á prochází 

s t ředem takového v z o r k u , se výrazně neodchýlí o d původního směru, a v s t u p u j e t a k do 

mezikruží fázové destičky. Rozdí l fáze m e z i t í m t o svět lem a nerozptýleným svět lem je 

7r/2, nedochází t a k k inter ferenci . Díky t o m u t o e fektu p a k lze p o z o r o v a t p o s t u p n o u změnu 

p r o f i l u i n t e n z i t y směrem o d kra je ke s tředu o b j e k t u [10]. N a O b r á z k u 1.6 lze vidět způsob, 

j a k t a t o m e t o d a zobrazu je fázový ob jekt ve t v a r u k r y c h l e . 

Fázový vzorek 

a) 

Pozitivní fázový 
kontrast 

Profily intenzity 

Negativní fázový 
kontrast 

b) d) f) 

O b r á z e k 1.6: H a l o a Shade-off efekt n a fázovém o b j e k t u , a) fázový v z o r e k b) průběh 
i n t e n z i t y bez a r t e f a k t ů c) zobrazení o b j e k t u p o m o c í pozi t ivního fázového k o n t r a s t u d) 
průběh i n t e n z i t y p r o pozit ivní fázový kontras t e) zobrazení o b j e k t u p o m o c í negat ivního 
fázového k o n t r a s t u f) průběh i n t e n z i t y p r o negat ivní fázový kontras t . P ř e v z a t o a u p r a v e n o 
z [10]. 

I přes obt ížně jš í i n t e r p r e t a c i o b r a z u je m e t o d a fázového k o n t r a s t u v ý b o r n o u m e t o d o u 

p r o zobrazování fázových o b j e k t ů . Navíc díky ní lze pozorovat i živé buňky, k teré se nemusí 

n i j a k u p r a v o v a t . 

1.4. Normanského diferenciální interferenční kontrast 
Dalš í m e t o d a , k t e r á se používá k zobrazování fázových o b j e k t ů , se nazývá Diferenciální 

interferenční kont ras t . T u t o m e t o d u lze n a j í t p o d z k r a t k o u D I C , k t e r á v z n i k l a z j e j í h o 
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1.4. NORMANSKÉHO DIFERENCIÁLNÍ INTERFERENČNÍ KONTRAST 

anglického názvu - D i f f e r e n c i a l interference contrast . Také se lze setkat s označen ím N o r -

manského m e t o d a , p o d l e j e j í h o vynálezce j m é n e m Georges N o r m a n s k i [14]. 

P r o pozorování t o u t o m e t o d o u je nutné do systému vložit d v a W o l l a s t o n o v y h r a n o l y 

a d v a polarizátory. Wol las tonův h r a n o l je d r u h děliče svazků, vytvořený z d v o u kl ínových 

desek z dvo j lomného křemene . Opt ické osy o b o u desek j s o u kolmé j a k n a sebe, t a k i n a 

směr šíření světla. Jes t l iže n a tento h r a n o l dopadá l ineárně polarizované světlo, j a k vidíme 

n a obrázku 1.7, h r a n o l jej rozdělí n a dvě v l n y - t z v . řádnou (ordinary , O ) a m i m o ř á d n o u 

( e x t r a o r d i n a r y , E ) , k teré m a j í v z á j e m n ě kolmé p o l a r i z a c e . 

O b r á z e k 1.7: Wol las tonův h r a n o l . P ř e v z a t o z [ ]. 

S c h é m a konstrukčního řešení m i k r o s k o p u p r o m e t o d u D I C je znázorněna n a obrázku 

1.8. Svět lo ne jprve prochází přes polar izátor , k t e r ý vytvoří l ineární p o l a r i z a c i . Dále p r o ­

chází přes Wol la t sonův h r a n o l , který, j a k b y l o popsáno dříve, vytvoří řádnou a m i m o ­

řádnou v l n u . T y t o v l n y dále p o k r a č u j í v mírně odlišných směrech až n a k o n d e n z o r . T e n 

s v a z k y zafokusuje n a nekonečnou vzdálenost , směr t ěchto v l n je p a k paralelní . Vzdálenost 

svazků se nazývá " s h e a r " n e b o l i s m y k a j e j í ve l ikost se p o h y b u j e p o d rozlišovací schopností 

o b j e k t i v u [10]. 

P ř i průchodu v z o r k e m do jde ke změně opt ických vzdálenost í svazků v l i v e m rozdílných 

indexů l o m u a t loušťce v z o r k u . S v a z k y dále putu j í přes o b j e k t i v , k t e r ý je z fokusuje n a 

druhý Wol las tonův h r a n o l , k d e s p o l u rekombinuj í . P o k u d je rozdíl j e j i ch fází nulový, v y ­

tvoří se s p o j e n í m o b o u v l n světlo s l ineární polar izací , k teré je dále blokováno druhým 

polar izátorem, t z v . ana lyzá torem. Jes t l iže je ale v l i v e m v z o r k u rozdíl fází nenulový, vzniklé 

světlo m á e l i p t i c k o u p o l a r i z a c i , a t a k jeho část p r o j d e a n a l y z á t o r e m až n a de tektor . 

Je důležité si vš imnout , že se zde n e v y s k y t u j e žádná referenční větev, m e t o d a zde 

porovnává d v a blízké svazky, k teré s p o l u interferuj í . N e z o b r a z u j e p r o t o o p t i c k o u dráhu, 

ale j e j í změnu, p r o t o název Diferenciální interferenční kont ras t . 

T a t o m e t o d a se vyznaču je v y s o k ý m rozlišením. O b r a z se j ev í , j a k o b y b y l ob jekt 

nasvícen z b o k u , a je také ods t raněn h a l o efekt. Interpretace o b r a z u ale může být t r o c h u 

složitější . E f e k t , k terý se n a fotce j e v í j a k o st ín, i n d i k u j e změnu optické dráhy, k t e r á nemusí 

být způsobena j e n změnou t loušťky v z o r k u . E f e k t se také vytvář í j i n a k p r o o b j e k t y s nižším 

a s vyšš ím i n d e x e m l o m u , než j eho okolí. Například husté j á d r o buňky, které m á vyšší 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII 

t 

Analyzátor 

Wollatsonúv hranol 

Objektiv 

Vzorek 

Kondenzor 

Wollatsonův hranol 

Polarizátor 

O b r á z e k 1.8: S c h é m a D I C m i k r o s k o p u . P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [16] 

i n d e x l o m u než okolí, se zobrazí j a k o vyvýšené , n a rozdíl p r o lipidové kapičky s nižším 

i n d e x e m l o m u , p r o které se efekt st ínu zobrazí opačně a v z n i k n e t a k d o j e m p r o p a d l i n y . 

Dalš í f a k t o r , k terý ovlivňuje tvoření st ínového e fektu , je směr osy s m y k u , k terý je daný 

p o l o h o u Wol las tonových hranolů . K o n t r a s t je p a k ne jvyšš í právě ve směru osy s m y k u , 

j a k můžeme vidět n a obrázku 1.9. Kvůli t ě m t o důvodům není t a t o m e t o d a v h o d n á n a 

kvant i ta t ivní určování t loušťky v z o r k u [10, 14]. 
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1.5. KVANTITATIVNÍ FÁZOVÝ KONTRAST 

(a) (b) 

O b r á z e k 1.9: Zobrazení schránky r o z s i v k y . Š ipka v levém horn ím r o h u n a obrázku (a) 
udává směr s m y k u , k terý je s te jný i p r o obrázek (b). N a obrázku (a) lze vidět m n o h e m 
více detai lů, a to kvůli v h o d n é m u n a t o č e n í v z o r k u . P ř e v z a t o z [10]. 

