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Abstrakt

V diplomovej praci bol popisany a vysvetleny princip fungovania koherenciou riadeného
holografického mikroskopu druhej generdcie (CCHM2) skonstruovaného na VUT v Brne.
Taktiez bol uvedeny teoreticky popis fungovania optickej pasce spolu s vypoc¢tom sil v nej
posobiacich, sposoby merania tuhosti optickej pasce a princip vytvorenia ¢asovo zdielanych
optickych pasci. Bola navrhnutd optickd pinzeta tvoriaca samostatny modul pripojitelny
k CCHM2. Bola vytvorend simulacia a optimalizacia parametrov optického systému, me-
chanicky navrh, vyrobna dokumentacia, justazny postup a pridovy zdroj na napédjanie
laserovej diédy umoziujiici kontrolovanie vystupného vykonu, ktory je mozné ovladat,
rovnako ako uhol natoc¢enia GO, riadiacou kartou pripojenou k PC. Navrhnuta a vyro-
bend optickd pinzeta bola otestovana v spojeni s CCHM2.

Summary

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

the CCHM2.

Klicova slova
Opticka pinzeta, mikomanipulacné techniky, koherenciou riadeny holograficky mikroskop,
prudovy zdroj, navrh.

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

Vicsina zivych buniek a obecne biologickych preparatov neabsorbuje alebo nerozptyluje
svetlo vyrazne, t.j. si v podstate priehladné. Objekty s takymito vlastnostami st nazyvané
fazové a pri pouziti klasického svetelného mikroskopu st len tazko pozorovatelné. Pre po-
zorovanie fazovych objektov bola vymyslend interferenéna mikroskopia, ktora predstavuje
vyznamny pokrok v kontrastnom zobrazeni detailov vnutornej struktiry fazovych objek-
tov bez pouzitia farbiv.

Jednym z druhov interferencnych mikroskopov je aj holograficky mikroskop, ktory
umoznuje rekonstrukciu komplexnej obrazovej viny z jedného zaznamenaného hologramu,
a preto je mozné sledovat rychlo sa meniace fdzové objekty. Klasické holografické mikro-
skopy vyuzivaju koherentné zdroje svetla, ¢im je degradovany obraz kvoli vzniku kohe-
rentného Sumu. Na VUT v Brne je tradicia vo vyvoji koherenciou riadenych holograficky
mikroskopov (CCHM?), ktoré umoziiuji pouZitie ¢asovo a priestorovo nekoherentné osvet-
lenie, a tym zvysit kvalitu obrazu pozorovanej vzorky. Najnovsia, druhd, generacia CCHM
prindsa viacero vyhod oproti predchadzajicim generdcidm. Hlavnou zmenou je moznost
pouzitia mikroskopovych objektivov korigovanych na nekoneéni vzdialenost, ¢im vznika
priestor na pripojenie d’alsich pozorovacich a mikromanipula¢nych technik.

Spojenie holografickej mikroskopie s mikromanipulaé¢nymi technikami by mohlo pri-
niest nové moznosti v oblasti skiimania medzibunkovych interakeif struktir zivych buniek,
zostavenych pomocou optickej pinzety z roznych bunkovych linii. Taktiez by takéto spo-
jenie mohlo kvantitativne fazovo zobrazovat, zachytdvat a triedif bunky alebo baktérie
roznych tvarov, ktorych charakteristicky rozmer je vyrazne vacsi ako rozmer optickej
pasce.

Cielom diplomovej prace je navrh, realizicia a otestovanie optickej pinzety pre kohe-
renciou riadeny holograficky mikroskop druhej generacie (CCHM?2). Pozadované je, aby
optickd pinzeta tvorila samostatny modul pripojitelny k CCHM2.

Prvé cast diplomovej prace je venovana holografickej mikroskopii, kde je uvedend
optickéd schéma a vysvetleny princip fungovania CCHM2. V d'alsej casti je teoreticky po-
pis fungovania optickej pasce spolu s vypoctom sil v nej posobiacich, sposoby merania
tuhosti optickej pasce a princip vytvorenia ¢asovo zdielanych optickych pasci. Cela ka-
pitola 4 je venovand navrhu optickej pinzety pre CCHM2. Stcastou ndvrhu je simuldcia
a optimalizdcia parametrov optického systému (¢ast 4.3), mechanicky ndvrh a tvorba

L Coherence-controlled holographic microscope.



1. UVOD

vyrobnej dokumentdcie (Cast 4.4 a priloha), ndvrh pridového zdroja na napéjanie la-
serovej diédy (Gast 4.5) umoziujici kontrolovanie vystupného vykonu, ktory je mozné
ovladat, rovnako ako uhol nato¢enia galvano-optickych zrkadiel, riadiacou kartou pripo-
jenou k PC, navrh justdzného postupu (¢ast 4.6). Vysledky testovania optickej pinzety
pre CCHM?2 st uvedené v casti 5.



Kapitola 2

Holograficka mikroskopia

2.1. Histéria interferencnej a holografickej mikrosko-
pie
V biologickej praxi st vo velkej miere pouzivané prepardty pripravené zo Zivych organiz-
mov. Ide bud’ o celé organizmy, ich ¢asti, organy alebo v neposlednej rade o ich bunky.
Klasickd svetelnd mikroskopia nie je schopna bunku, ak nie je prirodne alebo umelo nafar-
bené, kontrastne zobrazit. Vicsina casti bunky je tvorend vodnymi roztokmi proteinov,
tukov, cukrov, iontov a d’alsich ldtok. Takéto roztoky sa vyznacuji vyssim indexom lomu
ako voda, a preto sa bunka v klasickom mikroskope javi ako priehladnd. Takéto objekty
sa nazyvaju fazové. Kvoli vyssiemu indexu lomu svetlo prechadzajice fazovym objektom
je fazovo oneskorené voci svetlu prechadzajicemu okolo objektu. Preto boli vymyslené
mikroskopové metédy ako vyuzif tohoto javu, a tak ziskat obraz s fdzovym kontrastom.

Medzi najznamejsie a najrozsirenejsie metody kvalitativneho merania OPD patri Zer-
nikov fazovy kontrast, ktory vyuziva fazovi dosticku vlozenu v zadnej ohniskovej ro-
vine objektivu, ktord posunie fazu svetla rozptyleného vzorkou o 7/2 oproti svetlu ne-
rozptylenému. Dal3ou rozsirenou metédou je Nomarského diferencidlny interferencny kon-
trast (DIC), ktory vyuziva rozdiel optickych dréh, ktory vznika pri prechode dvoch priecne
posunutych svetelnych zvézkov vzorkou. Obe metédy umoznuju len kvalitativne meranie
OPD.

Interferenéna mikroskopia umoznuje pozorovanie fazovych objektov tak, aby v pozo-
rovanom obraze vznikal dostatocny kontrast a taktiez umoznila kavantitativne meranie
OPD. Zobrazenie fazovych objektov je mozné aj napriek tomu, ze st v nej pouzivané
rovnaké detektory ako v klasickej mikroskopii, teda citlivé na intenzitu - kvadrat am-
plitudy svetla. Prvy krok k interferencnej mikroskopii spravil Robert Hook v 17. storodi,
ked pozorované farebné prizky identifikoval ako interferenciu. Interferencia je jav, ktory
vyplyva z vlnovej podstaty svetla a je zavisly na fazovom posune interferujicich vin.
Ako prvy vyuzil interferenciu na zobrazovanie fazovych objektov Sirks v roku 1893, ked
popisal interferenény mikroskop s oddelenym objektovym a referenénym ramenom?. Krug,
Lau a Horn vytvorili prvy komercne vyrdbany interferenény mikroskop v 50. rokoch

1V roku 1898 Pringsheim publikoval velmi podobny koncept bez toho aby vedel o Sirksovej préaci,
a preto je obcas prvy interferenény mikroskop oznacovany ako Sirksov-Pringsheimov.
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2. HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

20. storocia. Iglo vlastne o dva vedla seba stojace mikroskopy s rovnobeZnymi osami.
Takéto usporiadanie umoznovalo kvantitativne meranie zmeny optickej drahy (OPD).
Cena jednotlivych optickych elementov, ktora bola vysokd z dovodu nutnosti vysokej
presnosti pri ich vyrobe, ako aj ndrocnost spracovania obrazu a zloZitost usporiadania
sposobili, ze rozsirenejsimi sa stali iné metddy, ktoré umoznovali len kvalitativne meranie
OPD.

Skutocny potencial interferenénej mikroskopie sa ukazal po objaveni laseru v roku 1960
a rozvoji vypoctovej techniky na konci 20. storocia. Interferenéné mikroskopy je mozné
rozdelit do dvoch kategérii podla uhlu, pod ktorym interferuji objektovy a referenc¢ny
zvazok, na in-line a off-axis mikroskopy.

Pri in-line mikroskopoch, ktoré si oznacované ako interferen¢né mikroskopy, referencny
a objektovy 1u¢ spolu vo vystupnej rovne zvieraji nulovy alebo takmer nulovy uhol.
Takéto usporiadanie umoznuje vyuzitie nekoherentného zdroja svetla, ¢im je odstranena
koherentnd zrnitost, a taktiez umoziuje vytvaranie optickych rezov. Nevyhodou takéhoto
usporiadania je nutnost zaznamenat aspon tri snimky s roznym fadzovym posunom na zre-
konstruovanie objektovej viny - amplitidy a fazy. To znemoziiuje pouZit tieto mikroskopy
na pozorovanie rychlo sa meniacich objektov a aj fluktudcie a vibracie prostredia medzi
jednotlivymi snimkami vnasaju do zobrazenia Sum.

V off-axis mikroskopoch, ktoré sa oznacuju ako holografické?, objektovy a referenény
li¢ spolu interferuju pod nenulovym uhlom, ktory je voleny tak, aby zaznamenany in-
terferogram bol hologramom. To znamend, Ze objektovi vlnu je moZné rekonstruovat
z jedného snimku. V&csina holografickych mikroskopov nevyuziva achromaticky interfe-
rometer, ¢o vedie k nutnosti pouzitia koherentného zdroja svetla a tym k vzniku kohe-
rentného Sumu.

V holografickych mikroskopoch je mozné vyuzit aj také usporiadanie, kde interfero-
meter je achromaticky, a tak dosiahnut spojenie vyhod in-line a off-axis mikroskopov.

Prinos in-line a off-axis mikroskopov v bioldgii je moznost z ich fazového kontrastu,
ziskat informdcie o rozlozeni hmoty v bunke ([1]), ¢o prindSa nové moznosti pri pozorovan{
buniek, napr. interakcia zivej bunky s okolim (reakcia na toxické latky, interakcia medzi
bunkami) v suvislosti s rozlozenim ich hmoty.

2.2. Koherenciou riadeny holograficky mikroskop dru-
hej generacie

Vyvoj off-axis holografickych mikroskopov na VUT v Brne sa odvija od prace panov
Chmelika a Harny, ktora bola publikovand v roku 1999 v ¢lanku [2]. V roku 2010 bola
publikovand prvé generdcia koherenciou riadeného holografického mikroskopu (CCHM13)
v ¢lanku [3]. Od roku 2009 prebieha vyvoj druhej generdcie koherenciou riadeného holo-
grafického mikroskopu, ktord bola popisana v ¢lanku [4]. CCHM2 oproti predchddzajicej
generdcii prindsa viacero zlepseni, ako moznost pripojenia dalsich pozorovacich a mani-
pula¢nych technik, zjednodusena procedira pri vymene objektivov, zvéacsenie priestoru

2Holografia bola objavena v roku 1947 a jej nazov vznikol z gréckych slov holos = cely a grafé = kreslim.
3Coherence-controlled holographic microscope first generation.
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2.2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP DRUHE.J GENERACIE

medzi kondenzormi a objektivmi, ako aj medzi ramenami interferometra, ¢o ulahéuje
manipuldciu so vzorkami, a justaz sa zjednodusila do takej miery, ze sa pracuje na jej au-
tomatizacii.

