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ABSTRAKT

Tato prace se vénuje problematice svételné mikroskopie, konkrétné mikroskopickym me-
todam, které se pouzivaji pii hodnoceni povrchii riznych materiali. Nejprve pojednava o
optickych zakladech svételné mikroskopie a vysvétluje nekteré pojmy z optiky (viditelné
svétlo, polarizace, odraz, lom a rozklad svétla, interference, difrakce atd.). Ve druhé casti
se zabyva jiz samotnym svételnym mikroskopem, jeho omezenimi, riiznymi mikroskopic-
kymi metodami pouzivanymi k hodnoceni topografie povrchti a moznou budoucnosti své-
telné¢ mikroskopie. V posledni, praktické Casti se snazi srovnat dostupné mikroskopické

metody na vzorku barevné tkaniny.

Kli¢ova slova: svételnd mikroskopie, mikroskopické metody, hloubka ostrosti, index lomu,

metamaterial

ABSTRACT

The Bachelor thesis focuses on light microscopy, namely microscopic methods, which are
used for the evaluation of surfaces of various materials. At the beginning, basic principles
of light microscopy and optics (visible light, polarization, reflection, refraction, dispersion,
interference and diffraction of light) are discussed and explained. The second part deals
with light microscope, its limitation, various microscopic methods used for surface topo-
graphy evaluation and future trends in light microscopy. Experimental part demonstrates

the variability in imagination of identical surface by different light microscopes used.

Keywords: light microscopy, microscopic methods, refractive index, depth acuteness, me-

tamaterial
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UvVOD

Svételny mikroskop je soucasti naseho svéta jiz n€kolik stoleti. Za tu dobu proSel mnoha
zménami a mikroskopy ze 17. stoleti se S témi dneSnimi nemtiizou srovnavat, at’ uz po
strance funkéni nebo vzhledové. Mikroskop pfispé€l lidstvu mnoha objevy; dokazal, ze zivé
organismy jsou slozené z bun€k, diky mikroskopu byla objevena spousta bakterii, které
zpusobuji nemoci, a nasledn¢ 1éki. Avsak to, ze lidé mohli pozorovat tak malé struktury
jako bunky, nestacilo, chtéli vidét vic. Z ceho jsou buiky slozené? Z ¢eho je vlastné sloze-
na hmota? Ackoliv existovala spousta jiz dokazanych teorii o slozeni hmoty, n¢kteii védci
odmitali uvéfit jakékoliv z nich, protoze atomy nevidéli na vlastni o&i. Cim vice detailtt
¢loveék pozoroval, tim vice si v§imal omezeni svételného mikroskopu. Svételnd mikrosko-
pie prestavala staCit a bylo nutné sestrojit mikroskop na jiném principu. Nicméné
Vv poslednich letech zaziva svételna mikroskopie opét rozmach. Lidé jsou posedli ptekona-
vanim hranic, takze byla jen otazka Casu a dostupné technologie nez pokofi i limity svétel-
ného mikroskopu.

V této praci si v prvni kapitole nastinime problémy, které jsou spojeny s viditelnym svét-
lem. Jak se vlastné svétlo §ifi prostorem. Zda-li je vina nebo ¢astice. Jestli je mozné svétlo
néjakym zpisobem usmérnit. Pro¢ neni mozné pozorovat velmi malé predméty. Ukazeme
si zéklady geometrické optiky 1 optiky, na kterou geometrie uz nestaci. Ve druhé kapitole
se pomalu dostaneme K hlavnimu tématu této prace. PopiSeme si z jakych ¢asti je jednodu-
chy svételny mikroskop slozeny a jak vlastn€ pracuje. Jak vznika obraz, ktery pozorujeme.
PopiSeme si limity svételného mikroskopu. Podrobnégji se sezndmime s metodami svételné
mikroskopie vyuzivanymi ke zkoumani povrchii riznych materiald. A nahlédneme také do
budoucnosti. Ve tfeti kapitole si na vzorku tkaniny ukdZeme, jaky je rozdil mezi nékterymi

popsanymi metodami a kdy je dobré tu kterou z nich pouzit.
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1 OPTICKE ZAKLADY MIKROSKOPIE

Pro pozorovani predméti pod mikroskopem je tfeba znat zaklady optiky. V této kapitole se
budeme vénovat tomu, jak je mozné, Ze vibec vidime obraz pozorovaného predmétu. Proc¢
je tento obraz zvétSeny. Pro¢ nevidime predméty, které jsou fadové v desitkach nanometri.