1.5. Kvantitativní fázový kontrast 

M i k r o s k o p y , k teré umožňuj í pozorovat kvant i ta t ivn í fázový kontras t se nazýva j í interfe­

renční m i k r o s k o p y . Základním p r i n c e m kvant i ta t ivn ího fázového k o n t r a s t u je interference 

d v o u v l n - v l n y , k t e r á prošla v z o r k e m , s v l n o u referenční . O b ě t y t o v l n y musí být v z á j e m n ě 

koherentní , j ed ině t a k do jde ke konstrukt ivní inter ferenci . S c h é m a j e d n é z m n o h a variací 

m i k r o s k o p u p r o m e t o d u kvant i ta t ivn ího fázového k o n t r a s t u j e z o b r a z e n o n a obrázku 1.10. 

Svět lo putu j í c í ze zdro je se p o m o c í děliče rozdělí n a d v a svazky. V ě t e v , k t e r á obsahuje 

pozorovaný v z o r e k , se nazývá předmětová, a větev, k d e v z o r e k není , se nazývá referenční . 

V l n o p l o c h a světla , k t e r á prochází předmětovou větví , je p a k v z o r k e m p o z m ě n ě n a v l i v e m 

rozdílného i n d e x u l o m u a t loušťky v z o r k u . O b a s v a z k y p a k putu j í přes dělič s v a z k u , k d e 

se spo j í a n a d e t e k t o r u s p o l u interferuj í . N a d e t e k t o r u p a k v z n i k n e interferenční obrazec , 

k terý obsahuje i n f o r m a c i j a k o ampl i tudě výsledné v l n y , t a k i o j e j í fázi. Díky t o m u , že 

j s o u větve kompletně oddělené, zde nedochází ke v z n i k u h a l o e fektu [17, 8]. 

P o d l e úhlu, k terý s p o l u při r e k o m b i n a c i svíra j í předmětový a referenční svazek, lze roz­

lišovat dvě základní s k u p i n y mikroskopů p r o m e t o d u kvant i ta t ivního fázového k o n t r a s t u . 

J e - l i úhel m e z i s v a z k y nulový, mluvíme o i n - l i n e interferenční m i k r o s k o p i i . V ý h o d o u to ­

h o t o uspořádání je možnost použít nízkokoherentní světlo. D í k y t o m u není o b r a z zat ížen 

koherenčním š u m e m a paraz i tn ími in ter ferencemi . P r o úplnou r e k o n s t r u k c i fázového ob­

r a z u je ale n u t n o použít více snímků, což dělá t o t o uspořádání nevhodné p r o pozorování 

dynamických j e v ů . 

P o k u d s v a z k y svíra j í nenulový úhel , j e d n á se o mimoosové n e b o l i off -axis uspořádání . 

M i k r o s k o p y s t í m t o u s p o ř á d á n í m se také označu j í j a k o digitální holografické m i k r o s k o p y . 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 

Dělič svazků 

Zrcadlo 

Zrcadlo 
d 

Objektiv 

Vzorek Objektiv Dělič svazků Okular Kamera 

O b r á z e k 1.10: K o n f i g u r a c e interferenčního m i k r o s k o p u M a c h - Z e h n d e r o v a t y p u . P ř e v z a t o 
a u p r a v e n o z [18]. 

K o m p l e t n í r e k o n s t r u k c i o b r a z u lze provést z j e d n o h o snímku, off -axis m i k r o s k o p y j s o u 

p r o t o vhodně jš í p r o pozorování dynamických j e v ů . J e j i ch nevýhodou je, že ne jsou achro-

mat ické , p r o t o vyžaduj í koherentní z d r o j osvětlení . Důsledkem t o h o m á t o t o uspořádání 

o p r o t i uspořádání osovému nižší příčné rozlišení a n a obraze se také v y s k y t u j e koherenční 

šum [19]. 

Dříve popsané m e t o d y p r o pozorování fázových o b j e k t ů j s o u efekt ivní v j e j i c h zob­

razování, nedokáží ale t y t o o b j e k t y přesně kvant i ta t ivně měř i t . U Z e r n i k e h o m e t o d y se 

ob jevu j í a r t e f a k t y - h a l o a shade-off efekt, díky k t e r ý m v z o r e k p r a k t i c k y nejde k v a n t i ­

t a t i v n ě p o p s a t . D I C m e t o d a tento p o p i s umožňuje , musí se ale použít složité t e c h n i k y 

p r o zpracování o b r a z u . [ ] Kvant i ta t ivn í fázový kontras t dokáže kvant i ta t ivně p o p s a t 

změnu fáze svět la prošlého v z o r k e m , k terý se p ř i t o m nemusí o b a r v o v a t . M e t o d a je p r o t o 

obzvláště v h o d n á p r o pozorování živých b u n ě k bez v l i v u tox ických efektů b a r v i v . Fázový 

p o s u v je navíc př ímo úměrný množs tv í suché h m o t y , lze t e d y v z o r k y o p t i c k y vážit nebo 

sledovat změny h u s t o t y vni t robuněčné h m o t y , j a k je vidět n a obrázku 1.11 [12, 20]. 

O b r á z e k 1.11: Kvant i ta t ivn í fázový o b r a z embryonálních kmenových b u n ě k (vlevo) a graf 
rozložení j e j í suché buněčné h m o t y ( v p r a v o ) . P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [20]. 

[radí [PE/Uml 
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1.5. KVANTITATIVNÍ FÁZOVÝ KONTRAST 

C C H M m i k r o s k o p k o m b i n u j e v ý h o d y i n - l i n e a off -axis uspořádání , aniž b y b y l zat ížen 

je j i ch nevýhodami . J e d n á se o p r i n c i p nekoherentní off -axis holograf ie s využi t ím difrakční 

mřížky p r o za j i š tění achromat i čnos t i i n t e r f e r o m e t r u . Umožňu je t a k pozorovat dynamické 

děje živých buněk při zachování vysokého rozlišení. V h o d n ý m n a s t a v e n í m míry koherence 

osvětlení lze u p r a v i t v l a s t n o s t i zobrazení p o d l e t y p u pozorovaného v z o r k u - o d t u d p l y n e 

jeho označení Koherenc í řízený holografický m i k r o s k o p ( C C H M z anglického Coherence-

- C o n t r o l l e d H o l o g r a p h i c M i c r o s c o p e ) . Nevýhodou t o h o t o m i k r o s k o p u s nízkokoherentním 

z d r o j e m svět la je jeho vysoká c i t l ivos t n a rozdíl opt ických d r a h předmětové a referenční 

větve [19]. 

S c h é m a poslední generace C C H M m i k r o s k o p u je z o b r a z e n a n a obrázku 1.12. Je zde 

využi to Kóhlerova osvětlení , k d y z d r o j světla , k t e r ý může být prostorově i časově nekohe­

rentní , je k o l e k t o r e m L z o b r a z e n do přední ohniskové r o v i n y kondenzorů C i , resp. C2. Z a 

k o l e k t o r e m L se nachází dělič s v a z k u B S 1 , k t e r ý m je fokusovaný svazek rozdělen do d v o u 

větví - předmětové a referenční . K o n d e n z o r y C l a C 2 v t ěchto větvích p a k o b r a z y zdro je 

zobrazí do nekonečna a rovnoměrně osvětl í předmětovou r o v i n u v z o r k u S P respekt ive 

referenční r o v i n u R . 