Zékladom CCHM2 je off-axis interferometer vyuzivajici difraként mriezku. Interfero-
meter je navrhnuty tak, aby ¢ast s difrakénou mriezkou bola oddelend od ostatnych casti
mikroskopu. Vyhodou off-axis usporiadania oproti in-line usporiadaniu je, ze priestorova
frekvencia interferenénych prizkov je dostatocéne vysoka na to, aby mohla byt objektova
vlna zrekonstruovans z jedného snimku, t.j. vznikd hologram. Z toho vyplyva, Ze rychlost
zobrazovania je limitovand iba zdznamovou technikou (CCD kamera) a rychlostou spraco-
vania hologramu (softvér). Vdaka achromatickému interferometru je mozné pouzit svetlo
s Toznym stupiiom ¢asovej a priestorovej koherencie, a tak menit charakteristické vlast-
nosti zobrazovania tak, aby ¢o najviac vyhovovali poziadavkam pri pozorovani. To taktiez
znamena odstranenie koherentného Sumu a nahodnych interferencii vzniknutych pri pre-
chode optickou sustavou, ktorym trpi zobrazenie v klasickych digitdlnych holografickych
mikroskopoch. Opticka schéma CCHM2 je zobrazena na obrézku 2.1.

Cz2 RO O2 TLz BS2 G

R

S AD IF K BSs —0L» OP D
— L oy S
1 ‘ W Mq Me \lg
DM, <1—=0La
LA 0 |

Ma
M: Ty l |
Ca Sp O TL1 BSa
Moznost pripojenia

dalSich pozorovacich
a mikromanipulaénych technik

DMz

<= TLj

iR

Obr. 2.1: Schéma druhej generdcie koherenciou riadeného holografického mikroskopu.
S - zdroj svetla, AD - apertirna clona, IF - interferencny filter, K - kolektor, BS - delice,
M - zrkadld, C - kondenzory, O - objektivy, Sp - pozorovany objekt, RO - referen¢ny ob-
jekt, TL - tubusové sosovky, OL - vystupné sosovky, OP - vystupnd rovina, D - detektory,
« - uhol odrazu difraktovaného Ii¢a vzhladom k ose interferometru, 3 - uhol, pod ktorym
difraktovany 1u¢ vstupuje do vystupnej roviny OP. Prevzaté a upravené z [5].
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2. HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIA

Osvetlovacia ¢ast CCHM2 je tvorend zdrojom svetla (S), ktorym moze byt halogénova
lampa alebo vysokotlakovéa vybojka, apertirnou clonou (AD), pomocou ktorej je kontro-
lovand priestorovéa koherencia svetla, vymenitelnym interferenénym filtrom (IF), ktorym
je kontrolovana ¢asova koherencia svetla. Rovnomerné osvetlenie pozorovanej vzorky (SP)
v objektovom ramene a referenéného objektu (RO) v referenénom ramene je zaistené
tzv. Koéhlerovym osvetlenim. To znamend, Ze zdroj svetla je zobrazeny kolektorom (K)
do predmetovej ohniskovej roviny kondenzoru (C). Rozdelenie svetla na objektovy resp.
referencny 14¢ je realizované pomocou delica zvizkov (BS;) a systémom zrkadiel (M;-Ms)
je svetlo zavedené do objektového a referenéného ramena.

Pozorovand vzorka a referenény objekt su pozorované dvomi mikroskopovymi systé-
mami vyuZzivajicimi mikroskopové objektivy korigované na nekoneéni vzdialenost (O)
spolu s tubusovymi sosovkami (TL). Do priestoru medzi mikroskopovym objektivom O
a tubusovou sosovkou TL; je zavedena kamera Dy, na ktort je zobrazovany obraz vzorky
v svetlo poli tubusovou Sosovkou TL3. Pomocou dichroického zrkadla DM, je mozné pri-
pojenie d'alsich pozorovacich a manipulaénych technik, ako epifluorescencia, Ramanovska
spektroskopia alebo optickd pinzeta. TaktieZ je mozné CCHM2 zmenit z transmisného
na reflexny mikroskop, zavedenim osvetlovac¢a medzi mikroskopovymi objektivmi a tubu-
sovymi SoSovkami.

Zostatok zobrazovacej ¢asti CCHM2 je zlozeny z difrakénej mriezky (DG), delicov
zvazkov (BSe a BS3), vystupnych Sosoviek (OL; a OLjy) a systému zrkadiel (M, a M),
ktory zarucuje spravne prekrytie interferujucich zvézkov vo vystupnej rovine mikroskopu.
Vysledny hologram vznika vo vystupnej rovine mikroskopu interferenciou svetla z prvého
difrakéného radu vytvoreného v referenénom ramene a nultého difrakéného rddu vytvo-
rené¢ho v objektovom ramene. Pre dosiahnutie maximélne moznej hodnoty kontrastu inter-
feren¢nych pruzkov vo vystupnej rovine su vSetky ostatné difrakéné rady z referenéného ra-
mena odtienené, a aby bolo zachované ¢o mozno najviac z dopadajiceho svetla, je pouzita
blejzovana difrakéna mriezka. Pri pouziti polychromatického zdroja svetla je nutné za-
bezpecit, aby vsetky vinové diiky vytvarali interferenéni Struktiru s rovnakou pries-
torovou frekvenciou, inak by sa interferencné pruzky vytvorené roznymi frekvenciami
prekryvali a nevytvorili by hologram, ale sedé pole. Preto je v.CCHM2 pouzity princip
achromatického interferometra, ktory bol popisany v [6]. Pomocou difrakénej mriezky
je mozné docielit, aby vSetky frekvencie svetla vytvérali interferenéné priizky s rovnakou
priestorovou frekvenciou, a tym vytvorili hologram. Interferenéné prizky st rovnobezné
so struktirou difrakénej mriezky. Difrakénd mriezka je umiestnend v obrazovej rovine
referenéného ramena, takze je zobrazovand do vystupnej roviny (OP).

Rozlozenie intenzity hologramu vo vystupnej rovine je dané vztahom:

izy = |0zy + rw,y|2 =
= |of* + [r[* + or™ + o"r, (2.1)

kde o,, je komplexna amplitida objektovej viny vo vystupnej rovine, r,, je komplexnd
amplitiuda referencnej vlny vo vystupnej rovine, * oznacuje komplexne zdruzené ¢leny
a x,y tvoria ortogondlny systém siradnic vo vystupnej rovine. Prvé dva ¢leny v dru-
hom riadku odpovedaju intenzite objektovej a referencnej viny. V spektre priestorovych
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2.2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP DRUHE.] GENERACIE

frekvencii hologramu vytvaraju tzv. autokorelacné spektrum. Kazdy z clenov or*-obra-
zovy ¢len a o*r-komplexne zdruZeny obrazovy ¢len, je mozné vyuzit pre rekonstrukciu
amplitudy a faze.

Schematické znazornenie spracovania obrazu je uvedené na obrazku 2.2. Zo zazna-
menaného hologramu (2.2a) je pomocou 2D Fourierovej transformdcie ziskané spektrum
priestorovych frekvencii (2.2b). Na vyrez okolo obrazového ¢lenu je aplikovand spéatnd
Fourierova transformacia, a tym je ziskana komplexnd amplitida, z ktorej je mozné do-
stat fidzovy obraz (2.2c), ktory odpovedd imagindrnej ¢asti komplexnej amplitidy a in-
tenzitny (2.2d) obraz, ktory odpovedd redlnej casti komplexnej amplitidy. Vzhladom
k tomu, ze hodnoty vo fazovom obraze odpovedaji hodnotam zmeny fédze v rozsahu
(—m;7) je nutné obraz upravit a fizu tzv. ,naviazat®. Z obrazu s ,naviazanou“ fdzou
je mozné vytvorit 3D obraz pozorovanej vzorky.

-'

FFT IFFT Komplexn4
amplitida

Obr. 2.2: Grafické zndzornenie rekonstrukcie obrazovej viny. a) Zaznamenany hologram
s detailom interferencnej struktiry. b) Spektrum priestorovych frekvencii odpovedajice
rovnici 2.1. ¢) Fazovy obraz. d) Amplitidovy obraz. e) Fazovy obraz s naviazanou fézou.
f) 3D rekonstrukcia obrazu. FFT-rychla Fourierova transforméacia, IFFT-spiatna rychla
Fourierova transformdcia. Prevzaté a upravené z [4].
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Kapitola 3

Opticka pinzeta

3.1. Histdria optickej pasce a optickej pinzety

Na presnu manipuléaciu s objektmi, ktorych rozmery su v rozsahu od desiatok nanometrov
az po desiatky mikrometrov, je mozné pouzit svetlo. Néstroj, ktory vyuziva mechanické
ucinky svetla na manipuldciu s objektmi, sa nazyva optickd pinzeta. Ako prvy na me-
chanické tucinky svetla poukéazal nemecky astroném Johannes Kepler v prvej polovici
17. storocia, ked navrhol, Ze dovod preco chvost kométy smeruje od slnka je radia¢ny tlak
ziarenia zo slnka. V roku 1873 James Clerk Maxwell v teorii elektromagnetizmu odvodil,
7e svetlo samo moze vyvolat radiaény tlak. Prvé experimenty, ktoré preukazovali radiacny
tlak ziarenia, zostavili v roku 1901 pani E. F. Nichols, G. F. Hull! a P.N. Lebedev ([7]).

Skutocny potencial mechanickych ucinkov ziarenia sa ukazal az v druhej polovici
20. storocia po objaveni laseru. Priekopnikom v tejto oblasti sa stal Arthur Ashkin
z AT&T Bellovych laboratérii. Ako prvy experimentalne ukazal, ze optické sily mozu
pohnit popripade levitovat castice s mikrometrovymi rozmermi ([8], [9], [10]). Taktiez
ako prvy prisiel s myslienkou vytvorenia optickej pasce pomocou silne fokusovaného la-
serového zvézku, ktord publikoval v roku 1978 ([11]). Opticka pasca bola navrhnutd na
zachytenie atémov. V ¢ldnku [12] ukézal, Ze v optickej pasci je mozné zachytit aj Rayle-
igho? a Mieho® castice.

Vyuzitie optickej pinzety sa rozsirilo do mnohych vednych odborov. Castou aplikdciou
v biolégii je stidium molekuldrnych motorov ([13]), enzymov nukleovych kyselin, mecha-
nickych vlastnosti mikrotubulov, aktinovych vlaken, DNA, manipulacia so subbunec¢nymi
struktirami ([14], [15]). Opticka pinzeta nasla svoje uplatnenie aj pri stidiu koloidnych
roztokov ([16]), mezoskopickych systémov a mechanickych vlastnosti polymérov ([17])
a biopolymérov ([18]). Panom S. Chuovi, C. Cohen-Tannoudjiovi and W. D. Phillipsovi
bola udelena v roku 1997 Nobelova cena za fyziku za vytvorenie metédy na chladenie

a zachytenie atémov pomocou laseru®.

Experiment je zndmy ako svetelny mlyn (z angl. light mill).

2Castica, ktorej rozmer je vyrazne mensi ako vlnovs dizka pouzitého ziarenia.
3Castica, ktorej rozmer je porovnatelny s vlnovou dizkou dopadajiceho Ziarenia.
4Podarilo sa im dosiahnut teplotu 0,18 uK.
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3.2. PRINCIP FUNGOVANIA A SILY POSOBIACE V OPTICKEJ PASCI
3.2. Princip fungovania a sily p6sobiace v optickej pasci

Velkost radiacného tlaku Ziarenia je mozné odhadnitf jednoduchou tivahou. Hybnost
fotéonu je dand vztahom hv/c, kde h je Planckova konstanta, v je frekvencia foténu
a ¢ je rychlost svetla. Zdroj Ziarenia s vykonom P vyprodukuje P/hv foténov za jednu
sekundu. V situdcif ked vsetky fotény zo zdroja dopadaji na objekt a odraZzaji sa od neho
priamo naspit je zmena hybnosti foténov dand vyrazom (2P/hv)(hv/c) = 2P/c. Podla
druhého Newtonovho zakona je zmena hybnosti spojena so silou, a preto pri pouziti zdroja
s vykonom 1 W je na objekt v dosledku tretieho Newtonovho zédkona vyvijana na objekt
sila priblizne 10nN, ¢o sa moze javit ako mal sila, ktord vsak dokdze znacne ovplyvnit
mikrocastice. Zavislost zrychlenia udeleného gulovej ¢astici s hustotou 1 g/cm?® posobenim
zdroja s vykonom 1W na polomere ¢astice je uvedend v tabulke 3.1. Pri vypoéte bol
uvazovany model kedy sa vsetky fotény odrazia od ¢astice priamo naspit. Uvaha bola
prevzatd z [19].