Co je to vlastné svétlo a jak se §ifi prostfedim.

1.1 Viditelné svétlo

Viditelné svétlo je soucasti elektromagnetického zareni, které je nase oko schopné pozoro-
vat [1]. Lezi v intervalu vinovych délek asi 400 nm az 750 nm, mezi ultrafialovou a infra-
cervenou oblasti (Obrazek 1). Tyto oblasti vSak nejsou pitesné definovany, protoze jsme
schopni vnimat i vinové délky lezici za hranicemi intervalu, pokud je intenzita svétla dost
vysoka. Lidské oko nejcitlivéji reaguje na vinovou délku asi 555 nm, ta odpovida zeleno-
Zluté barveé (Obrazek 2) [2]. Svétlo ma jak vinovy, tak korpuskularni charakter, tzn. Ze ho
muzeme chapat jako postupné pii¢né vinéni [1] i jako proud ¢astic — fotont.

< Increasing Frequency (v)

|(|)“ 10% 10% 10" 10'® 10" 10" |(I)“’ 10* 10° 10* 10° 10" v (Hz)
] 1 I 1 [} 1 ) 1 [}

UV|

I ] | I ol I 1 | I 1
i G g% g g0 o 10 107 10° 10° 10* 10° 10° 2 (m)
Vo

IR

Microwave |FM ‘

Radio waves

y rays X rays AM Long radio waves

e S Increasing Wavelength (o) —

Visible spectrum

| O P ) G 50 ] A |
400 500 600 700

Increasing Wavelength () in nm —

Obrazek 1: Elektromagnetické spektrum [3]
Svétlo miizeme charakterizovat nékolika veli¢inami:

Rychlost svétla ve vakuu — ¢ = 299 792 458 m.s™.

— Frekvence —f, pocet kmitt za jednotku ¢asu, jednotkou je Hz (hertz).

— Vlnova délka — 4, vzdalenost dvou nejblizsich bodl kmitajicich ve fazi, jednotkou

je m (metr).

— Amplituda — A, maximalni hodnota vychyleni, zavisi na ni intenzita svétla.
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— Faze — ¢, zavisi na ni ¢asovy prubéh viny [4].

100
80
\
60
40
20
0

400 450 500 550 600 650 700
vlnova délka (nm)

relativni citlivost

Obrazek 2: Relativni citlivost lidského
oka k riznym vlnovym délkam viditel-

ného svétla [2]

Mezi rychlosti svétla, vinovou délkou a frekvenci plati vztah:

c

= (1)

Z toho vyplyva, Ze frekvence viditelného svétla se nachazi v intervalu asi 4,0.10"* Hz pro
ervené svétlo az 7,5.10* Hz pro svétlo fialové. Obecné pro elektromagnetické zateni pla-
ti: ¢im kratsi vinova délka, tim vétsi frekvence, a podle vztahu (2), i vEtsi energie takového

zafreni.
E=h-f 2)
Kde: h...Planckova konstanta, h = 6,65 . 1034 J.s

Elektromagnetické zafeni je tvofeno elektrickym polem (E) a magnetickym polem (B), pro
n¢z plati, ze E i B jsou kolmé na smér Sifeni vinéni a E je vZzdy kolmé na B. Pokud je vina
harmonicka, E i B kmitaji ve fazi a se stejnou frekvenci. Tyto dvé slozky zafeni nemohou

existovat nezavisle na sobé [2].