R o v i n a v z o r k u S P I je o b j e k t i v e m O i z o b r a z e n a d o nekonečna a následně je t u b u s o v o u 

čočkou T L I z o b r a z e n a do r o v i n y z r c a d l a M2. P o o d r a z u je následně přes dělič s v a z k u 

BS2 a výs tupní o b j e k t i v O L i z o b r a z e n a do r o v i n y d e t e k t o r u O P . Nevýhodou použit í 

každého děliče s v a z k u B S je z t r á t a 50% i n t e n z i t y svět la . Referenční r o v i n a je p o m o c í 

mikroskopového o b j e k t i v u O2 a tubusové čočky T L 2 z o b r a z e n a k o l m o do r o v i n y difrakční 

mřížky D G . O d t u d je odkloněn d o směru +1 . řádu p o d úh l e m a, p r o k terý plat í v z t a h : 

kde foc J e prostorová frekvence vrypů n a difrakční mřížce a A je vlnová délka světla. 

Použi t í +1 . řádu p r o za j i š tění achromat i čnos t i m i k r o s k o p u vyplývá z v ý p o č t ů p o d l e L e i t h a 

difrakční mřížka , t e d y mř ížka speciálně navržená t a k , že m a x i m u m i n t e n z i t y odraženého 

svět la se nachází v j i n é m než n u l t é m řádu [22]. Svět lo p a k pokraču je přes výs tupní o b j e k t i v 

O L 2 a dopadá n a r o v i n u d e t e k t o r u O P p o d úh l e m /3, j e h o ž vel ikost je dáva v z t a h e m : 

s i n a = f D G • X 

[21]. Ze v z t a h u 1.1 vyplývá, že do jde k d i s p e r z i světla. Č a s t o se zde používá blazovaná 

ß 
m0L 

kde nioL je zvětšení výstupního o b j e k t i v u [ ]. 
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVĚTELNÉ MIKROSKOPII 

N a d e t e k t o r u p a k interferencí nul tého řádu z předmětového s v a z k u a prvního řádu 

z referenčního s v a z k u vzniká interferenční obrazec . Výs ledná s t r u k t u r a je tvořena r o v n o ­

běžnými proužky s t z v . n o s n o u frekvencí fc, p r o k t e r o u plat í : 

fc = — • (1.3) 
m0L 

Frekvence fc je s t e j n á p r o všechny vlnové délky, p r o t o můžeme tento m i k r o s k o p považovat 

z a achromat ický . P o vložení v z o r k u do r o v i n y v z o r k u Sp p a k vzniká n a d e t e k t o r u interfe­

renční obrazec s n o s n o u p r o s t o r o v o u frekvencí fc, z k terého se nás ledným m a t e m a t i c k ý m 

zpracováním získá výsledný o b r a z [23]. Z p r i n c i p u fungování C C H M m i k r o s k o p u vyplývaj í 

požadavky n a j eho konstrukční řešení. 

C 2 R 0 2 T L 2 

C , Sp O, T L , 
O b r á z e k 1.12: S c h é m a C C H M m i k r o s k o p u . S - plošný po lychromat ický z d r o j světla , L -
k o l e k t o r , B S - dělič s v a z k u , M - z r c a d l o , C - k o n d e n z o r , Sp - r o v i n a pozorovaného v z o r k u , 
R - r o v i n a referenčního v z o r k u , O - mikroskopové o b j e k t i v y , T L - tubusové čočky, D G -
difrakční mřížka , O L - výs tupní o b j e k t i v y , O P - výs tupní r o v i n a , D - de tektor . P ř e v z a t o 

z [19]. 
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2. MOTIVACE A CÍLE PRÁCE 

2. Motivace a cíle práce 
P r o tes tování nových zobrazovacích m e t o d je t ř e b a sestavit o tevřenou labora torn í v e r z i 

C C H M m i k r o s k o p u . T a t o práce se b u d e zabývat n á v r h e m a sestavením jeho zobrazovací 

část i . P r o snadné testování nových t e c h n i k je nutné , a b y sestava m i k r o s k o p u b y l a snadno 

př ís tupná a dos ta tečně modulárn í t a k , a b y b y l o možné do ní vkládat nové optické k o m ­

ponenty , př ípadně ce lou sestavu různě m o d i f i k o v a t . J a k p l y n e z předchozí část i , je nutné 

dbát z e j m é n a n a to , a b y b y l a dodržena p o d m í n k a s te jné optické dráhy v o b o u větvích p r o 

za j i š tění v z á j e m n é koherence o b o u svazků. P r o možnost snadného nastavení m i k r o s k o p u 

je p r o t o nutné p o č í t a t s m e c h a n i s m e m umožňu j í c ím vyrovnání rozdílu opt ických d r a h 

o b o u větví . Dá le je vhodné uložit j ednot l ivé optické k o m p o n e n t y do centrážních m e c h a ­

nismů p r o snadné sesazení o b r a z u . K úspěšnému splnění t o h o t o úkolu je t ř e b a dosáhnout 

t ěchto dílčích cílů: 

• N a v r h n o u t teoret ický m o d e l optické cesty. 

• Z v o l i t vhodné optické k o m p o n e n t y . 

• Zobrazovací čás t m i k r o s k o p u sestavit . 

• Otes tovat funkčnost zobrazovací část i m i k r o s k o p u . 
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3. NÁVRH OPTICKÉHO USPOŘÁDÁNÍ 

3. Návrh optického uspořádání 
V rámci návrhu opt ického uspořádání j s e m ne jprve n a v r h l tř i koncepční řešení, k te rá 

j s o u v t é t o část i práce představena a porovnána . P r o k o n c e p t y b y l y následně zvo leny 

vhodné optické k o m p o n e n t y a n a základě provedeného optického trasování b y l z v o l e n 

ne jvhodně jš í koncept , k terý b y l v další část i rozpracován do konstrukčního řešení. 

3.1. Koncepční řešení 

V navrhovaných konceptech b y l o p r o t i s táva j í c ím verzím C C H M m i k r o s k o p u dělič s v a z k u 

p r o r e k o m b i n a c i n a h r a z e n z r c á t k e m ve t v a r u D (dále označováno j a k o D zrcá tko) . D z r ­

cá tko je rovinné z r c a d l o ve t v a r u kruhové výseče se s t ředovým úhlem 180° (obrázek 3.1). 

Jeho použit í b y mělo umožnit s n a d n o u separaci 1. difrakčního řádu v referenční větvi , 

t aké b y nedošlo ke z t r á t ě 50% z i n t e n z i t y svět la , což je n e v ý h o d a při použit í děliče s v a z k u 

v současných řešeních. 

Využit í D z r c á t k a d o s u d n e b y l o tes továno, a není p r o t o j i s t é , z d a b u d e p o konstrukční 

s t ránce proveditelné. B u d e t e d y t ř e b a r e k o m b i n a c i s v a z k u exper imentá lně prověřit . V pří­

padě nefunkčnost i t o h o t o řešení lze n a h r a d i t v k o n c e p t e c h D zrcá tko děl ičem s v a z k u a p r o ­

s torovým f i l t r e m . 

Obrázek 3.1: O b r á z e k D z r c á t k a . P ř e v z a t o a u p r a v e n o z [21] 
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3.1. KONCEPČNÍ ŘEŠENÍ 

3.1.1. Rovnoběžné uspořádání 

P r v n í koncepční uspořádání , nazvané j a k o rovnoběžné , je z o b r a z e n o n a obr . 3.2. V každé 

větvi je užito sudého p o č t u z r c a d e l . U m í s t ě n í z r c a d e l Z 4 a Z 5 v referenční větvi je navrženo 

t a k , a b y j i m i b y l o možné p o h y b o v a t . T í m p á d e m je možné měni t délku referenční větve, 

a dosáhnout t a k nulového rozdílu optické dráhy m e z i t o u t o a předmětovou větví . 