Tabulka 3.1: Zavislost zrychlenia udeleného gulovej ¢astici s hustotou 1g/cm?® posobenim
zdroja s vykonom 1 W na polomere astice. g = 9,81 m/s 2.

Polomer castice [mm] 100 10 1 0,1 0,01 0,001
Zrychlenie castice [m/s™] | 1074 x g [ 107 x g | 10 x g | 10° x g | 1083 x g | 10! x ¢

Na vytvorenie stabilnej optickej pasce v troch rozmeroch je nutné aby optické sily,
ktoré udrziavaju zachytenu casticu v optickej pasci, boli vacsie ako sily, ktoré ju nutia
ju opustit. To je mozné dosiahnuf vytvorenim znaéného gradientu intenzity Ziarenia,
ktory je mozné vytvorit viacerymi sposobmi, napriklad fokusovanim laserového zvizku
pomocou Sosoviek ([20]), vytvorenim stojatej viny vyuzitim priamej a odrazenej svetelnej
viny ([21], [22], [23], [24], [25]) alebo vyuzitim laserového luca, ktorého radidlny profil
intenzity je dany Besselovou funkciou ([26], [27]).

NajrozsirenejSou variantou vytvéarania optickych pasci je fokusovanie laserového zia-
renia pomocou mikroskopového objektivu do difrakéne limitovanej velkosti stopy. Pre
dosiahnutie ¢o najvécsieho gradientu intenzity sa vyuzivaji imerzné objektivy, ktorych
numerickd apertira (NA) presahuje hodnotu 1.

Castou aplikéciou laserovych pinziet je meranie sil v radoch 107'2N. Pre dosiahnutie
spravnych vysledkov merania je nutné opticki pinzetu kalibrovat. Na kalibraciu sa vyuziva
Stokesov zdkon so zlozitymi okrajovymi podmienkami, ¢o vedie k znaénym odchylkam
vo vysledkoch. Tento problém je mozné odstranit vypoctom sil posobiacich v optickej
pasci.

3.2.1. Aproximacie sil v optickej pasci pomocou Rayleigho rozp-
tylu

Ak rozmer zachyteného dielektrického objektu spliuje podmienky Rayleigh rozptylu -

charakteristicky rozmer je ovela mensi ako vlnova dlzka dopadajiceho Ziarenia, je mozné

povazovat elektromagnetické pole v mieste objektu za uniformné a zachyteny objekt na-
hradit indukovanym bodovym dipélom.
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3. OPTICKA PINZETA

Bodovy dipdl umiestneny v oscilujicom elektromagnetickom poli Ziari. Absorpciou
a naslednym vyziarenim svetla dipélom na neho posobi sila v smere dopadajiceho ziarenia,
ktora je oznacovand ako rozptylova sila. Tato sila je imernd intenzite dopadajiceho
ziarenia. Schematické znazornenie rozptylovej sily je zobrazené na obrazku 3.1.

Obr. 3.1: Schematické znédzornenie rozptylovej sily. Svetlo dopadajtice na casticu z jedného
smeru je nasledne rozptylené vsetkymi smermi, tym fotény menia hybnost dielektrickej
castice. V izotropnom prostredi po vektorovom scitani hybnosti rozptylenych foténov
ostane nenulové len hybnost v smere dopadajiceho Ziarenia.

Velkost rozptylovej sily je dand vztahom:

[OO'TLm
Fromp = p— (3.1)

kde Iy je intenzita dopadajiceho svetla, o je rozptylovy prierez objektu, n,, je index lomu
okolitého prostredia a ¢ je rychlost svetla vo vakuu.
Rozptylovy prierez pre gulovy objekt je dany vztahom:

- 1287%a% (m? —1

2
77 T3 <m2+2> ’ (3:2)

kde a je polomer castice, A je vlnova dizka dopadajiceho ziarenia a m je pomer indexov
lomu objektu a okolitého prostredia (m = nop;j/Nokolie)-

V nehomogénnom elektromagnetickom poli sa potencidlna energia dipélu meni v pries-
tore v zavislosti na gradiente pola. Sila vyvolanda nehomogénnym polom je oznacovana
ako gradientnd, je imernd gradientu intenzity ziarenia a ma jeho smer, ak m > 1.
Na dipdl v nehomogénnom poli posobf sila, ktord je dand vztahom F = —VW,, kde
W, je potencidlna energia dipélu, pre ktoru plati: W, = —pFE, kde p je dipélovy moment
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3.2. PRINCIP FUNGOVANIA A SILY POSOBIACE V OPTICKEJ PASCI

a E je vektor elektrickej intenzity. Casovo-stredovans velkost gradientnej sily je dand
vztahom:

2T
Fgrad = ﬁvjm (33)

m

kde « je polarizovatelnost.
Polarizovatelnost pre gulovy objekt je dand vztahom:

a = nZa <m2 - 1) . (3.4)

m?2 + 2

Ak je objekt umiestneny v kolimovanom alebo mierne konvergentnom zvézku, prevazuje
rozptylova sila, ¢o mé za nasledok pohyb castice v smere ziarenia. Pri ziareni, ktoré je silne
konvergentné, dominuje gradientna sila, ¢co ma za néasledok vytvorenie optickej pasce.

3.2.2. Aproximacie sil v optickej pasci pomocou geometrickej optiky

Pre vypocet sil posobiacich na ¢asticu umiestneni v jednozvizkovej gradientnej optickej
pasci je mozné pouzit aproximdciu geometrickej optiky, ak je castica vyrazne vicsia, ako
vinové dizka pouzitého laseru.

Dopadajtici laserovy zvizok je mozné, v ramci aproximdcie, rozlozif na jednotlivé lice,
kde kazdy nesie hybnost za jednu sekundu o velkosti n,, P/c. L¢ sa pri dopade na Casticu
7 Casti ldme a z ¢asti odréza, ¢im sa meni jeho hybnost a tym je budend sila. Celkov4 sila
posobiaca na casticu je dand ako suma odrazeného lica s vykonom PR a nekoneéného
poctu lomenych ltcov s vykonom PT?, PT?R, ..., PT?R", kde R a T st Fresnelové ko-
eficienty odrazu, resp. prechodu na rozhrani medzi ¢asticou a okolim pri prislusnom uhle
a polarizacii.

Presné vyjadrenie celkovej sily, ktorou posobi jeden Ii¢ na gulovi dielektricki casticu
umiestnent v optickej pasci popisal A. Ashkin v [28].

Pre rozptylovi silu odvodil vztah:

mP
Frozp:n {1+RC0829—
C

T? [cos (260 — 20) + R cos 2] } (3.5)

14+ R2+2Rcos2V

kde P je vykon laserového zvizku dopadajiceho na casticu, 6 a ¥ si uhly dopadu resp.
lomu lica na castici.
Pre gradientnu silu odvodil vztah:

N P

Foraqa = (3.6)

c 14+ R2+2Rcos2V

T? [sin (20 — 209) + Rsin 26
{Rsinze— sin ( )+ ]},
Celkovii silu je mozné vypocitat ako vektorovii sumu rozptylovej a gradientnej sily
od jednotlivych lucov zvézku. Schematické znazornenie sil posobiacich na transparentni

casticu od dvojice licov je zobrazené na obrazku 3.2.
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3. OPTICKA PINZETA

p'z_d'; P

-dp, "¥7-dp,

-dp, i -dp,
i, pfp,ﬂi 2

_dp

Obr. 3.2: Schematické znazornenie sil posobiacich na transparentni casticu od dvoj-
ice ltcov. p je hybnost dopadajiiceho lica, p’ je hybnost lica po prechode éasticou,
dp je zmena hybnosti lica, ktora vznikla prechodom c¢asticou. Biela sipka znazornuje
smer vyslednej sily posobiacej na ¢asticu. Prevzaté a upravené z [29].

3.2.3. Obecné vyjadrenie sil v optickej pasci

Pri popise sil posobiacich na zachytenu casticu, ktorej charakteristicky rozmer je porovna-
telny s vlnovou dizkou laseru (a =~ \), nie je mozné zanedbat javy sposobené difrakciou.
Takéto rozmery maju typické biologické vzorky, ich rozmery sa pohybuju priblizne medzi
0,2 um a 5 um. Pre silne fokusované zvizky je nutné uvazovat aj vektorovy tvar elektro-
magnetického pola. Tieto skutocnosti robia vypocet sil v optickej pasci pre castice s a >~ A
velmi komplikovany.

Pre vypocet sil posobiacich v optickej pasci v ¢lankoch [30] a [31] je pouzitd near-
-paraxial aproximdcia. Tato aproximacia vyzaduje malé uhly zbiehania zvézku, co pri
optickych pasciach nie je splnené, a preto vysledky plyntice z vypoctov nie si v zhode
s experimentom. Na tito nezrovnalost upozornil Block a Svoboda v ¢ldnku [32]. RieSenie
platné pre laserovy zvézok fokusovany pomocou mikroskopového objektivu s vysokou
numerickou apertirou bolo popisané v ¢lanku [33].

Silu vyvolant elektromagnetickym Ziarenim je mozné vyjadrit pomocou Maxwellovho
tenzoru napétia v tvare:

7—00

I K 1 2 2
F = lim l—Qr /S(T) AQr (eE* + poH )] , (3.7)

kde povrch S(r) obopina ¢asticu a kvoli zékonu zachovania hybnosti je mozné tento povrch
brat v nekonec¢ne, 7 je jednotkovy vektor v smere normdly k povrchu S, s orientdciou sme-
rom von z plochy. Vektor intenzity elektrického pola E je dany suc¢tom dopadajiceho elek-
trického pola Ey, a vektoru intenzity rozptyleného elektrického pola Eg (E = E;, + E).
Obdobne pre vektor intenzity magnetického pola.
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Odvodenie popisané v [33] vychddza z integralu Debyeovho typu reprezentujiceho
laserovy zvézok ako superpoziciu rovinnych vln, ako navrhol Richards & Wolf (1959). Pri
pouziti Tavotocivej orientdcie polarizacie je mozné silne fokusovany zvizok vyjadrit ako:

E.(r)=E /027r d<b/090 df sin 6v/ cos 0 exp (—72 sin’ 6)
x exp [ik (r + R)|€ (0, ¢) exp (—iwt), (3.8)

kde uhol 6 uddva smer danej rovinnej viny, k je vinové éislo dané ako k = |k (6, ¢)| =
npw/c, ngy, je index lomu obklopujiceho prostredia, w = 27/Ag, Ao je vlnova dizka
pouzitého laseru vo vékuu, ¢ je rychlost svetla, € (0, ¢) = 2’ +i%/, 2, ¥ st jednotkové vek-
tory ziskané z & resp. ¥, v = f/w, f je ohniskovd vzdialenost pouzitého mikroskopového
objektivu a w stred laserového zvizku. Ohnisko mikroskopového objektivu sa nachadza
vr=—R.

Rozptylené elektrické a magnetické pole Eg a Hg odpovedd Mieho rade parcidlnych
vin a vysledné rozptylené pole je linearna kombinacia Mieho komponentov. Mieho kom-
ponenty su dané Micho koeficientmi a; a b;, ktoré si imerné amplitidam rozptylenych
elektrickych a magnetickych multipélovych vin.

Po zavedeni bezrozmernej sily Q, ktora vyjadruje ako efektivne je prenasana dostupna
hybnost na ¢asticu, ktort definoval Ashkin (1992) ako:

F

= 3.9
N P/c’ (3:9)

kde P je vykon laseru v mieste vzorky. Je mozné vyslednu silu vyjadrit ako:
Q = QS + Qe; (310)

kde Q. vyjadruje pomer, s ktorym je odoberana hybnost z dopadajiceho zvizku, je spo-
jeny s Ei, - Eg resp. Hy, - Hy a pomer, s ktorym rozptyleného Ziarenia berie hybnost udava
—Q, spojeny s E? a H?.