E
L

Obrazek 3: Elektromagneticka vina [3]
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Elektromagneticka vlna se §ifi ve sméru osy X rychlosti v (v = c), elektrické pole (E) kmita
rovnobé&zné s 0SoU zZ a magnetické pole (B) s osou y (Obrazek 3). Pak plati, Ze ob¢ (elek-

trické i magnetické) pole mizou byt zapsany jako sinusova funkce polohy (X) a asu (t):
E = E_ sin (kx — wt) (3)

B = B, sin (kx — wt) (4)

Kde: Em, Bm...amplitudy poli
®...uhlova frekvence, o = 2zf

k...vInové ¢islo [2]

1.2 Polarizace svétla

Ve vétsing pripadi jsou svételné viny pficné, to znamena, ze elektrické pole E kmita kol-
mo na smeér Siteni viny [1]. Nepolarizované svételné paprsky kmitaji ve vSech smérech
kolmych na smér $ifeni elektromagnetické viny (Obrazek 4a) [5]. Elektrické pole tak na-
hodile méni smér. Obvykle se setkdvame se svétlem nepolarizovanym (Slunce, Zarovka)
[6]. Nepolarizované svétlo mizeme zjednodusit tak, ze ho rozlozime do osy y a osy z (Ob-

razek 4b).

Obrazek 4: Nepolarizované svétlo z ¢elniho pohledu (a),

jiny zptisob zobrazeni nepolarizovaného svétla (b) [2]

Nepolarizované svétlo je mozné polarizovat, kdyz jej nechame projit vhodnou prekazkou.
Takovou prekdzkou mize byt vhodny krystal nebo polarizaéni desticka. Polariza¢ni
desticky neboli polariza¢ni filtry mohou byt vyrobeny z dlouhych makromolekul. Mak-
romolekuly se rovnobé&zné€ naorientuji a vznikne tak pozadovana struktura. Elektricka sloz-
ka nepolarizovaného svétla, jez je rovnobézna s naorientovanymi molekulami, projde skrz

filtr, kolma slozka je pohlcena a zanikne (Obrazek 5).
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> ————

dopadajici svételny paprsek

E nepolarizované svétlo
y ® NE— . x
- ’polarlzacm desticka
E s sgh b ; .
\L vertikalné polarizované svétlo
a b

Obrazek 5: Celni pohled na polarizované svétlo (a), polarizace svétla (b) [2]

Intenzita svétla proslého (1) polarizacni destickou je poloviéni oproti nepolarizovanému

svétlu (lo):

1==1, ©

Pokud projde jiz polarizované svétlo dalsim polarizacnim filtrem, a tento filtr je stejn€ na-
toceny (0° nebo 180°), intenzita proslého svétla se nezméni. Je-1i druhy filtr nato¢en kolmo
K prvnimu (90°), intenzita je rovna nule, neprojde zadné svétlo (Obrazek 6). Podle vztahu
(6) mizeme urcit intenzitu jak v meznich, jiz popsanych piipadech, tak i pro ostatni thly

pootoceni (6).

I =1I,cos%8 (6)

Obrazek 6: Polarizacni bryle (polarizaéni

filtry) natoceny o 90° [2]
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Polarizace je ovlivnéna rozptylem na atomech nebo molekulach. Odrazené svétlo je pak

vysilano mnoha sméry [2]. Toho se vyuziva v polariza¢ni mikroskopii [5], viz dale.

1.3 Odraz a lom svétla

Budeme uvazovat monochromatické® zafeni. Svételné paprsky se v homogennim prostiedi
Sifi pfimocare [S]. Pokud dopadne paprsek viditelného svétla na rozhrani dvou optickych
prostiedi, mohou nastat dva fyzikalni jevy. Svétlo se ¢aste¢né odrazi a zlstava ve stejném
prostiedi. Svétlo pronikne do druhého prostiedi a ldme se [7]. Sméry dopadajici, odrazené
a lomené svételné viny ur¢ime pomoci thlu dopadu («), thlu lomu () a uhlu odrazu (a°).