O p r o t i s c h é m a t u zobrazeném n a obrázku 1.12 je předpokládáno využit í t ransmisní 

difrakční mřížky D M , k t e r á v y h n e světlo do směru +1 . m a x i m a . Umožní t a k vložení 

D z r c á t k a do o b l a s t i r e k o m b i n a c e svazků t a k o v ý m způsobem, a b y D zrcátko odráželo 

světlo z +1 . difrakčního řádu referenční větve, ale a b y zároveň b y l o umožněno světlu 

z předmětové větve pro j í t . 

0 2 

Ref 

TC 2 

i 
DM 

-> v o . 

• 
V O i v o . 

Obj 

O b r á z e k 3.2: S c h é m a rovnoběžného upořádání . R e f - referenční větev, O b j - předmětová 
větev, O - o b j e k t i v , T C - tubusová čočka , Z - z r c a d l a , V O - výs tupní o b j e k t i v y , D Z -
D zrcátko , D M - difrakční mřížka , D - D e t e k t o r 

3.1.2. Kolmé uspořádání 

V druhém návrhu, zobrazeném n a obrázku 3.3, je osa s v a z k u dopada j íc ího n a de tektor 

kolmá n a osy svazků, vycháze j íc ích z r o v i n y v z o r k u , resp. referenční r o v i n y . Kvůli t é to 

změně b y l o nutné zaměni t předmětovou a referenční větev. V předmětové větvi je uloženo 

j e d n o z r c a d l o Z i , referenční větev p a k obsahuje čtyři z r c a d l a a D z r c a d l o . Z r c a d l a Z3 

a Z 4 , k t e r á umožňuj í změnu délky optické dráhy, b y l a opět u m í s t ě n a do referenční větve 

a tubusová čočka TC2 b y l a u m í s t ě n a m e z i ně . 

Nevýhoda t o h o t o des ignu spočívá v t o m , že b u d o u - l i z r c a d l a Z 3 a Z 4 u ložena n a p o s u v u , 

k terý se b u d e p o h y b o v a t vůči z b y t k u sestavy, s každou změnou j e j i ch p o l o h y se změní 

také vzdálenost m e z i t u b u s o v o u čočkou TC2 a difrakční mřížkou D M . T í m p á d e m do jde 
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3. NÁVRH OPTICKÉHO USPOŘÁDÁNÍ 

k de fokusac i tubusové čočky a b u d e nutné opět n a s t a v i t j e j í správnou p o z i c i , p r o t o ta to 

v a r i a n t a dále n e b y l a uvažovaná. 

Obj 

Ret 

0 2 

A 
z 5 

TC 2 

Z, 

DM V0 2 

-DZ 

O b r á z e k 3.3: S c h é m a kolmého upořádání . R e f - referenční větev, O b j - předmětová větev, 
O - o b j e k t i v , T C - tubusová čočka , Z - z r c a d l a , V O - výs tupní o b j e k t i v y , D Z - D zrcátko, 
D M - difrakční mřížka , D - D e t e k t o r 

23 



3.2. VÝBĚR OPTICKÝCH KOMPONENT 

3.1.3. Kolmé uspořádání II 

T o t o uspořádání vychází z předchozího návrhu, př ičemž řeší j eho nevýhodu - přeostřování 

tubusové čočky. S k u p i n a z r c a d e l Z 2 až Z 5 b y l a u m í s t ě n a do p r o s t o r u m e z i o b j e k t i v e m O2 
a t u b u s o v o u čočku T C 2 . T o t o uspořádání vyžaduje delší o p t i c k o u vzdálenost m e z i ob jek­

t i v e m O i a t u b u s o v o u čočkou T C i , resp. m e z i 0 2 a T C 2 , je l ikož je zde však c h o d paprsků 

rovnoběžný, není t a t o z m ě n a n i j a k omezuj íc í . J e j í s chéma je z o b r a z e n o n a obrázku 3.4. 

Oi TCj 

Obj 

Ref 

0 2 TC 2 

DM V0 2 

O b r á z e k 3.4: S c h é m a kolmého upořádání II . R e f - referenční větev, O b j - předmětová 
větev, O - o b j e k t i v , T C - tubusová čočka , Z - z r c a d l a , V O - výs tupní o b j e k t i v y , D Z -
D zrcátko , D M - difrakční mřížka , D - D e t e k t o r 

3.2. Výběr optických komponent 
P r o představená koncepční řešení b y l y z v o l e n y optické k o m p o n e n t y . V ý b ě r opt ických k o m ­

ponent b y l p r o v e d e n n a základě konzul tac í s firmou Te l ight [ ], s k t e r o u probíhá spolupráce 

n a vývoj i nové generace C C H M m i k r o s k o p u . J a k o o b j e k t i v y O i , a 0 2 b y l y z v o l e n y m i k r o ­

skopové o b j e k t i v y z řady N i k o n C F I P i a n F l u o r , se zvětšením 1 0 x , 2 0 x a 4 0 x , neboť se 

j e d n á o n e j č a s t ě j i používané o b j e k t i v y p r o biologická pozorování. K t ě m t o o b j e k t i v ů m b y l a 

zvo leny kompat ib i ln í tubusové čočky T C i a T C 2 s o h n i s k o v o u vzdálenost í frc — 200 m m . 

Difrakční mř ížka b y l a zapů jčena firmou T e l i g h t . J e d n á se o b l a z o v a n o u difrakční mřížku 

s frekvencí f DG — 150 m m - 1 . T a t o mřížka b y l a v y r o b e n á t a k , a b y odrážela m a x i m u m 

i n t e n z i t y ve směru +1 . difrakčního m a x i m a . J a k o výstupní o b j e k t i v y V O i a V 0 2 b y l y 

v y b r á n y fotografické o b j e k t i v y o d firmy B a s l e r s označen ím C 1 0 - 5 0 1 4 - 2 M - S a o h n i s k o v o u 
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vzdálenost í fvoi,2
 = 50 m m . Z a výstupní o b j e k t i v V 0 3 b y l z v o l e n fotografický o b j e k t i v 

S a m y a n g S M V - 8 5 M 4 3 s o h n i s k o v o u vzdálenost í fvo3 = 8 5 m m . . 

J a k o d e t e k t o r musí být v y b r á n a k a m e r a s č ipem, k terý musí být schopen rozlišit 

interferenční proužky s n o s n o u frekvencí fc, k t e r á je d á n a v z t a h e m 1.3, k d e zvětšení 

výs tupní část i ITIOL se v y p o č í t á p o m o c í v z t a h u : 

což p r o n á m i zvolené o b j e k t i v y dává zvětšení moL — 1,7. Nosná frekvence interferenčních 

proužků je t e d y r o v n a fc = 88, 24 m m - 1 . T o m u p o d l e v z t a h u : 

odpovídá p e r i o d a proužků a — 11, 33 u m . 

J a k o detektor b y l a v y b r á n a k a m e r a M o r a v i a n I n s t r u m e n t s C 2 - 12000. T a t o k a m e r a 

m á rozlišení 4112 x 3008 pixelů s velikostí d e t e k t o r u 14,91 x 10,38 m m a velikostí j e d n o h o 

p i x e l u 3 ,45 x 3 ,45 u m . J e d n a p e r i o d a proužků interferenčního obrazce je t e d y z o b r a z e n a 

p o m o c í t ř í pixelů a vzorkovací frekvence je p o d l e N y q u i s t o v a kr i tér ia vzorkování dos ta ­

t e č n á , b u d e se ale p o h y b o v a t poměrně blízko n a d hranic í rozliši telnosti . 