Osové komponenty bezrozmernej sily @ st podla [33] dané vztahmi:

892 [ G Vi +2G —m+ DG +m+1)

j=1lm=—j J+ 1
27+1 2
a’ bib:. 1) GimG: ———ma;b: |Gl |, (3.11
X (ajaj+1+ j ]+1) g, y+1,m+j(j+1)m% i |Giml (3.11)
4,}/2 00 J A ) .
Qez = 7%2 Z (2] + 1)(aj + bj)Gj,m (Gj,m) ’ (312)
Jj=lm=—j
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kde j stvisi s vlastnymi hodnotami momentu hybnosti J? (vlastné hodnoty si j(j + 1))
a Gjm a G, si multipélové koeficienty fokusovaného dopadajiceho laserového zvizku,
ktoré si dané vzfahmi:

0o .
Gjm(pr, 2r) = /0 d# sin 6V cos 6 exp (—’yz sin? 0) d), 1(0) Jm—1 (kprsin®) exp (ikzg cos 6) ,
(3.13)
. 0G;m
0 (kZR)’

(0) st elementy matice kone¢nej rotacie (Edmonds 1957) a J,, su Besselové

Glm(PR, 2R) = — (3.14)

kde d’

m,m’

funkcie.
Prie¢ne komponenty bezrozmernej sily Q st podla [33] dané vztahmi:

j+1
X (aja;’—i-l + bjb;—i-l) (GJ}WG;—H,m—l-l + Gj,—m (Gj+1,—m—1)*)}

\/(] —m)(j+m+ 1R (ajbj) Gj,mGj,erl}a (3.15)

{\/j J+2)G+m+ 1) +m+2)

G+

o Vi +2)G +m+ 1) +m+2)
4A§RZ Z{ Jj+1

j=lm=—j

X [(aja;+1 + b;bj11) (G mGi1mer T Gjom (Gj-l-l,—m—l)*)}

27+ 1 . « x
j(j Y VG =m)G +m+ 1R (a;b)) Gj,mGjﬁmH} (3.16)
a
’7 = J — 4 *
=219 Zl Z (25 + 1) [(a;+ 0))Gim (Gpnr = Goms) | (3.17)
j=lm=—
fy > J — + *
Qep = Zéﬁzl > 25+ 1) [0+ 0)Gim (Gipnir = Gna) | (3.18)
j=lm=—j
kde

Gi (PR, 2R) = / dé sin® GVCOSQeXp( 72 sin (9)
d?,21.1(0) Jm—1 (kprsind) exp (ikzg cosf) . (3.19)

Ako kontrolu spréavnosti odvodenych rovnic autori v élanku [33] uvadzaju ich limitu
pre pripad a > A, kde sa vysledky zhoduju s vysledkami danymi geometrickou optikou.
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3.2.4. Experimentalne meranie sil v optickej pasci

Aby mohla byt optickd pasca pouzitd na meranie sil, je nutné ju nakalibrovat - uréit
tuhost optickej pasce. Jedni z metéd kalibréacie optickych pasci st metédy viskézneho
tahu a ekviparti¢ného teorému. Obe metédy boli popisané v [34].

Metéda viskézneho fahu: Sily v optickej pasci je mozné aproximovat zavislostou,
kde sila posobiaca na uvéznentu casticu je priamo imernda vzdialenosti stredu danej castice
od ohniska laserového zviizku. Zavislost je mozné vyjadrit v tvare:

F = —kx, (3.20)

kde k je oznacovand ako tuhost optickej pasce a & je vzdialenost stredu ¢astice od ohniska
laserového zviizku. Pri znamej hodnote k je mozné silu posobiacu na ¢asticu urcit priamo
meranim pozicie ¢astice vzhladom k ohnisku zvizku.

Metdda viskézneho tahu vyuziva zndmu silu, ktord budi pridiaca kvapalina na objekt.
Pre casticu tvaru gule je viskdézna sila dand vztahom:

F;, = 6mnro, (3.21)

kde 7 je viskozita kvapaliny, r je polomer castice a v je rychlost pridenia kvapaliny
vzhladom k ¢astici.

Okolo ¢astice so zndmym rozmerom nechdme prudit kvapalinu s konstantnou rychlost-
ou. Z pozorovania ur¢ime vychylku ¢astice v optickej pasci (), ktort sposobi viskdzna sila.
Optickd pascu vypneme a zo zdznamu pohybu castice uréime rychlost pridenia kvapa-
liny. Pri zndmej hodnote viskozity kvapaliny je z nameranych idajov mozné urcit tuhost
optickej pasce k.

Druhym variantom urc¢ovania velkosti F;s je nechaf prostredie stale a pomocou optic-
kej pinzety oscilovat s casticou, takze jej poloha sa periodicky meni v ¢ase a je ju mozné
vyjadrit ako:

x = xgsin(wt). (3.22)

Derivovanim vztahu 3.22 uréime rychlost pridenia kvapaliny vzhladom k ¢astici, takze
viskdzna sila je dané vztahom:

Fyis = 6mnrwxg cos(wt), (3.23)

kde vSetky hodnoty st zname.

Metoda ekvipartiécného teorému: Na casticu uvéznenu v optickej pasci posobia sily
nahodného smeru a velkosti kvoli termalnym fluktudcidm v obklopujicom médiu zndmym
ako Brownov pohyb. Pomocou ekviparti¢ného teorému je mozné urcif tuhost optickej
pasce bez toho, aby bolo nutné poznat tvar castice a viskozitu obklopujtiiceho média,
pretoze metéda priamo nezavisi na viskéznom koeficiente (7).
Pre objekt v harmonickom potenciéli s tuhostou k je mozné pisat:
1 1

—kpT = —k{z? 24
2kB 2k<$ >7 (3 )
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3. OPTICKA PINZETA

kde kp je Boltzmannova konstanta, 7" je termodynamicka teplota a (. ..) oznacuje stredni
hodnotu.

Takze meranim vychylky castice z rovnovaznej polohy je mozné priamo uréit tuhost
optickej pasce.

3.3. Metody zachytenia viacerych castic do optickej
pasci

Opticka pinzeta v podobe ako ju navrhol A. Ashkin umoznuje zachytenie len jednej castice,
¢o znacne limituje jej moznosti vyuzitia. S rozvojom mikromanipulaénych technik sa ob-
javili moznosti ako zachytit viacero ¢astic v rovnakom ¢ase.

Jednym zo sposobov, ako vytvorit viacero optickych pasci, je pouzitie viacerych laserov
s roznymi vinovymi dfikami, ktoré spolu neinterferuji. Do mikroskopového objektivu
st laserové zvizky zavedené pomocou dichroickych zrkadiel. Tento spdsob nie je velmi
vyuzivany vzhladom k jeho finanénej ndrocnosti.

Dalsim spdsobom, ako vytvorit viacero optickych pasci je rozdelenie laserového zviizku
pomocou polarizacnych delicov alebo difrakcnej optiky. Pouzitie priestorového modulatoru
svetla (SLM), ako difrakéného elementu, poskytuje najvécsiu variabilitu. Schematické
znazornenie optickej pinzety vyuzivajicej SLM na polohovanie optickej pasce je na obrazku
3.3. Dalsie sposoby vytvorenia viacerych optickych pasci st uvedené v [35].

AN
>
L
ff /
|
~

. - \ -
SLM_f—— e #

Ls La MO FP

LS

Obr. 3.3: Schematické znazornenie optickej pinzety vyuzivajicej SLM na polohovanie
optickej pasce. LS - laserovy zdroj, LS - laser, SLM - priestorovy modulator svetla,
MO - mikroskopovy objektiv, FP - ohniskové rovina MO. Ciarkovanou ¢iarou si naznacené
opticky zdruzené roviny.

Vytvorit viacero optickych pasci je mozné aj bez rozdelenia povodného zvizku, ide
o tzv. ¢asové zdielanie pasci®, ktoré bolo popisané v ¢lanku [36]. Zdkladom tejto metody
je skenovanie laserového zviizku medzi danymi poziciami - miestami kde maji vzniknuit

5Time-sharing optical trapping.
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3.3. METODY ZACHYTENIA VIACERYCH CASTIC DO OPTICKEJ PASCI

optické pasce. Castice, na ktoré neposobi laserovy zvizok, v dosledku Brownovho pohybu
menia svoju polohu a preto frekvencia, s ktorou je optickd pasca navratena do povodnej
polohy, musi byt dostato¢ne vysokd, aby zabranila tomuto pohybu. Na skenovanie optickej
pasce sa vyuzivaju galvano-optické zrkadld, piezo-elektrické zrkadla, akusto-optické alebo
elektro-optické deflektory.

Minimalna opakovacia frekvencia pozicie optickej pasce tak, aby ¢astica nedifundovala
do prostredia, je podla [37] dand vztahom:

_ 2kgT (erffl('y))2

3mnrin?

v (3.25)
kde erf™! je inverzna funkcia k chybovej funkcii erf, v je pravdepodobnost, ze castica
ostane v oblasti s rozmerom n - a pocas jedného cyklu, n je viskozita okolitého prostredia,
r je polomer ¢astice a n je ndsobok polomeru ¢astice, o ktory sa moZe ¢astica vychylit
z rovnovazne]j polohy pasce.

Pre casticu s rozmerom r = 1 pum umiestnentd vo vode a pre parametre v = 0,9,
n = 0,1 je minimélna skenovacia frekvencia 100 Hz.

24



Kapitola 4

Navrh laserovej pinzety
pre koherenciou riadeny holograficky
mikroskop druhej generacie

V ramci prace [5] bola, ako vhodné riesenie pre CCHM2, vybrand laserova pinzeta polo-
hovana galvano-optickymi (GO) zrkadlami.

Schematické znazornenie pripojenia samostatného modulu laserovej pinzety ku kohe-
renciou riadenému holografickému mikroskopu druhej generécie je zobrazené na obrazku 4.1.

LS _
Sp —— RO
Or=F—— ———— 02
OF T
Laserova pinzeta )
DM
Fa —— F2
TL, == <= TL2
Objektove Referencné
rameno rameno
CCHM3 CCHMS3

Obr. 4.1: Schematické znazornenie pripojenia modulu laserovej pinzety k CCHM2. LS - la-
serovy zdroj, OF - optické vldkno, DM - dichroické zrkadlo, F - filtre, TL - tubusové
sosovky, O - objektivy, Sp - pozorovany objekt, RO - referenc¢ny objekt.

Na zavedenie pinzety do CCHM2 je pouzité dichroické zrkadlo DM, ktoré je umiest-
nené v objektovom ramene medzi mikroskopovym objektivom a tubusovou SoSovkou. Na-
vrhované je, aby do objektového ramena mikroskopu bol pridany filter Fy, aby ziarenie
z laseru optickej pinzety neznizoval kontrast obrazu vo vystupnej rovine CCHM2. Cez
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4.1. LASEROVA PINZETA POLOHOVANA GO ZRKADLAMI

osvetlovaciu sistavu sa taktieZ moze laserové Ziarenie dostat do vystupnej roviny a preto
je navrhované umiestnenie druhého filtra F; do referencného ramena.

4.1. Laserova pinzeta polohovana (GO zrkadlami

Na pohyb optickej pasce v rovine vzorky je mozné vyuzit dvojicu galvano-optickych zrka-
diel, ktorych osi otacania spolu zvieraju uhol 90°. Takéto usporiadanie ma vyhodu, ze uhol
naklonu kazdého zo zrkadiel odpoveda posunu optickej pasce pozdIZ prislusnej osi a osi
tvoria ortogondlny systém. Medzi d'alsie vyhody patri mald strata vykonu, ktord je dand
len kvalitou pouzitych zrkadiel.

Pri zmene uhlu natoc¢enia GO zrkadiel by dochadzalo k orezaniu laserového zvizku
zadnou apertirou mikroskopového objektivu. Riesenim je optické zdruzenie rovin precha-
dzajtucich GO zrkadlami a zadnej apertiry mikroskopového objektivu.

Schematické znazornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami je zobrazené
na obrazku 4.2

| FP | EP
|
GOM, |/
L, i Ls L. MO
L <=
A L1 Gom, b)

LS LS

Obr. 4.2: Schematické znazornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami. LS - laser,
GOM - galvano-optické zrkadla, L - sosovky, MO - mikroskopovy objektiv, FP - ohniskova
rovina MO, ¢iarkovanou ¢iarou su vyznacené opticky zdruzené roviny. a) Nevychylend
optickd pasca. b) Vychylend optickd pasca. Prevzaté a upravené z [5].

Opticka schéma modulu laserovej pinzety pre CCHM2 je znédzornena na obrazku 4.3.
Modul je tvoreny konektorom na uchytenie optického vldkna F, kolimac¢nou Sosovkou
L1, galvano-optickymi zrkadlami GOM, expandérom laserového zvizku Keplerovho typu,
ktory pozostava zo SoSoviek Lo, Ls.