Tyto Ghly se méfi od kolmice k rozhrani dvou prostiedi (n;, ny) (Obrazek 7) [1].

kolmice

odrazeny paprsek

dopadajici paprsek

Obrazek 7: Lom a odraz svétla na rozhrani dvou

prostiedi

1.3.1 Index lomu

Index lomu (n) je bezrozmérna veli¢ina, ktera popisuje prostiedi, v némz dochazi k lomu

svétla. Plati zde vztah:

(7)

=5

! Svétlo tvorené jednou vinovou délkou.
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Kde: n...index lomu prostiedi
c...rychlost svétla ve vakuu
V...rychlost svétla v daném prostiedi

Tabulka 1: Nékteré indexy lomu pro vinovou délku 589 nm [2]

Prostiedi Index lomu
vakuum 1

vzduch 1,0003
voda 1,33
ethylalkohol 1,39

sklo 1,52
diamant 2,42

Svétlo, které prochéazi do jin¢ho prostiedi ma stale stejnou frekvenci i vinovou délku. Méni

se jen rychlost Sifeni této viny, jak vyplyva ze vztaht (1) a (7).

1.3.2 Lom svétla

JestliZze neni smér dopadajiciho paprsku kolmy na prostiedi, dochazi ke zméné sméru Siteni

paprsku, k lomu. Pro piechod svétla z jednoho prostiedi do druhého plati dva zakony:
1) Paprsek dopadajici a paprsek lomeny lezi ve stejné roving.
2) Snelliiv zkon

n,sinf = n,sinae (8)

Ze Snellova zakona vyplyvaji tii situace. Pokud dvé prostfedi maji stejny index lomu
(n1 = ny) [2], napt. cedrovy olej a sklo [5], pak i thel dopadu a lomu jsou shodné (a = p),
k lomu nedochazi (Obrazek 8a). Jestlize n, prostiedi je vEtsi nez ny (N1 < Nny), paprsek se Sifi
z opticky fidsiho prostfedi do opticky husts$iho, thel lomu £ je mensi nez thel dopadu «
(o > p) a nastava lom ke kolmici (Obrazek 8b), napt. pii pruchodu svételného paprsku ze
vzduchu do vody (tabulka 1). Tteti pfipad nastava, kdyz paprsek prochazi z opticky hustsi-
ho prostiedi do opticky fidsiho, n, je mensi nez n; (N1 > n), pak uhel lomu S je vétsi nez
uhel dopadu a (a < f) a nastava lom od kolmice (Obrazek 8c), napf. pii pruchodu svételné-

ho paprsku ze skla do vzduchu (tabulka 1) [2].
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ny >ng

Obrazek 8: Lom svétla v riznych prostiedich [2]

1.3.3 Odraz svétla

Kdyz roste thel dopadu, roste i uhel lomu. Pokud paprsek dopadd pod takovym uhlem
(meznim thlem ap), Ze lomeny paprsek se od kolmice odkloni o = 90°, hovofime o ma-
ximalnim uhlu dopadu (Obrazek 9, paprsek e), pii kterém jesté dochazi k lomu. Pti vétsim
uhlu dopadu nez je mezni thel, dochazi k totalnimu odrazu (Obrazek 9, paprsek f a g).
Zadné svétlo tedy neprojde do druhého prostiedi, paprsek se odrazi [2]. Odraz svétla se Fidi

také dvéma zakony:
1) Paprsek dopadajici a paprsek odrazeny lezi ve stejné roving.
2) Uhel dopadu a tihel odrazu jsou shodné [5].

a=a (9)

mezni piipad

1 f

Obrazek 9: Riizné ptipady lomu a odrazi svét-

la v prostiedi sklo-vzduch [2]
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1.3.4 Rozklad svétla

Pfi $ifeni svétla v latce mize dochazet k jeho rozptylu (disperzi) [1]. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 2.1, viditelné svétlo je slozeno z riznych vinovych délek. Index lomu zavisi na
vlnové délce. Kazda vinova délka se tedy musi lamat pod jinym thlem, protoze index lomu

pro kazdou vinovou délku je jiny.

Index lomu prostiedi je pro kratsi (fialova barva) vinové délky vétsi nez pro delsi (Cervena
barva) vinové délky [2]. Bilé svétlo je sloZeno ze vSech vinovych délek viditelného spektra
se stejnou intenzitou, proto je lom bilého svétla provazen rozkladem na jednotlivé slozky
[7].