Celkové zvětšení t o h o t o m i k r o s k o p u se p a k v y p o č í t á p o m o c í v z t a h u : 

1 
(3.2) 

niceik = mob • m0L (3.3) 

k d e m0b je zvětšení mikroskopového o b j e k t i v u [2]. 
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3.3. TRASOVÁNÍ 

3.3. Trasování 

P ř e d s a m o t n ý m t rasováním konceptů b y l o nutné exper imentá lně naměř i t vzdálenost m e z i 

o b r a z o v o u o h n i s k o v o u r o v i n o u a dosedací p l o c h o u závitu tubusových čoček T C i a TC2. 
Dále také b y l o p o t ř e b a z j i s t i t rozbíhavost difrakčních řádů z a v ý s t u p n í m o b j e k t i v e m VO2 
a rozbíhavost s v a z k u z a o b j e k t i v e m VO2 z a úče lem co nej vhodně jš ího umís těn í D zrcá tka . 

3.3.1. Měření ohniskové vzdálenosti tubusových čoček 

Vzdálenost m e z i o b r a z o v o u o h n i s k o v o u r o v i n o u čočky a dosedací p l o c h y závitu / / se o z n a ­

ču je angl ickým výrazem F l a n g e foca l l e n g t h (dále F F L ) . T a t o h o d n o t a n e b y l a v ý r o b c e m 

uvedena . P r o j e j í nalezení b y l a použi ta sestava zobrazená n a obrázku 3.5. K měření b y l 

použit H e - N e laser, k t e r ý m á v l n o v o u délku A = 632 n m . Svazek svět la p u t u j e z laseru 

přes čočku L q , k t e r á jej zaostř í do r o v i n y š těrbiny S o průměru 20 u m . Svazek se dále šíří 

až k čočce L2. T a t o č o č k a p a k světlo zaostř í d o nekonečné vzdálenost i a vytvoří se t a k 

široký kolimovaný svazek. T e n p o t é prochází měřenou t u b u s o v o u čočkou T C , k t e r á světlo 

zaostř í n a r o v i n u ve vzdálenost i f f o d dosedací p l o c h y j e j í h o závitu. T a t o r o v i n a se určí 

p o m o c í d e t e k t o r u D , k t e r ý m lze p o h y b o v a t ve směru osy sestavy. D e t e k t o r zaznamenává 

vel ikost s t o p y s v a z k u . T a m , k d e je s t o p a ne jmenš í , se nachází h ledaná ohnisková r o v i n a . 

k S D 

O b r á z e k 3.5: S c h é m a měření F l a n g e foca l l e n g t h tubusových čoček T C i a TC2. L - č o č k y 
S - š těrb ina D detektor . 

Měření j s e m p r o v e d l p r o obě tubusové čočky. Výsledné z a z n a m e n a n á h o d n o t a F F L 

p r o obě čočky b y l a /ý = 154,40 m m . 

3.3.2. Separace difrakčních řádů 

Dále b y l a z k o u m á n a rozbíhavost s v a z k u z a v ý s t u p n í m o b j e k t i v e m VO2. P r o účely t o h o t o 

pozorování b y l a sestavena j e d n a větev m i k r o s k o p u v rovnoběžném uspořádání , k te ré je 

zobrazeno n a obrázku 3.6. Svět lo z polychromat ického zdro je svět la osvět lu je c l o n u S 

o v e l i k o s t i zorného pole použi tého o b j e k t i v u O , umís těnou do j eho přední ohniskové roviny . 

Svazek z r o v i n y c lony S je kolimován o b j e k t i v e m O a následně je zaostřen t u b u s o v o u 

čočkou T C do j e j í zadní ohniskové r o v i n y , k d e je u m í s t ě n a difrakční mř ížka D M . Vytvoří 
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3. NÁVRH OPTICKÉHO USPOŘÁDÁNÍ 

se t a k difrakční řády, k teré j s o u dále v ý s t u p n í m o b j e k t i v e m V O zaostřeny d o nekonečné 

vzdálenost i . D e t e k t o r e m D j s o u z a z n a m e n á n y v e l i k o s t i světelných s top daných difrakčních 

řádů. 

• 

S o 

T 
TC 

\ t 

X 
DM VO 

O b r á z e k 3.6: Měření oddělení difrakčních m a x i m . Z - z d r o j světla , S - c l o n a , O - o b j e k t i v , 
T C - tubusová čočka , D M - difrakční mřížka , V O - výs tupní o b j e k t i v , D - detektor . 

S c h é m a měřené s i tuace je n a obrázku 3.7. N e j p r v e j s e m p r o v e d l měření bez difrakční 

mřížky, b y l t e d y pozorován svazek odpovída j íc í s v a z k u z předmětové větve. P r o různé 

h o d n o t y vzdálenost i x d e t e k t o r u D o d výs tupního o b j e k t i v u V O b y l y z a z n a m e n á n y pří­

slušné průměry světlených s top svazků. Z naměřených dat p a k b y l a u r č e n a vel ikost úhlu 8, 

p o d k t e r ý m se světelný svazek rozbíhá , a vzdálenost a výs tupního o b j e k t i v u V O a roviny , 

ze k teré svazek vychází . P o t é b y l a do exper imentá ln í sestavy vložena difrakční mřížka . 

O p ě t b y l y pořízeny obrazy , ze k terých b y l a u r č e n a vzdálenost d m e z i s t ředy svazků n u l ­

t ého a prvního difrakčního řádu. Z naměřených a v y p o č í t a n ý c h h o d n o t p a k b y l a určena 

vzdálenost o d výs tupního o b j e k t i v u b, k d e se difrakční řády kříží. Výsledné h o d n o t y p r o 

o b j e k t i v 20 x j s o u : # = 4 , 3 ° , a = 3, 8 m m , b = 37, 9 m m , d — 5,1 m m . 

^ - Výstupní objektiv VO 

< = r — — " — ~ ~ ~ 

Ts 

a 
b } 

Nultý difrakční řád 

První difrakční řád 

O b r á z e k 3.7: S c h é m a měřených veličin 

Z t ěchto výsledků p a k lze určit p o l o h u D z r c á t k a , j a k je z o b r a z e n o n a obrázku 3.8. 

D zrcátko je t ř e b a umís t i t t a k , a b y odráželo první difrakční řád z referenční větve, ale a b y 

zároveň neodráželo nultý řád referenční větve a nec lon i lo svazek z předmětové větve. 
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3.3. TRASOVÁNÍ 

O b r á z e k 3.8: S c h é m a separace nul tého a prvního řádu p o m o c í D z r c á t k a . V O - výstupní 
o b j e k t i v y , D Z - D zrcá tko , m o d r ý paprsek - 1. řád z referenční větve, žlutý paprsek - 0. řád 
z referenční větve, červený p a p r s e k - svazek svět la z předmětové větve. 