Na rozdiel od optickej schémy uvedenej v casti 4.1 na obrazku 4.2, kde rovina za-
dnej apertury mikroskopového objektivu je opticky zdruzena s rovinami prechédzajicimi
oboma galvano-optickymi zrkadlami, je v navrhu laserovej pinzety pre CCHM2 zdruzena
zadnd apertura MO s rovinou v strede medzi GO zrkadlami. Takéto usporiadanie redu-
kuje mnozstvo pouzitej optiky, ¢im sa zmensuju optické vady a zaroven sa aj zmensuje
samotny modul laserovej pinzety. Nevyhodou navrhovaného usporiadania je posun lase-
rového zvizku v zadnej apertire MO, ¢o sposobuje mierne znizenie tuhosti optickej pasce.
Umiestnenim GO zrkadiel ¢o najblizsie k sebe redukuje orezanie laserového zviazku. Aby
bol dosiahnuty ¢o mozno najvacsi gradient intenzity v optickej pasci, je mikroskopovy
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2
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Obr. 4.3: Schematické znazornenie modulu laserovej pinzety pre CCHM2. LS - laserovy
zdroj, OF - optické vlakno, F - konektor na uchytenie OF, L - soSovky, GOM - galvano-
-optické zrkadla, DM - dichroické zrkadlo, O; - objektiv, Sp - pozorovany objekt, modrou
¢iarkovanou Ciarou su vyznacené opticky zdruzené roviny. Prevzaté a upravené z [5].

objektiv ”prepiﬁany”, ¢o znamena, ze priemer laserového zvézku je pred vstupom do ob-
jektivu vacsi ako priemer zadnej apertiry MO.

Opticka schéma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadenému holografickému
mikroskopu je zobrazena na obrazku 4.4 na strane 28.

4.2. Vypocet parametrov laserovej pinzety polohova-
nej GO zrkadlami pre CCHM2

Dizkové rozmery a uhly natocenia GO zrkadiel vystupujice vo vztahoch st graficky
znazornené na obrazku 4.3, resp. 4.4.
Aby laserovy zvizok vzdy zaplial zadni apertiru MO, musi platit vztah:

Dy — Dgy;
§< LN,
kde ¢ je posun stredu laserového zvézku voci stredu zadnej apertiry MO, Dy je priemer
laserového zvazku pred vstupom do MO a Dgy; je priemer zadnej apertury MO.

Pre posun stredu laserového zvizku voéi stredu zadnej apertury MO plati:

Celkovy posun: =/ +&, (4.2)

(4.1)

Posun pozdlz osi x: & = ;;3 tan 26, (4.3)
2

Posun pozdlz osi y: & = 5 ? tan 265, (4.4)
2

kde x, y si osi tvoriace ortogonalny systém stradnic, fo (f3) je ohniskovd vzdialenost
sosovky Ly (L3), a je vzdialenost medzi GO zrkadlami a 6; () je uhol ndklonu GOM;
(GOM,).
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4.2. VYPOCET PARAMETROV LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2
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Obr. 4.4: Opticka schéma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadenému holo-
grafickému mikroskopu. S - zdroj svetla, AD - aperturna clona, F - interferen¢ny filter,
K - kolektor, BS - delice, M - zrkadla, C - kondenzory, O - objektivy, Sp - pozorovany
objekt, RO - referencéy objekt, F - filtre, TL - tubusové Sosovky, G - blejzovana reflexna
difrakénd mriezka, OL - vystupné Sosovky, OP - vystupna rovina, D - detektory, LS - la-
ser, OF - optické vlakno, F - konektor na uchytenie OF, GOM - galvanooptické zrkadla,
L - Ssosovky, DM - dichroické zrkadlo, modrou ¢iarkovanou ¢iarou su vyznacené opticky
zdruzené roviny. Prevzaté a upravené z [5].



4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Ako je vidiet z rovnic 4.2 - 4.4 je pre minimalizovanie straty energie laseru v dosledku
orezania zvizku zadnou apertiirou MO vhodné volit expandér s malym prieénym zvicsenim
Mey (Mo = f3/ f2). Toho je mozné dosiahnuf ¢iastoénym rozsirenim zviizku pred vstupom
do expandéru.

Afokalny systém tvoreny Sosovkami Ls a Ls, ktory slizi ako expandér laserového
zvazku Keplerovho typu, musi spiﬁat’ podmienku:

Cc = f2 + fg, (45)

Priemer laserového zvizku vstupujiceho do expandéru je dany vztahom:

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

kde f; je ohniskova vzdialenost sosovky L; a NA je numerickd apertira pouzitého optického
vldkna. Pri vypocte bolo nahradené optické vlakno bodovym zdrojom, ¢o pri typickych
jednomodovych optickych vlaknach, ktorych priemer je do 100 pum, je vhodné aproximaécia.

Priemer laserového zvizku vystupujiceho z expandéra musi spfﬁat’ podmienku 4.1,
¢ize by mal byt rovny Dep; 4+ 2£. Priemer laserového zvizku vystupujticeho z expandéra
je dany vztahom:

Dy = dié, (4.7)
f2
Zadnd apertura mikroskopového objektivu je konjugovana s rovinou medzi GO zrkad-
lami, ak je splnend podmienka:

LA N i _h

Posunutie stredu optickej pasce v rovine vzorky je dané vztahom:

fs

Posun stredu optickej pasce pozdii osi x: Ay = 2f— fobib1, (4.9)
2

Posun stredu optickej pasce pozdiz osi y: Ay = 2;23 Jobif2, (4.10)
2

Celkovy posun stredu optickej pasce: A=,/AZ+ A2, (4.11)

kde fob; je ohniskovd vzdialenost mikroskopového objektivu.
Aby opticka pinzeta bola schopnd pracovat v celom zornom poli, ktoré CCHM?2 po-
skytuje, musf umoziovat vychylku optickej pasce, ktord je dané vzfahom:

2
Sl (N o) 1

Amaac - 5
2 Mot, Moy

(4.12)

kde Nz, (Nps,) je pocet pixlov v smere osi x (y), [pzx| (|pzy|) je velkost pixlu v smere
osi x (v), Mo je zvacSenie vystupnej Sosovky v CCHM2 a M,p; je zvicsenie pouzitého
mikroskopového objektivu. Osi x, y st orientované pozdlz hran snimacieho Cipu.
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4.3. OPTICKY NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM?2

4.3. Opticky navrh laserovej pinzety polohovanej GO
zrkadlami pre CCHM2

Jednou z hlavnych ¢asti laserovej pinzety je zdroj laserového Ziarenia. Pri vybere vhodného
laserového zdroja je nutné brat do tvahy viacero faktorov. Nestabilita smeru vystupného
zvazku vedie k nahodnym a nechcenym pohybom laserovej pasce a nestabilita vystupného
optického vykonu sposobuje zmenu tuhosti optickej pasce. Pri zachytavani biologickych
vzoriek patri medzi dolezité parametre vinova dizka laserového zdroja. Ak by zachyteny
biologicky objekt mal vysoki mieru absorpcie na vlnovej dizke chytacieho laseru mohlo
by dojst k jeho tepelnému pogkodeniu. Vhodné vinové dfiky sa nachadzaju v blizkej
infracervenej oblasti, ktora je na pomedzi medzi absorpciou biologickych chromoférov,
ako hemoglobin alebo cytochrémy, vo viditelnom spektre a zvysujticou sa absorpciou vody
v infracervenej oblasti. Na obrazku 4.5 je graf zavislosti absorpcie hemoglobinu a vody
na vilnovej dizke.

H,0
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10" k Hb

F HbO,

Koeficient absorbcie
—_
[an]
=

1072 H,0

10-3 L 1 L 1 I,I, 1 1
250 500 750 1000 12350 4000 8000 12000
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Obr. 4.5: Graf zavislosti absorpcie hemoglobinu (Hb, HbO;) a vody na vlnovej dizke.
Prevzaté a upravené z [32].

Opticky navrh laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami pre CCHM2 a jeho nésledné
optimalizacia bola realizovana v programe ZEMAX, verzia 2005. V navrhu bolo optické
vldkno nahradené bodovym zdrojom s prislusnou numerickou apertirou (NA = 0, 14)
a mikroskopovy objektiv CFI Plan Apo VC 60x Oil.(NA =1,40, W.D.=0.13 mm) od spo-
lo¢nosti Nikon Instruments Inc. bol nahradeny paraxialnou SoSovkou pretoze vyrobca ne-
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

poskytuje dostatok informdcii, aby objektiv mohol byt vlozeny do simuldcie. Ohniskova
vzdialenost paraxidlnej sosovky je dand vzfahom:

L
f= T (4.13)

kde frr, je ohniskové vzdialenost tubusovej sosovky pouzitého mikroskopového objektivu
a Moyp; je jeho zvécSenie.

V navrhu bola, ako detektor D, uvazovand CCD kamera MR285MC_BH (1,45 M,
9,0 x 6,7mm, CCD B/W, IEEE1394A) od spolo¢nosti Ximea GmbH.

Pre polohovanie laserového zvizku boli vybrané galvano-optické zrkadla SG20 (20 kpps)
od 6thD - Vesely Jaroslav f.o., ktorych parametre st uvedené v tabulke 4.1.

Tabulka 4.1: Parametre galvano-optickych zrkadiel SG20 (20 kpps) od 6thD - Vesely Jaro-
slav f.o. *pps-bod za jednu sekundu, stanovené pre vychylku zvazku 8°.

Napdjanie | 100/250V AC 50-60 Hz
Riadiaci signél | 25V
Velkost zrkadiel | 6,5 x 11 mm
Maximalny uhol ndklonu | 4+20°
Maximadlna skenovacia rychlost | 20 kpps*

Kvoli zvysSeniu odrazivosti bola na odraznu plochu zrkadiel nadeponovana vrstva
zlatal. Graf zdvislosti odrazivosti GO zrkadiel na vlnovej dizke dopadajiceho ziarenia
je na obrazku 4.6, odrazivost pre vlnovi dizku 1064 nm je 49%. Pri merani odrazivosti po-
vrchu GO zrkadiel bola pouzitd halogen-deutériova lampa DH-2000 od spolocnosti Avan-
tes Ltd. ako zdroj svetla, spektrometer bol pouzity Shamrock SR-303i od spolo¢nosti
Andor Technology PLC, ktory ma Czerny-Turner usporiadanie, kamera bola pouzita
iDUS 420BU so zozadu osvetlenym CCD c¢ipom, a ako referencia bolo pouzité zrkadlo
PF10-03-GO1 od spolo¢nosti THORLABS GmbH.

Najlepsie vysledky v simulaciach pri kolimacii laserového zvazku boli dosiahnuté s as-
férickou sosovkou A240-B s ohniskovou vzdialenostou 8 mm a priemerom 9,94 mm od spo-
locnosti THORLABS GmbH. Sosovka je pokrytd antireflexnou vrstvou, ktorej odrazivost
je mensia ako 1% pri vinovych dizkach v intervale (625 — 1075) nm.

Pre expandér boli dosiahnuté najlepsie vysledky simulacii s pouzitim Sosoviek TECHS-
PEC Near IR doublets od firmy EDMUND OPTICS Inc. Ako SoSovka L2 bola pouzita
NT45-800 s ohniskovou vzdialenostou 35 mm a priemerom 25 mm a ako SoSovka L3 je pouzi-
t4 NT47-319 s ohniskovou vzdialenostou 200 mm a priemerom 50 mm.

Pociatoéné parametre pri optimalizacii boli vypoéitané podla vztahov uvedenych v ¢asti
4.2. Optimalizovand bola velkost stopy v troch miestach? v ohniskovej rovine mikrosko-
pového objektivu. Cielom bolo dosiahnut simuldciu s vysledkom, kde by stopa zvizku bola
vyrazne mensia ako difrakény limit stustavy, co by znamenalo vykorigovanie optickych vad

Vrstvu nadeponoval Ing. Petr Dvotdk na VUT FSI UFL
20pticks pasca v strede zorného pola, v 70% z maximélnej vychylky, ¢omu odpovedd uhol niklonu
GO zrkadiel 0,98° a 1,33° a na kraji zorného pola, comu odpoveda uhol naklonu GO zrkadiel 1,4° a 1,9°.
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Obr. 4.6: Graf zavislosti odrazivosti GO zrkadiel na vinovej dizke dopadajiceho ziarenia.

a pribliZzenie sa k maximdlnj moznej velkosti gradientu intenzity laserového zvizku v ro-
vine vzorky. V tabulke 4.2 st uvedené optimalizované parametre optickej pinzety.