KdyZ dopada svazek bilého svétla z opticky tidSiho prostiedi (vzduch) na opticky hustsi
prosttedi (sklo), nejvice se lame fialové svétlo a nejméné se odklani Cervené svétlo
(Br > pv), uhel lomu Cerveného svétla (fy) je vEtsi nez thel lomu fialového svétla (f,) (Ob-
razek 10b). Bude-li svazek bilého svétla prochazet rozhranim sklo-vzduch, opét se nejvice
odkloni od piivodniho sméru fialovy svételny paprsek, nyni vSak pro thly lomu plati opac-

na nerovnost (fr < f,) (Obrazek 10a) [2].

1
dopadajici [ odraZené dopadajici : odrazené
bilé svétlo ! bilé svétlo bilé svétlo i bilé svétlo
: i
Ry Lol
oo oo
sklo ny vzduchn,
vzduch n, <y 2

SRR e

Obrazek 11: Rozklad svétla na
trojbokém hranolu [8]
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Barevny rozklad svétla neboli chromatickd disperze je pficinou chromatické vady cocky

(viz dale) nebo také zapfticinuje duhu.

1.4 Interference svétla

Interference svétla je jev, pii némz slozenim dvou nebo vice svételnych paprskit dochazi ke
zméné intenzity vysledného vinéni. Interferenci svétla tedy rozumime skladani svétla [1].
Podle toho, jestli se sejdou paprsky (uvazujeme monochromatické a koherentni? vin&ni) se
stejnou nebo opacnou fazi, mizeme interferenci oznacit bud’ za konstruktivni, nebo za de-
struktivni [2]. Setkaji-li se vIinéni ve stejné fazi, vysledna amplituda viny je dvojnasobna,
protoze se vlny scitaji (Obrazek 12a), a ztoho vyplyva, ze i intenzita bude vyssi.
Ve druhém ptipadé, kdyz se sejdou paprsky s opacnou fazi, viny se vzajemné vyrusi (Ob-

razek 12b) [7].

ANVANYANYANYA ANA x\ A

L ] 7 ) ,.'" ."._ ¥ 1Y _)" W J
e ;'af“’ a \V;\“ A LX >< > A A
\VARVARVAR VARV VARV \WARV/

a b

Obrazek 12: Konstruktivni (a) a destruktivni (b) in-

terference [9]

1.4.1 Interference na tenké vrstvé

Vziajemnym sklddanim vin se zesiluji nebo zeslabuji urcité barvy ve spektru dopadajiciho
svétla. Takovym piikladem zesilovani a zeslabovani nékterych barev je mydlova bublina.
Zde dochazi K interferenci na tenké vrstve, kdy se dopadajici paprsek ¢astecné lame a cas-
tecn€ odrazi od vnéjsi i vnitini plochy vrstvy (Obrazek 13). Mezi odrazenymi vinami vzni-
ka drahovy rozdil (D) [2]. To, jakou barvu neboli vinovou délku (1) vnimame, zavisi na

tloust’ce vrstvy (S), kterd musi mit velikost srovnatelnou s vinovou délkou viditelného svét-

2 Koherentni vinéni je takové, které s ¢asem neméni fazovy rozdil.
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la. Mezi témito veli¢inami plati pro tento konkrétni ptipad (konstruktivni interference, pro-

stfedi vzduch-voda-vzduch) vztahy:
D =2ns —— (10)
D =mil (11)

Kde: n...index lomu prostiedi vrstvy

m...libovolné celé ¢islo (musi byt stanovena dalsi podminka)

n vzduch

nvoda

n vzduch

Obrazek 13: Interference na tenké vrstvé [10]

Tento ptiklad se tykal konstruktivni interference. Destruktivni interference se také vyuziva.
Ptikladem mutizou byt antireflexni vrstvy napt. ve slozitych optickych soustavach, kvili
vysoké odrazivosti (4 % na kazdé cocce) [2]. Interference se vyuziva také v nékterych po-

zorovacich technikach ve svételné mikroskopii (fazovy kontrast) [6].