3.3.3. Trasování koncepčních návrhu 

V z h l e d e m k t o m u , že přesné p a r a m e t r y j ednot l ivých opt ických k o m p o n e n t n e b y l y výrobc i 

uvedeny, b y l o provedeno z jednodušené trasování v prostředí S o l i d w o r k s p r o ob ě uvažovaná 

koncepční uspořádání . Trasovány b y l y d v a b o d y - osový b o d a k r a j n í b o d p ř e d m ě t u , t e d y 

takový b o d , k terý se zobrazí n a okra j d e t e k t o r u , t j . 8, 8 m m o d středu obrazové r o v i n y . T o 

n á m da lo i n f o r m a c e o p a r a m e t r e c h k o m p o n e n t , např ík lad o v e l i k o s t i z r c a d e l či vzdálenost i 

m e z i osou předmětové a referenční větve. Trasování b y l o ne jprve provedeno v paraxiá ln í 

a p r o x i m a c i . P a r a x i á l n í čočky b y l y následně doplněny o hlavní r o v i n y , j a k je z o b r a z e n o n a 

obrázcích 3.9 a 3.10. 

Trasování b y l o nutné k o n z u l t o v a t t a k , a b y b y l o kompat ib i ln í s osvětlovací čás t í m i k ­

r o s k o p u , k t e r o u se zabývá práce [ ]. J e d n a l o se z e j m é n a o požadavek n a vzdálenost m e z i 

mikroskopovými o b j e k t i v y 135 m m . Z trasování vyplývá, že u k o n c e p t u rovnoběžného 

uspořádání b y kvůli t o m u t o požadavku docházelo k m e c h a n i c k ý m kolizím m e z i uložením 

zrcátek v referenční větvi . Z t ěchto důvodů b y l o j a k o výsledný koncept zvoleno kolmé 

uspořádání II. 
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3. NÁVRH OPTICKÉHO USPOŘÁDÁNÍ 

O b r á z e k 3.9: Trasování rovnoběžného uspořádání p r o s tředový b o d modře a p r o kra jn í 
b o d pole červeně. O - mikroskopové o b j e k t i v y , T C - tubusové čočky, Z - z r c a d l a , V O -
výstupní o b j e k t i v y , D M - difrakční mřížka , D Z - D zrcátko , D - detektor . 
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3.3. TRASOVÁNÍ 

D 

O b r á z e k 3.10: Trasování kolmého uspořádání II p r o středový b o d modře a p r o k r a j n í b o d 
pole červeně. O - mikroskopové o b j e k t i v y , T C - tubusové čočky, Z - z r c a d l a , V O - výstupní 
o b j e k t i v y , D M - difrakční mřížka , D Z - D zrcá tko , D - de tektor . 
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4. KONSTRUKČNÍ ŘEŠENÍ HOLO GRAFICKÉHO MIKROSKOPU 

4. Konstrukční řešení holografického 
mikroskopu 

Konst rukčn í řešení b y l o vytvořeno v prostředí S o l i d w o r k s . P r o konstrukční řešení b y l y 

použity díly o d f i r m y T h o r l a b s , z e j m é n a díly z řady C a g e sys tém, což je modulárn í sys tém 

umožňuj íc í s n a d n o u k o n s t r u k c i opt ických sestav. Opt ické k o m p o n e n t y j s o u př ipevněny do 

polohovatelných uložení, k t e r ý m i lze v e l m i přesně n a s t a v i t p o l o h u daného p r v k u , a které 

j s o u spo jeny s dalšími p r v k y p o m o c í vodících tyčí . Celkově je t a k možné p o m o c í těchto 

dílů vytvoři t j e d e n velký sys tém, k terý lze lehce m o d i f i k o v a t a doplňovat , č ímž je splněn 

základní požadavek konstrukčního řešení. 

T h o r l a b s nabízí široký v ý b ě r k o m p o n e n t , ne vždy však t y t o k o m p o n e n t y umožňuj í p o ­

kroči lou j u s t á ž některých prvků použi tých v navržené sestavě. P r o t o b y l o nutné n a v r h n o u t 

následuj íc í p o d s e s t a v y : 

1. P o d s e s t a v a upevnění D z r c á t k a 

2. P o d s e s t a v a p r o změnu délky referenční větve 

3. P o d s e s t a v a upevnění difrakční mřížky 

Díly a p o d s e s t a v y b y l y navrženy t a k , a b y b y l y kompat ib i ln í s C a g e sys témem. 

4.1. Podsestava upevnění D zrcátka 

P r o správné umís tění D z r c á t k a b y l a navržena podses tava , k t e r á umožňuje p o h y b ve 

všech šesti s tupních v o l n o s t i , č ímž b u d e zaručeno správné nastavení p o l o h y D z r c á t k a vůči 

referenčnímu a předmětovému s v a z k u . P o d s e s t a v a je z o b r a z e n a n a obrázku 4 .1 . D zrcátko 

D Z je uloženo v držáku D R a př ipevněno p o m o c í p lanžety P . D o držáku D je vlisován čep 

O , k terý je přichycen v základně Z p o m o c í d v o u upevňovacích C-kroužků C R t a k , a b y se 

m o h l volně o t á č e t . P o m o c í j u s t á ž n í h o šroubu A S je možné n a s t a v i t n a t o č e n í D z r c á t k a 

D Z k o l e m osy čepu O , k t e r á leží n a p o v r c h u z r c á t k a . Základna Z je dále spo jena s víkem 

V , k teré je př išroubováno ke dvěma l ineárním posuvným s to lkům S i a S2. T y j s o u k sobě 

upevněny t a k , že posouvaj í D zrcátko ve d v o u směrech kolmých n a osu čepu O . Posuvné 

s t o l k y S i a S2 j s o u dále př ipevněny přes redukční dest ičku R n a t ř íbodové uložení 3 M , 

p o m o c í něhož lze D zrcátko n a t á č e t k o l e m d v o u os kolmých n a osu čepu O . Tř íbodové 

uložení 3 M také umožňuje drobný p o h y b ve směru osy čepu O . Celá t a t o sestava je p o m o c í 

základní desky X př ipevněna k sestavě m i k r o s k o p u . 
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4.2. PODSESTAVA PRO ZMĚNU DÉLKY REFERENČNÍ VĚTVE 

V 

O b r á z e k 4.1: P o d s e s t a v a upevnění D z r c á t k a . X - základní deska , S - posuvné s to lky , 3M 
- t ř íbodové uložení, R - redukční dest ička, Z - základna , D R - držák D z r c á t k a , D Z -
D zrcátko , P - p lanžeta , C R - C kroužek, V - víko, O - čep, A S - j u s t á ž n í šroub, P R -
pružina. 

4.2. Podsestava pro změnu délky referenční větve 

P o d s e s t a v a p r o změnu délky referenční větve je z o b r a z e n a n a obrázku 4.2. Úče lem t é t o 

p o d s e s t a v y je umožni t nas tavení správné délky optické dráhy v referenční větvi m i k ­

r o s k o p u . D r ž á k y M M i a MM2 e l ipt ických z r c a d e l Z3 a Z4 j s o u z e s p o d u přišroubovány 

k základně Z P . T a je šrouby spo jena k l ineárně posuvnému s t o l k u L S . S to lek je u p e v ­

něn k p o d s t a v c i P . D r ž á k y MM3 a MM4 n a z r c a d l a Z2 a Z2 j s o u pevně přichyceny přes 

základnu U S k p o d s t a v c i P , j e j i ch p o l o h a je t e d y zafixovaná. P o s u v n ý m s t o l k e m L S p a k 

lze měni t vzdálenost m e z i zák ladnami Z P a Z S , a t í m t e d y i m e z i z r c a d l y , č ímž se mění 

délka optické dráhy v referenční větvi . D r ž á k y M M i až MM4 v sobě obsahuj í t ř íbodové 

k inemat ické systémy, k teré umožňuj í správný směr o d r a z u světelného s v a z k u . Ce lá ta to 

sestava je p o t o m př ipevněna ke č t y ř e m s loupkům S, k teré j s o u uloženy ve sloupkových 

držácích D S . 