Na obrazku 4.7 si zobrazené spot diagramy v mieste ohniska mikroskopového ob-
jektivu, ktoré zobrazuju umiestnenie trasovanych liucov optickym systémom v zvolenej
rovine, takze predstavuje velkost stopy zvizku po zapocitani optickych vdd bez difrak-
cie. Kruznica v obrazku predstavuje Airyho disk sustavy - difrakény limit sustavy, Cize
velkost stopy, ak by opticky systém nebol zatazeny geometrickymi optickymi vadami, ale
len difrakciou. Je vidiet, Ze systém je takmer bez geometrickych optickych vad. Tomu
zodpoveds aj graf na obrazku 4.8, ktory udédva zdvislost mnozstva energie v ohnisku
mikroskopového objektivu, ktora sa nachadza v oblasti uzatvorenej kruznicou s danym
polomerom. Stred kruznice je vztiahnuty k hlavnému licu. Krivky oznacené ako ,dif-
rakény limit“ predstavuju idealny stav, t.j. maximalne mozné mnozstvo energie v ob-
lasti, ak by opticky systém laserovej pinzety bol zataZeny len difrakciou. Krivky oznacené
ako ,simuldcia“ predstavuju mnozstvo energie v danej oblasti pre opticky systém lase-
rovej pinzety zataZeny geometrickymi optickymi vadami. V grafe je vidiet, Ze krivky
pre nevychylenu optickd pascu sa lisia mélo, ¢o odpoveda vykorigovanym geometrickym
optickym vadam a krivky pre maximalne vychylenui optickd pascu sa lisia mierne viac. Pre
maximalne vychylent optickt pascu sa prejavuju geometrické optické vady. Na obrazku
4.9 je zobrazend simulacia rozlozenia svetelného vykonu v ohniskovej rovine mikrosko-
pového objektivu rovnobezne s optickou osou pre nevychyleni (4.9a) a plne vychylentd
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Tabulka 4.2: Optimalizované parametre optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami.
R - polomer krivosti, T - osova sirka, D - priemer, k - ,,conic constant®, Ay - Ag - asférické
2

koeficienty. Asférickd plocha je dand rovnicou: z = = + Agr? + Ayrt +
R(1+,/1—(1+k)r2/32)

Agr® + Agr®, kde z je osovéa vzdialenost merand od vrcholu Sosovky a 7 je vzdialenost

od osi. Vzdialenosti tykajice sa SoSoviek si merané od vrcholov.

Povrch Komentar R [mm] | T [mm)] Sklo D[mm]|
OBJ |OF, L1] 00 5,86
1 L1 632,73 3,69 S-LAL13 10
o L1 5,48 10
STO |IL1, GOMI| 00 30
4 GOM1 00 Zrkadlo 3,3
5! a 00 6,5
6 GOM1 00 Zrkadlo 4.3
7 b 00 17.8
8 L2 87,52 4 N-SF6 25
9 L2 20,11 11 N-LAK22 25
10 L2 -23,4 25
11 c 00 233,29
12 L3 112,88 9 N-LAK?22 50
13 L3 -112,88 5,5 N-SF6 50
14 L3 -1415,62 50
15 d 00 153
16 DM 00 Zrkadlo 28,8
17 e 00 120
18 Zadnéa Apertira MO 00 3,3 12
Paraxial | MO, fu; = 3,3mm 3,3 12
2*
k-] | A2 [mm~1] | Ay [mm~3] Ag [mm~5] Ag [mm~7]
0,0000 0,0000 -50,9290x 107° | -0,1286x107° | -0,0870x10~°

opticki pascu (4.9b), je zahnutd interferencia a difrakcia laserového zvizku pri prechode
jednotlivymi elementmi optického systému laserovej pinzety.
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4.3. OPTICKY NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM?2

2 pm

RMS RADIUS :
GEO RADIUS :
AIRY RADIUS :

b)

0,135 0,170
0,172 0,616
0,741 0,759

~__ 7

0265 [pm]
1,056  [pm]
0,775  [pm]

Obr. 4.7: Spot diagram v mieste ohniska mikroskopového objektivu. a) Nevychylend
optickd pasca. b) Vychylend optickd pasca - 70 % z maximélnej vychylky. ¢) Opticka
pasca na kraji zorného pola. Kruznica predstavuje Airyho disk stistavy.
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I
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~
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/
Y

—— Maximalne vychylena pasca - difrak¢ny limit

———Maximalne vychvlena pasca -simulacia

Obr. 4.8: Graf zavislosti mnozstva energie, ktora sa nachadza v oblasti uzatvorenej
kruznicou s danym polomerom. Stred kruznice je vztiahnuty k hlavnému liucu.
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

Obr. 4.9: Normovany svetelny vykon, ktory prechddza jednotkou plochy v ohniskovej
rovine objektivu. a) Nevychylend optickd pasca. b) Maximalne vychylena optickéd pasca.

4.4. Mechanicky navrh laserovej pinzety polohovanej
GO zrkadlami pre CCHM2

Néavrh mechanického riesenia laserovej pinzety pre CCHM?2 bol vytvoreny ako 3D model,
v programe SolidWORKS 2006, ktory je na obrazku 4.10. Z modelu mechanického riesenia
bola vytvorena vyrobnd dokumentacia, ktora je prilozend v prilohe. Mechanicky model
je mozné rozdelit do §tyroch ¢asti: manipuldtor optického vldkna, kolimator laserového
zvazku, drziak galvano-optickych zrkadiel a expandér laserového zvézku.

Obr. 4.10: 3D model laserovej pinzety pre CCHM2.
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4.4. MECHANICKY NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

V dalsom texte sa ¢iselné popisy vztahuji k obrazkom 4.11, 4.12, 4.13 a 4.14. Farby
v obrazkoch st vyrobené umelo, aby bolo mozné jednotlivé diely lepsie od seba odlisit.
Diely st vyrobené zo zliatiny hliniku, oceli a fosforového bronzu.

4.4.1. Manipulator optického vlakna a kolimator laserového zvizku

Na obrazkoch 4.11 a 4.12 je zobrazeny 3D model konektoru a manipulatoru optického
vldkna spolu s kolimatorom laserového zvazku.

Hlavni ¢ast manipuldtoru optického vldkna tvor{ pohyblivy kamen (16), ktory je po-
lohovany v rovine kolmej k optickej ose pomocou dvojice nastavovacich skrutiek (10).
Staly kontakt medzi kamenom a nastavovacimi skrutkami je zaisteny pomocou taznej
pruziny (11). Spravne vedenie kamefia v ptizdre manipuldtora (9) zaistuje krycia doska
(13). Optické vlakno (14) ukoncené APC ferulou je uchytené v FC/PC adaptéry (15),
ktory je naskrutkovany v pohyblivom kameni (16). Konektor je fixovany vo svojej po-
lohe pomocou aretacného prstenca (12). Vzhladom k nestandardnému zavitu na FC/PC
adaptéri® (15) bol pohyblivy kamen vyrobeny opracovanim komeréne dostupného dielu?
od firmy THORLABS GmbH. Spolu s tymto dielom je dodavany aj aretacny prstenec
(12).

Pomocou kolimétora laserového zvizku je mozné nastavovat vzdialenost pozdiZ osi me-
dzi koncom optického vldkna (14) a kolima¢nou Sosovkou (7), ktord je ulozena v tubuse (4)
a fixovand pritlacnou maticou (8). Spojenie kolimatora laserového zvéizku a manipuldtoru
optického vldkna je realizované ustanovacim srébom (6). Nastavovanie polohy kolimaénej
sosovky voci optickému vldknu je realizované to¢enim ustanovacej matice (2), ktora sa
moze volne otdcat okolo tubusu a jej poloha je zaistend aretatnym prstencom (1). Staly
kontakt medzi tubusom a ustanovacou maticou je zaisteny zavitom s jemnym stupanim
a vola v iom je vymedzend pomocou tlacnej pruziny (3°). Vedenie ustanovacieho srébu
je zaistené pomocou drazky s perom (5), toto vedenie taktiez zaistuje, aby sa kolima¢nd
Sosovka (7) nemohla otacat okolo svojej osi.

4.4.2. Drziak galvano-optickych zrkadiel

Na obrazku 4.13 je zobrazeny 3D model drziaku galvano-optickych zrkadiel. Hlavnou
ulohou tejto podzostavy je nastavenie odraznych ploch GO zrkadiel tak, aby opticka
os sustavy prechadzala ich stredmi.

GO zrkadlo (24, resp. 31) je uchytené vo vodiacom kameni (23, resp. 21). Na ustave-
nie polohy GO zrkadla vo vodiacom kameni je pouzita skrutka prechadzajici vodiacim
kamenom, ktory cez gumovy element tlac¢i na GO zrkadlo a to je ovladané pomocou na-
stavovacej skrutky (18, resp. 28). Staly kontakt medzi vodiacim kamenom a nastavovacou
skrutkou je zaisteny pomocou tlaénych pruzin®, ktoré st vedené”, aby bola zaistend ich

3SMO5FC - FC/PC Fiber Adapter Plate with External SM05 (0.53540) Thread

4CP11 - SM05-Threaded 30 mm Cage Plate, 0.35”

5VD-288Z-13 od spolo¢nosti Gutekunst + Co. KG.

6Na obrazku 4.13 je vidiet jednu z tlaénych pruzin 29.

"Na obrazku 4.13 je vidiet jedno z vedeni pruzin 34. Vyrobna dokumentdcia k druhému vedeniu je
uvedend v prilohe pod oznacenim 34b.
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4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

10 & 2

14 16 13 B

Obr. 4.11: 3D model manipulatoru optického vldkna a kolimatou laserového zvizku.
2 - ustanovacia matica, 6 - ustanovaci srob, 9 - pizdro manipuldtora, 10 - nastavova-
cie skrutky, 13 - krycia doska, 14 - optické vlakno, 16 - pohyblivy kamen.

vzpernd stabilita. Vodiaci kamen je suvne vlozeny vo vodiacich doskéch (19, resp. 30).
Spravne vedenie vodiaceho kamena, ktorého hribka je o 0,5 mm vécsia ako hriubka dielu
19, resp. 30, je realizované pomocou pritlaénych lamiel (22, 25, resp. 20, 27), ktorych
konce st vyhnuté kvoli zvyseniu ich tuhosti.

Spojenie drziaku GO zrkadiel s kolimatorom laserového zvizku a s expandérom lase-
rového zvézku je realizované prechodovymi doskami (33, resp. 32).

Kvoli znizeniu mnozstva svetla, ktoré prenikd do sistavy a zvyseniu tuhosti drziaku
GO zrkadiel, su pridané krycie dosky (17, 26).

4.4.3. Expandér laserového zvizku

Expandér laserového zvizku, ktorého 3D model je zobrazeny na obrazku 4.14, plni dve
funkcie. Umozinuje vytvorenie afokalného systému, sliziaceho na rozsirenie laserového
zvizku, pomocou nastavenia vzajomnej vzdialenosti medzi Sosovkami Lo (36) a Lz (48)
a taktiez umoziuje nastavit vzdialenost roviny medzi GO zrkadlami a Ly (bez toho, aby
sa menila vzdialenost medzi Ly a L3), ¢im umoziuje variabilitu pozadovanej vzdialenosti
medzi Lz a zadnou apertirou mikroskopového objektivu.
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Obr. 4.12: Rez 3D modelom manipulatoru optického vlakna a kolimatoru laserového
zviazku. 1 - aretaCny prstenec, 2 - ustanovacia matica, 3 - tlacna pruzina, 4 - tubus,
5 - pero. 6 - ustanovaci srob, 7 - kolima¢na SoSovka, 8 - pritlacnd matica, 9 - pizdro mani-
puldtora, 10 - nastavovacia skrutka, 11 - taznd pruzina, 12 - areta¢ny prstenec, 13 - krycia
doska, 14 - optické vldkno, 15 - FC/PC adaptér, 16 - pohyblivy kamen.
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Obr. 4.13: 3D model drziaku galvano-optickych zrkadiel. 17, 26 - krycie dosky, 18, 28 - na-
stavovacie skrutky, 19, 30 - vodiace dosky, 20, 22, 25, 27 - pritlacné lamely, 21, 23 - vodiace
kamene, 24, 31 - GO zrkadla, 29 - tla¢na pruzina, 32, 33 - prechodové dosky, 34 - vedenie
pruziny.
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4.5. NAVRH NAPAJANIA LASEROVEJ DIODY

Spojenie expandéru laserového zvizku a drziaku GO zrkadiel je realizované kon-
jugaénym Srébom (39). Otdcanim konjugacnej matice (40), ktorej poloha je fixovana
pomocou aretacného prstenca (42), je mozné nastavit vzdialenost Ly a roviny medzi GO
zrkadlami. Vzdialenost je mozné menit v rozsahu, ktorému odpovedd interval vzdialenosti
medzi Lz a zadnou apertirou MO od 60 do 460 mm tak, aby bola splnen& podmienka kon-
jugovanosti. Vola v zdvite medzi konjugaénym srébom a konjugacnou maticou je zaistend
tlacnou pruzinou (41)8.