4.3. Podsestava upevnění difrakční mřížky 

N a obrázku 4.3 je z o b r a z e n a p o d s e s t a v a n a upevnění difrakční mřížky. Správné nastavení 

m i k r o s k o p u záleží také n a n a t o č e n í difrakční mřížky k o l e m osy s v a z k u . Držák D slouží 

k upevnění difrakční mřížky D M p o m o c í d v o u planžet P i a P2. Následně je tento držák 

umís těn v uložení U , které je př ipevněno n a tyč ích C a g e systému. P o m o c í šroubů S i a S2 
je za j i š těna p o l o h a t é t o p o d s e s t a v y v C a g e systému. P o k u d je šroub S 3 povolený, difrakční 

mř ížka D M se společně s držákem D může v uložení U o t á č e t . N a o p a k j eho utahováním 

t lač í t ento šroub n a držák D a t í m p a k o t o č n é m u p o h y b u zamezuje . 
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M M 1 2 

O b r á z e k 4.2: P o d s e s t a v a p r o změnu délky referenční větve. Z - z r c a d l a , M M - držáky 
el ipt ických z r c a d e l , Z S - s tá lá základna, Z P - posouvací základna, L S - posuvný stolek, P 
- pods tavec , S - s loupek , D S - sloupkový držák. 

O b r á z e k 4.3: P o d s e s t a v a upevnění difrakční mřížky. D M - difrakční mřížka , P - planžety, 
D - držák, U - uložení, S - šrouby. 

33 



4.4. SESTAVA ZOBRAZOVACÍ ČÁSTI CCHM MIKROSKOPU 

4.4. Sestava zobrazovací části C C H M mikroskopu 

Celková sestava zobrazovací část i m i k r o s k o p u je z o b r a z e n a n a obrázku 4.4. Mikroskopové 

o b j e k t i v y O i a O2 j s o u uloženy v j u s t á ž n í c h m e c h a n i s m e c h , které umožňuj í j a k přesné 

nastavení p o l o h y v rovině kolmé n a osu s v a z k u , t a k i j e m n é ostření . Tubusové čočky 

T C i a TC2 j s o u umís těné v centrážních m e c h a n i s m e c h , které umožňuj í p o h y b v rovině 

kolmé k ose s v a z k u , j e j i ch ostření je umožněno p o m o c í p o s u v u v rámci C a g e systému. 

V referenční větvi je m e z i o b j e k t i v e m 0 2 a t u b u s o v o u čočkou T C 2 v ložena podses tava p r o 

změnu délky referenční větve S Z , dále je z a t u b u s o v o u čočkou T C 2 u m í s t ě n a podses tava 

upevnění difrakční mřížky S D M . V předmětové větvi se z a t u b u s o v o u čočkou T C i nachází 

z r c a d l o uložené v t ř í b o d o v é m k i n e m a t i c k é m m e c h a n i s m u M M , které umožňuje správné 

nastavení směru o d r a z u p a p r s k u . Kvůli omezenému p r o s t o r u ne jsou výstupní o b j e k t i v y 

V O i , V 0 2 a V 0 3 v křížových p o s u v e c h , b u d e t e d y nutné l a d i t o s t a t n í k o m p o n e n t y p o d l e 

t ěchto ob jek t ivů . J e j i ch ostření je umožněno p o m o c í p o s u v u v rámci C a g e systému. M e z i 

t y t o výstupní o b j e k t i v y je uložena podses tava upevnění D z r c á t k a S D Z . K o m p o n e n t y j s o u 

v z á j e m n ě u c h y c e n y p o m o c í vodících tyč í a upevněny o s te jné výšky p o m o c í sloupků S 

a sloupkových držáků D S a celá sestava je p a k upevněna p o m o c í úchytů U D S n a základní 

d e s k u M B . P r o díly a p o d s t a v y , k teré j s e m s á m n a v r h l , b y l a vypracována výkresová 

d o k u m e n t a c e . 

O b r á z e k 4.4: M o d e l celé sestavy. O - mikroskopové o b j e k t i v y , T C - tubusové čočky, V O -
výstupní o b j e k t i v y , S D M - sestava upevnění difrakční mřížky, S Z - P o d s e s t a v a p r o změnu 
délky referenční větve, D - k a m e r a , S D Z - p o d s e s t a v a upevnění D z r c á t k a , S - s loupek, 
D S - držák n a s loupek , U D S - úchyt sloupkového držáku, M B - hlavní základna. 
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5. Testování zobrazovací sestavy 
mikroskopu 

Dílčí p o d s e s t a v y a celková sestava b y l y smontovány a seřízeny. Z a účelem testování 

b y l n a m í s t o osvětlovače použit zkolimovaný svazek H e - N e laseru , k t e r ý b y l děl ičem s v a z k u 

rozdělen do d v o u větví se s te jnou o p t i c k o u vzdálenost í . Koherentn í z d r o j b y l použit k ově­

ření základní funkčnost i m i k r o s k o p u z důvodu snazší j u s t á ž e . Ce lá sestava je z o b r a z e n a 

n a obrázku 5.1. 

O b r á z e k 5.1: Fotograf ie sestavy. O - mikroskopové o b j e k t i v y , T C - tubusové čočky, V O -
výstupní o b j e k t i v y , D - k a m e r a , S D Z - podses tava upevnění D zrcá tka , S D M - podses tava 
upevnění difrakční mřížky, S Z - p o d s e s t a v a p r o změnu délky referenční větve, L - H e - N e 
laser. 

N e j p r v e b y l a sestavena pouze sestava bez čoček z a účelem seřízení z r c a d e l Zi až Z 5 . 

K a ž d é z r c a d l o b y l o pos tupně ve směru šíření světla nastaveno t a k , a b y se svazek světla 

odrážel do směru optické osy. Následně b y l y do j u s t á ž n í c h mechanismů postupně upevněny 

čočky. T y p a k b y l y nas taveny j u s t á ž n í m i m e c h a n i s m y t a k , a b y b y l y správně zaostřeny 

a a b y b y l j e j i c h s třed v optické ose. N a k o n e c b y l o p o m o c í zobrazení j ednot l ivých svazků 

n a k a m e ř e nas taveno D zrcátko t a k , a b y odráželo právě první difrakční řád z referenční 

větve a zároveň nestíni lo s v a z k u z předmětové větve. 
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Pozorováním b y l o z j i š těno, že D zrcátko ořezává přibližně 25 % s v a z k u z předmětové 

větve a odráží přibližně 90 % prvního difrakčního řádu z větve referenční . T o je způsobené 

t í m , že z r c a d l o m á p o m ě r n ě t l u s t o u f a z e t u , k t e r o u st íní světlu z předmětové větve. Tento 

nedosta tek se dá př ine jmenš ím z část i o d s t r a n i t zbroušením z r c á t k a . Dalš í možnost í je 

n a v r h n o u t a nechat v y r o b i t zrcátko s menší faze tou . Dá le také n a D z r c á t k u dochází k 20% 

překry v u prvního difrakčního řádu s druhým d i f r akčn ím řádem. S n u l t ý m di f r akčním 

řádem překryv nenastává . 