Otdcanim expandérovej matice (44), ktorej poloha je fixovand pomocou aretacného
prstenca (43), je mozné nastavit vzdialenost medzi Sosovkami Ly a L. Vola v zdvite
medzi expandérovou maticou a expandérovym srébom (45) je zaistend pomocou tlacnej
pruziny (47)°.

Expandérovy sréb sluzi taktiez ako drziak SoSovky Lg, ktorej poloha je fixovana pritlac-
nou maticou (49). Expandérovy tubus (37) slizi ako drziak sosovky Lo, ktorej poloha je
fixovand pritla¢nou maticou (35). Spréavne vedenie jednotlivych dielov je realizované pomo-
cou pier (38, 46) s drazkami. Priruba (50) slizi na pripojenie laserovej pinzety k CCHM2
a taktiez zaistuje zostladenie optickej osi CCHM2 a modulu laserovej pinzety.

4.5. Navrh nap3ajania laserovej diody

Ako zdroj ziarenia pre laserovi pinzetu je zvolend galium-arsenidova laserova didda
Lumics LU1064M45 (vInova dizka 1064 nm, maximalny vykon v kontinudlnom mode
450 mW, maximalny vykon v pulznom méde 1200 mW), ktord v kontinudlnom mdéde pra-
cuje pri napéti 1,75 V. Zmenou velkosti napajacieho pridu je mozné menit opticky vykon
diédy, ktory je dany vzfahom!:

0 .. 0<I<64 [mA]

0,62 —40 ... 64 <1 <800 [mA] (4.14)

Piioa [mW] = {
kde I je velkost pridu pretekajiceho diédou.

Vzhladom k strmosti voltampérovej charakteristiky polovodicovych diéd bol upred-
nostneny pridovy napéjaci zdroj pred napitovym. Navrhovany pridovy zdroj je mozné
rozdelif na $tyri casti: riadiaca karta pripojitelnd k PC, 8 bitovy digitdlno-analégovy pre-
vodnik, exekuénd cast, externy napéjaci zdroj. Schéma zapojenia navrhovaného priddového
zdroja je na obrazku 4.15.

Ako riadiaca karta bola zvolena NI USB-6008 obsahujica dva analégové vystupy, tie
s pouzité na ovladanie GO zrkadiel. Z digitalnych vystupov bol zostaveny 8 bitovy di-
gitdlno-analégovy prevodnik, umozitujici nastavenie 256 hodnot, podla toho ako st uspo-
riadané logické jednotky a nuly na digitalnych vystupoch karty.

Zapojenie digitalno-analégového prevodnika je zobrazené v lavej Casti obrazku 4.15.
Ak je maximélny opticky vykon rozdeleny na 256 hodnot tak, aby hodnota oznacena
ako 1 odpovedala nulovému optickému vykonu a hodnota 256 odpovedala maximélnemu

8VD-288Z-13 od spolo¢nosti Gutekunst + Co.KG.
9D-263VH od spoloénosti Gutekunst + Co.KG.
10V zfah vznikol linedrnou regresiou vyrobcom dodévanych dat.
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Obr. 4.14: 3D model expandér laserového zvizku. 35, 49 - pritlacné matice, 36 - Lo,
37 - expandérovy tubus, 38, 46 - perd, 39 - konjugacny srob, 40 - konjugacnd matica, 41,
47 - tlacné pruziny, 42, 43 - aretacné prstence, 44 - expandérova matica, 45 - expandérovy
Sréb, 48 - Lg, 50 - priruba.
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Digitalne vystupy riadiacej kary

DO DI D2 D3 D4 D5 D6 D7

10K 10K 10K 10K 10K 10K 10K 10K

BD137-16

OOk SOK 3 60Y/SW

Obr. 4.15: Schéma zapojenia pridového zdroja.

optickému vykonu, potom o tom ¢i na danom digitalnom vystupe je logicka nula alebo
jednota je mozné rozhodnit na zéklade vztahu:

NO -1 ... parné ci
{ J _ { 0 parné cislo alebo 0 (4.15)

SV 1 ... neparné cislo,

kde NO je hodnota z intervalu (1;256), ktord je spojend s velkostou optického vykonu,
SV je specifickd hodnota priradend ku kazdému digitalnemu vystupu a |...| je oznacenie
zaokrihlenia smerom nadol. Specifické hodnoty digitalnych vystupov st uvedené v tabulke
4.3. Charakteristika digitalne-analogového prevodnika je na obrazku 4.16.

Tabulka 4.3: Specifické hodnoty digitdlnych vystupov riadiacej karty.

Digitalny vystup | DO | D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7
Specifickd hodnota | 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128

V pravej casti schémy zapojenia pridového zdroja na obrazku 4.15 je zobrazend
exekucnd cast a pripojenie na externy napitovy zdroj MW9112GS od spolo¢nosti Minwa
Electronics Co., Ltd.

Operacny zosilnovac s asymetrickym napajanim LM258 zapojeny so spatnou vizbou
je pripojeny k brane polom riadenému tranzistoru BD137-16. Vystupné napitie na ope-
racnom zosilnovaci ,otvara“, resp. ,zatvara®“ tranzistor, ¢im je kontrolovany prud lasero-
vou diédou. Kondenzatory umiestnené v obvode slizia, ako vysokofrekvencné filtre, aby
odstranili ndhle vykyvy napitia z externého zdroja. Graf zdvislosti velkosti pridu pre-
tekajuceho laserovou diddou na vystupnej hodnote z digitalno-analégového prevodnika
je na obrazku 4.17.

Pri praci sa laserova diéda moze znaéne zahrievat, ¢o vedie k nestabilite optického
vykonu a nestabilite vystupnej frekvencie Ziarenia. Pri prehriat{ moze dojst aj k poskodeniu
diédy a jej naslednej nefunkénosti. Laserova diéda Lumics LU1064M45 obsahuje zabu-

42



4. NAVRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2

=]
N
o

100 150 200 250
Hodnota prevodnika (NO)

Obr. 4.16: Charakteristika digitalno-analégového prevodnika.
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Obr. 4.17: Zavislosti velkosti pridu pretekajiiceho laserovou diédou na vystupnej hodnote
z digitalno-analégového prevodnika.
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4.6. POSTUP JUSTAZE LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM?2

dovany Peltierov ¢lanok!!, pomocou ktorého je mozné diédu chladit. Taktiez obsahuje
termistor, pomocou ktorého je mozné urcit teplotu diédy a je popisany Steinhartovou-
-Hartovou rovnicou, ktora ma tvar:

; — )+ CyIn(R) + Cy (In(R))*, (4.16)
kde T je termodynamicka teplota, R je odpor na termistore a C1-C3 su Steinhartove-
-Hartove koeficienty'?.

Napiitie na termistore je mozné merat pomocou analégovych vstupov na riadiacej karte
a pri prekroceni optimélnej teploty diédy'?® spustit chladenie. Peltierov ¢ldnok pri chladen{
spotrebovdva zna¢né mnozstvo energie (5,5W), a preto ho nie je mozné napajat priamo
z riadiacej karty, ale musi byt pouzity externy zdroj. Spinanie Peltierovho ¢lanku je zais-
tené pomocou digitdlneho vystupu riadiacej karty a polom riadeného tranzistora. Schéma
zapojenia kontroly teploty a spistania chladenia Peltierovym ¢lankom je na obrdzku 4.18.
Kondenzator v schéme zapojenia sluzi ako vysokofrekvencny filter, aby odstranil néhle
vykyvy napéitia externého zdroja.

Analégové [ Al
vstupy
riadiace;
karty L a2

|,—
e _I |_|||
... rbxo
Digitalny 1008F
vystup
riadiace] 10K

karty
B — L

Obr. 4.18: Schéma zapojenia kontroly teploty a sptisfania chladenia Peltierovym ¢lankom.

QO+

Termistor

4' Peltierov ¢lanok

4.6. Postup justaze laserovej pinzety pre CCHM2

Vzhladom k stavu prac na CCHM2, pre ktory bola laserova pinzeta navrhnut4, bolo nutné
prisposobit justdzny postup laboratérnej verzii CCHM2, ktord je zobrazend na obrazku
4.19. Oproti schéme uvedenej v ¢asti 2.2 na obrazku 2.1 je detektor Dy zavedeny do CCHM2
cez priestor medzi tubusovi sosovku TL; a deli¢ BS3 a st vynechana filtre F; a Fy. Tato
Uprava znizuje straty vykonu laseru a taktiez umoznuje vynechanie tubusovej Sosovky

HPeltierov ¢lanok vyuziva Peltierov jav na vytvorenie tepelného toku medzi spojmi dvoch réznych
druhov materidlov a v principe ide o pevnolatkové aktivne tepelné cerpadlo, ktoré prenasa teplo z jed-
nej strany zariadenia na druhu, pri spotrebe elektrickej energie. Smer pridenia tepla zavisi na smere
elektrického prudu.

1201 =1,1292 x 1073, Cy = 2,3411 x 107* a C3 = 8, 7755 x 107°

3Laserova diéda Lumics LU1064M45 pracuje optimélne pri teplote 25°C.
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TL3. Justaz je vykondvanad po castiach, ako prvy je zjustovany manipulator optického
vldkna spolu s kolimatorom laserového zvizku, potom je pripojeny drziak GO zrkadiel
a na zaver je pripojeny expandér laserového zvizku.

C, RO 0, TL,

M

3

S+AD/ K TL,

Obr. 4.19: Laboratérna verzia CCHM2. S - zdroj svetla, AD - apertirna clona, IF - in-
terferencny filter, K - kolektor, BS - delice, M - zrkadld, C - kondenzory, O - objektivy,
Sp - pozorovany objekt, RO - referencny objekt, TL - tubusové sosovky, OL - vystupné
soSovky, OP - vystupnd rovina, D; - detektor. Prevzaté a upravené z [4].