P o d l e teorie měly být n a k a m e ř e viditelné interferenční proužky. P ř i n a š e m p o z o r o ­

vání ale t y t o proužky n e b y l y pa t rné . T e n t o výsledek se př ik ládá z e j m é n a f a k t u , že vel ikost 

proužků se nacháze la těsně n a d hranic í rozlišovací s chopnos t i k a m e r y , v l i v e m vibrac í a p a ­

razi tních interferencí t a k interferenční proužky m o h l y z a n i k n o u t v šumu. J a k o výstupní 

o b j e k t i v V 0 3 b y l p r o t o použit j i n ý fotografický o b j e k t i v S I G M A 70-200 f /2 .8 D G O S H S M 

s měni te lnou o h n i s k o v o u vzdálenost í o d 70 m m d o 200 m m . Zvětšení výs tupní část i p a k 

při nas tavení 200 m m dosahovalo p o d l e v z t a h u 3.1 h o d n o t y 4 x . P ř i použit í t é t o ohniskové 

vzdálenost i j iž b y l y interferenční proužky viditelné, j a k je vidět n a obrázku 5.2. 

O b r á z e k 5.2: Zobrazení interferenčních proužků. 

O b r a z b y l kvůli použit í vysoce koherentního zdro je zat ížen paraz i tn ími inter ferencemi , 

p r o t o b y l a z a účelem zlepšení o b r a z u dále vložena do optické dráhy svět la ro tu j í c í m a t ­

nice , k t e r á snížila p r o s t o r o v o u koherenc i osvětlení a t í m z a m e z i l a paraz i tn í inter ferenci . 

Z důvodu snížení prostorové koherence zdro je b y l o nutné lépe sesadit s t o p y svazků n a čipu 

k a m e r y . T o h o b y l o dosaženo vložením c l o n y d o kolimovaného osvětlovacího s v a z k u před 

jeho rozdělením. O m e z e n á s t o p a s v a z k u p a k b y l a použi ta j a k o reference k sesazení. P o u -
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ži t ím m a t n i c e b y l o sníženo množstv í a r t e f a k t ů v obraze , zároveň b y l ale snížen kontras t 

pozorovaných interferenčních proužků, j a k je vidět n a obrázku 5.3, což lze přičíst nedoko­

nale sesazenému o b r a z u a př í tomnost i m a t n i c e , k t e r á snižuje ce lkovou i n t e n z i t u o b r a z u . 

D í k y t o m u b y l o p o t ř e b a použít delší expoz ice , k d y se výrazně j i pro jeví v l i v v ibrací . 

P r o o b r a z 5.3 b y l a p a k sestro jena F o u r i e r o v a t r a n s f o r m a c e o b r a z u , zobrazená n a ob­

rázku 5.4, v níž je nosná frekvence proužků j a s n ě p a t r n á . Z o b r a z u b y l a určena frekvence 

proužků fexp = 76, 92 m m - 1 , což odpovídá přibližně dvo jnásobku frekvence v y p o č í t a n é 

p o d l e v z t a h u 1.3, k t e r o u udává teorie , t e d y f t e 0 r = 37, 5 m m - 1 . V z h l e d e m k t o m u , že 

se o d D z r c á t k a odráží 20% druhého difrakčního řádu, lze tento výsledek in terpre tovat 

j a k o inter ferenci m e z i druhým difrakčním ř á d e m referenční větve a s v a z k e m z předmě­

tové větve. D r u h ý difrakční řád vychází z difrakční mřížky p o d d v o j n á s o b n ý m úhlem než 

první difrakční řád. P o d l e v z t a h u 1.2 je p a k úhel d o p a d u n a r o v i n u d e t e k t o r u také dvo jná­

sobný o p r o t i úhlu odpovída j í c ímu prvnímu difrakčnímu řádu a při inter ferenci se s v a z k e m 

z předmětové větve t a k vytvoří interferenční proužky o dvo jnásobné f r e k v e n c i . 

Posunut í D z r c á t k a do takové poz ice , a b y k překryvu prvního a druhého difrakčního 

řádu nedošlo, není z důvodu m a l é h o mainpulačního p r o s t o r u proveditelné. Odstranění 

druhého difrakčního řádu může být do b u d o u c n a s n a d n o realizováno p o m o c í prostorového 

filtru, k terý se umíst í m e z i výs tupní o b j e k t i v VO2 a D zrcátko . 

Obrázek 5.3: Zobrazení interferenčních proužků z a použit í m a t n i c e 
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Obrázek 5.4: F o u r i e r o v a t r a n s f o r m a c e o b r a z u 5.2. 



Závěr 
P r v n í část t é t o bakalářské práce je věnována p o p i s u m e t o d vytváření k o n t r a s t u ve 

světlené m i k r o s k o p i i , s důrazem n a interferenční m i k r o s k o p i i a p o p i s koherencí řízeného 

holografického m i k r o s k o p u . N a základě teoret ické část i b y l y dále představeny tř i k o n c e p t y 

možného uspořádání zobrazovací čás t i m i k r o s k o p u , ve k terých je uvažováno použit í z r ­

c á t k a ve t v a r u D n a m í s t o děliče s v a z k u p r o r e k o m b i n a c i svazků z předmětové a referenční 

větve. Dále b y l y vybrány vhodné optické k o m p o n e n t y , p r o které b y l y exper imentá lně n a ­

měřeny j e j i ch n e z n á m é p a r a m e t r y . P r o úspěšnou separac i difrakčních řádů b y l a p r o v e d e n a 

měření , díky n imž b y l a určena ne jvhodně j š í pozice D z r c á t k a . Dále b y l o provedeno optické 

trasování v prostředí S o l i d w o r k s , díky němuž b y l o zvoleno výsledné uspořádání . P r o to to 

uspořádání p a k b y l o vypracováno jeho konstrukční řešení, opět v prostředí S o l i d w o r k s , 

s využi t ím C a g e sys tému o d firmy T h o r l a b s . D í k y t o m u je zaručena snadná m o d i f i k a c e 

sestavy při e x p e r i m e n t e c h . Sestava zobrazovací část i , založená n a C a g e systému, b y l a do­

plněna o tř i v lastní podses tavy , k te ré umožňuj í pokroči lou j u s t á ž některých vybraných 

prvků v sestavě. 

Zobrazovací část m i k r o s k o p u b y l a následně sestavena a otes tována. P ř i tes tování ne­

b y l y ne jprve interferenční použky n a k a m e ř e p a t r n é , p r o t o b y l použit j i n ý výs tupní ob­

j e k t i v , k t e r ý vytvoři l o b r a z s větš ím zvětšením, a díky t o m u b y l y interferenční proužky 

j iž viditelné. Následně b y l a p r o odst ranění paraz i tn í interference použi ta ro tu j í c í m a t n i c e , 

k te rá snížila p r o s t o r o v o u koherenc i použi tého osvětlení . P ř i analýze o b r a z u b y l a z j i š těna 

nosná frekvence r o v n a dvo jnásobku j e j í t e o r e t i c k y určené h o d n o t y . T a t o skutečnost je 

přisuzována nechtěné inter ferenci druhého difrakčního řádu referenční větve se s v a z k e m 

z předmětové větve díky nedokonalé separaci řádů p o m o c í D z r c á t k a . P r o ods t ranění to ­

h o t o n e d o s t a t k u b y l o navrženo řešení z a použit í prostorového filtru, k terý b y zacho va l 

pouze první difrakční řád. 

Výs ledkem t é t o práce je t e d y funkční zobrazovací část koherencí ř ízeného holograf ic ­

kého m i k r o s k o p u , k t e r o u půjde p o drobných úpravách použít p r o další rozvo j holografické 

m i k r o s k o p i e . D í k y m o d u l á r n í m u des ignu sestava umožňuje testovat nové přístupy a me­

t o d y pozorování , aniž b y b y l o t ř e b a výrazně j i zasahovat d o j e j í k o n s t r u k c e . 
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