I) Justdz na optickej lavici:
1) Nastavenie justdazného He-Ne laseru tak, aby laserovy zvézok bol rovnobezny
s osou optickej lavice - pri pohybe tienidla pripevneného na stojane, ktory
sa moze pohybovat v osi optickej lavice, musi stopa justdzného laseru ostat
nehybna

2) Spojenie manipuldtora optického vldkna s kolimétorom laserového zvizku

3) Nastavenie osi kolimatora laserového zvézku tak, aby bola rovnobeznd s osou
optickej lavice - odrazeny zvizok justdzného laseru od rovinného zrkadla pri-
pevneného na krycej doske (13) musi vytvorit stopu v rovnakom mieste odkial
z laseru vysiel

4) Vystredenie polohy optického vldkna otdcanim nastavovacich skrutiek (10) - pri
pohybe tienidla pripevneného na stojane, ktory sa moze pohybovat v ose optic-
kej lavice musi stred stopy laseru ostat nehybné

5) Kolimovanie laserového zvézku otdcanim ustanovacej matice (2) - pri pohybe
tienidla pripevneného na stojane, ktory sa moze pohybovat v osi optickej lavice
musi ostat velkost stopy laseru rovnaka

6) Pripojenie drziaku GO zrkadiel

7) Nastavenie osi otvoru v prechodovej doske (32), ktord slizi na pripojenie ex-
pandéru, tak, aby bola rovnobezna s osou optickej lavice - odrazeny zvézok
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4.6. POSTUP JUSTAZE LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM?2

9)
10)
11)

justdzného laseru od rovinného zrkadla pripevneného na vodiacej doske (19)
musi vytvorit stopu v rovnakom mieste odkial z laseru vysiel

Nastavenie tzv. nulovej polohy natotenim GO zrkadiel'* - hrubé justovanie
ruénym natac¢anim mechaniky GO zrkadiel vo vodiacom kameni (21, 23), jemné
justovanie softvérovym naklapanim GO zrkadiel; stopa laseru vytvorena na tie-
nidle, ktoré je pripevnené na prechodovej doske (32), sa musi prekryvat so stre-
dom otvoru vyznac¢enom na tienidle a zaroven pri pohybe tienidla pripevneného
na stojane, ktory sa moze pohybovat v osi optickej, lavice musi stopa laseru
ostat nehybnd

Aretacia polohy GO zrkadiel - dotiahnutim pritlacnych lamiel (20, 22, 25, 27)
Pripojenie expandéru laserového zvazku

Kolimdcia laserového zvizku otdcanim expandérovej matice (44)- pri pohybe
tienidla pripevneného na stojane, ktory sa moze pohybovat v osi optickej lavice,
musi ostat velkost stopy laseru rovnaka

IT) Justdz na optickom stole:

1)

Nastavenie justdzného He-Ne laseru tak, aby laserovy zvézok bol kolmy k osi
CCHM2 - pri pohybe tienidla pripevneného na stojane, ktory sa moze pohybovat
kolmo k osi CCHM2 musi stopa justdzného laseru ostat nehybnd

Nastavenie osi expandéra laserového zvizku tak, aby bola kolma k osi CCHM?2
- odrazeny zvizok justdzného laseru od rovinného zrkadla pripevneného na vo-
diacej doske (19) musi vytvorit stopu v rovnakom mieste odkial z laseru vysiel

Nastavenie polohy dichroického zrkadla DM; - laserovy zvézok optickej pinzety
a justazného laseru CCHM2Y musia dopadat do stredu dichroického zrkadla
DM;, do stredu mikroskopového objektivu'® a justdzny laser CCHM2 musi do-
padat do stredu $osovky Ls!'”

Presna kolimacia laserového zvazku optickej pinzety otacanim expandérovej ma-
tice (44) - stopa laseru sa musi ostro zobrazovat v rovine pozorovania

Nastavenie konjugovanej vzdialenosti otacanim konjugac¢nej matice - pri po-
hybe GO zrkadlami musi stopa laseru ostat nehybnd na tienidle pripevnenom
na drziaku mikroskopového objektivu.

14Nulové poloha odpoveda uhlu natoéenia GO zrkadiel pri ktorom odrazeny laserovy zvézok mieri do
stredu Sosovky Ls a zdroven je rovnobezny s osou expandéra.

15 Justazny laser CCHM?2 je zavedeny namiesto zdroja svetla.

16Stopa laseru je sledovand na tienidle pripevnenom na drziaku mikroskopového objektivu.

17Stopa justdzného laseru CCHM2 je sledovand na tienidle pripevnenom na prirube.
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Kapitola 5

Experimenty

Laserova pinzeta pripojena k laboratérnej verzii CCHM2 je zobrazena na obrazku 5.1.
Usporiadanie sa zhoduje so schémou na obrazku 2.1 v ¢asti 2.2 so zmenami uvedenymi
v casti 4.6.

Obr. 5.1: Laserova pinzeta pripojena k laboratérnej verzii CCHM2. D, - detektor,
AL - justovaci laser, CC - riadiaca karta, CS - pridovy zdroj, LD - laserova diéda, AL
CCHM?2 - justovaci laser pre CCHM2, DM - dichroické zrkadla, OTM - modul laserovej

pinzety.
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5.1. RYCHLOST POHYBU GO ZRKADIEL
5.1. Rychlost pohybu GO zrkadiel

Kvoli testovaniu rychlosti pohybu GO zrkadiel bolo v experimentalnej zostave ako vzorka
pouzité zrkadlo PF10-03-G01 od spolo¢nosti THORLABS GmbH. Stopa laserového zvizku
vzniknutd na zrkadle bola objektivom (CFI Plan 10x, NA =0,25, W.D.=10,5mm) zo-
brazend na kameru Dy (MR285MC BH, 1,45M, 9,0 X 6,7mm, CCD B/W, IEEE1394A)
od spoloc¢nosti Ximea GmbH). GO zrkadlo bolo ovlddané skokovym napéatim +1V, ¢comu
odpoveda uhol naklon +4°; s najvyssou opakovacou frekvenciou, ktoru softvér a ovladacia
karta povoluji. Na kamere D, bola sledované poloha stopy laseru a meneny expoziény
¢as. Pri expozicidch nad 5ms boli viditelné na obrazovke dve stopy (obrazok 5.2), z ¢oho
vyplyva, Ze laserova stopa sa stihla premiestnit medzi poziciami. Pri expoziénych ¢asoch
5ms a menej bola na obrazovke zretelnd len jedna stopa (obrdzok 5.3). Na obrdzku 5.2
nie je badatelna stopa medzi prepinanymi polohami, z ¢oho je zrejmé, Ze cas potrebny
na presun medzi polohami je vyrazne mensi ako cas, ktory laserova stopa zotrva v urcenej
polohe.

7Z experimentu je mozné ur¢it maximalnu skenovaciu rychlost GO zrkadiel na 200 pps
pri ndklone GO zrkadla 4-4°. TaktieZ je mozné usidit, Ze aj pri takto velkych vychylkdch
laserového zviizku je rychlost pohybu GO zrkadiel postacujiica na vytvorenie ¢asovo zdie-
lanych optickych pasci a nie je nutné vypinat laser pri presune medzi jednotlivymi polo-
hami.

Obr. 5.2: Obraz stopy laseru pri expozi- Obr. 5.3: Obraz stopy laseru pri expozi-
¢nom case viac ako Hms. ¢nom Case bms a mene;j.
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5. EXPERIMENTY
5.2. Sledovanie silovych tuc¢inkov laserovej pasce

Pocas justdze sa nepodarilo nastavit polohu optickej pasce do roviny pozorovania, jej po-
loha sa nachddzala pod ohniskovou rovinou objektivu'. Na overenie funkénosti opticke;
pasce bol pouzity laser Lumics LU1064M250? (vInova dizka 1064 nm, maximélny vykon
v kontinudlnom méde 250 mW). Ako testovacie objekty boli pouzité polystyrénové gulocky
s priemerom 2 pm umiestnené vo vode. Na sérif snimkou, ktoré st usporiadané zlava do-
prava, zhora dole, na obrazku 5.4 je vidiet silové ucinky laserovej pasce. Vplyvom gra-
vitdcie sa pri pozorovani polystyrénové gulocky pohybovali smerom nadol. Gulicky, ktoré
sa dostali do blizkosti optickej pasce boli posunuté do osi laserového zvézku a vplyvom
radiacného tlaku posunuté pod ohniskovi rovinu objektivu do optickej pasce, v ktorej ne-
zostali zachytené, ale pohybovali sa v smere nadol. Pravdepodobnou pri¢inou nezachytenia
castice v optickej pasci bol nedostatoény vykon laseru, ktory sposobila nizka odrazivost
GO zrkadiel a straty vzniknuté na dichroickom zrkadle DM;. Vykon laserového zvizku
v optickej pasci je mozné odhadnif na zdklade odrazivosti GO zrkadiel, ktord je pola
merania uvedeného v casti 4.3 pre vinovu dizku 1064 nm 49%, a odrazivosti dichroidkého
zrkadla DM; na 12% z pociatocného vykonu. To znamend, ze pri maximalnom vykone
pouzitej laserovej diddy vykon laserového zvézku v mieste optickej pasce je 30 mW.

LCFI Plan Apo VC 60x Oil.(NA=1,40, W.D.=0.13mm) od spolo¢nosti Nikon Instruments Inc.
2Zapozical Ing. Mojmir Sery, Ph.D. z Ustavu piistrojové techniky AV CR.
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5.2. SLEDOVANIE SILOVYCH UCINKOV LASEROVE.J PASCE

Obr. 5.4: Sekvencia snimkou zobrazujica silové tcinky optickej pasce.
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Kapitola 6

Zaver

Cielom diplomovej prace bol navrh, realizdcia a otestovanie optickej pinzety pre CCHM2
tak, aby optickd pinzeta tvorila samostatny modul k CCHM2. Navrhnuté rieSenie vyuziva
galvano-optické zrkadla na polohovanie optickej pasce v rovine mikroskopového objektivu.
Opticka pinzeta je zavedend do CCHM2 dichroickym zrkadlom umiestnenym v priestore
medzi tubusovou SoSovkou a mikroskopovym objektivom. Variabilné nastavenie vzdia-
lenosti medzi montaznou prirubou modulu optickej pinzety a zadnou apertirou mikro-
skopového objektivu umozni vradenie d'alsich pridavnych modulov, ako napr. optického
skalpelu.

Sucastou diplomovej prace je popis usporiadania CCHM2, teoreticky popis fungovania
optickej pasce spolu s vypoctom sil v nej posobiacich, sposoby merania tuhosti opticke;j
pasce a princip vytvorenia ¢asovo zdielanych optickych pasci.

Navrhovany modul optickej pinzety bol podrobne popisany, prepoc¢itany a boli uve-
dené nutné podmienky pre zostavenie. Praca obsahuje opticki schému usporiadania jed-
notlivych prvkov spolu s ich ndzvami. Navrh bol teoreticky nasimulovany v programe
ZEMAX, verzia 2005 a bola spravend jeho optimalizicia s cielom dosiahnutia minimdlnej
velkosti stopy laserového zvizku v ohniskovej rovine mikroskopového objektivu. Geomet-
rické optické vady boli vykompenzované do takej miery, ze hlavnou aberaciou v systéme
je difrakcia. Bolo spravené experimentdlne meranie odrazivosti GO zrkadiel.

Bol vytvoreny 3D model mechanického riesenia modulu laserovej pinzety v programe
SolidWorks 2006, ktory zaistoval moznost presného nastavenia vzdialenosti medzi jednot-
livymi prvkami systému. Sucastou prace bolo taktiez vypracovanie vyrobnej vykresove;
dokumentéacie optickej pinzety. Vykresova dokumentéacia je uvedena v prilohe.

V praci bol navrhnuty, postaveny a otestovany prudovy zdroj napajania laserovej
pinzety, ktory umoznuje kontrolovanie vystupného vykonu laserovej diédy. Priudovy zdroj
je mozné ovlddat, rovnako ako uhol natocenia GO, riadiacou kartou pripojenou k PC.

Podrobne bol popisany sposob nastavenie jednotlivych elementov modulu laserove;j
pinzety, zavadzacieho dichroichého zrkadla DM; a dichroického zrkadla DM, odklanaju-
ceho obraz na detektor D,.

Experimentélne bola overend rychlost pohybu GO zrkadiel, z ktorej vyplynulo, Ze uspo-
riadanie je teoreticky schopné vytvéarat casovo zdielané optické pasce a pri presune medzi
jednotlivymi polohami nie je nutné vypinat laserovi diédu.
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Bol uskutoéneny experiment na zachytenie polystyrénovych gulocok umiestnenych
vo vode, ktoré sa vplyvom gravitacie pohybovali. Pri experimente sa poloha optickej pasce
nachédzala pod rovinou pozorovania. Pri experimente boli viditelné silové tcinky optickej
pasce - pohyb gulocok z roviny pozorovania do roviny optickej pasce, aj ked sa nepodarilo
ziaden z testovanych objektov zachytit. Pravdepodobnou pric¢inou nezachytenia objektov
je nizka tuhost optickej pasce sposobend nizkym vykonom laseru v optickej pasci. Tento
nedostatok je mozné odstranit zvysenim odrazivost GO zrkadiel, idedlne na hodnotu
blizku 100% a zakupenim laseru s vys$sim maximalnym vykonom.

Do budiicna je cielom odstrdnenie nedostatkov ndvrhu, ktorymi s nizka odrazivost
GO zrkadiel a zl4 nastavitelnost optickej pasce do roviny pozorovania. Po odstraneni
nedostatkov bude mozné experimentalne otestovat zachytenie polystyrénovych gulocok,
zmerat tuhost optickej pasce, vytvaranie ¢asovo zdielanych optickych pasci, zachytévanie
zivych buniek a baktérii.
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