1.4.2 Youngiiv experiment

Skladani svétla je pfimym dusledkem vinové povahy svétla, tedy piimym dikazem toho,
ze svételné paprsky jsou skutecné viny, coz na pocatku 19. stoleti experimentalné prokazal
Thomas Young. Pokus vypadal nasledovné (Obrazek 14) [2]; monochromatické svétlo
(laser) ze vzdaleného zdroje osvétli otvor Sy na stinitku X. Svétlo vzniklé difrakci (viz dale)
osvétli otvory S; a Sy na stinitku Y, ty jsou od sebe v malé vzdalenosti [1]. Za stinitkem Y
vznikaji dalsi dvé viny, které spolu interferuji. Dochézi-li ke konstruktivni interferenci,
vznikaji maxima (svétlé pruhy), pokud dochazi k destruktivni interferenci, vznikaji minima

(tmavé pruhy) (Obrazek 15) [2].
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Obrazek 14: Younguv interferenéni pokus [11]

Obrazek 15: Interfe-

ren¢ni prouzky [11]

1.5 Difrakce svétla

Kdyz se svétlo nesiti ptimocare, ale zahyba za piekazkami, muzeme mluvit o difrakci ne-
boli ohybu svétla [1]. Prochazi-li laserovy svazek (monochromatické a koherentni svétlo)
malym kruhovym otvorem, vytvaii na stinitku difrak¢éni obrazce (Obrazek 16). Uprostied
muzeme vidét centralni maximum, kolem kterého jsou méné vyraznd maxima stiidajici se
s minimy. Difrakce tedy souvisi s interferenci a naopak. K difrakci dochazi i na Stérbing,

nebo kdyz svétlo prochazi optickou miiZkou.
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Obrazek 16: Difrak¢éni obrazec

na kruhovém otvoru [12]

Difrakci, stejné jako interferenci, 1ze povazovat za projev vlnové podstaty svétla. Podle
Huygense se svételna vina §ifi tak, Ze kazdy bod vinoplochy je zdrojem sekundéarni vino-
plochy (Huygenstv princip). Podle Fresnela spolu tyto sekundarni vinoplochy interferuji

(Huygens-Fresneltv princip) [1].

K difrakci na $térbin€ dochazi jen tehdy, pokud ma otvor srovnatelnou $itku (1) s vinovou

délkou svétla (Obrazek 17).

dopadajici vina vznikla /
vina difrakci
— \ HHHI "‘\\‘\'\\\
A 11 L ‘H",‘. H \\\UH
1 | > 1 \ Lf~> 1]
; [ i ],‘ I [] T I
" N L » r',/)r“;
6.02) T~ (3.02) T~ 1 s /1
\ \
stinitko
a b ¢

Obrazek 17: Difrakce na $térbing; piilis velky otvor (a), srovnatelné velké otvory (b, c) [2]

K difrakci mize dojit, i kdyz svétlo miji okraj predmétu [2], okraj pfedmétu se pak jevi
neostie [6]. Difrakce proto Uizce souvisi s rozliSenim svételnych ptistroji. Na okraji kruho-
vé Cocky, kterou prochazi svétlo ze vzdaleného zdroje, dochazi k difrakci. Obrazem neni
bod, ale kruhovy disk obklopeny n¢kolika maximy a minimy (Obrazek 18) velmi podobny
Obrazku 16. Otvor tentokrat neni tvofen tizkou §térbinou nebo malym otvorem, jde o Kru-

hovy otvor o uréitém pruméru [2].
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Nyni si predstavme, ze predmét, na kterém dochazi k difrakci, je mensi nez vinova délka
pouzitého svétla. Pak se svétlo ohyba pies okraje a piedmét neni mozné vidét. Nebo Si
predstavme, ze téchto difrak¢nich obrazi mame vice vedle sebe. Nékteré jsou tak blizko,
7e uz je od sebe nelze rozeznat, protoze hlavni maxima jednoho obrazce se piekryvaji

s druhym a jejich intenzity splyvaji. Hovofime o rozliSeni. Tomu se budeme vénovat poz-

déji.
Obrazek 18: Obraz vzdalené-
ho bodového objektu (hvézdy)
vytvofen¢ho na fotografickém
filmu [2]

1.6 Colky

Cocka je opticky izotropni3, prahledné prostiedi [7]. Je to zobrazovaci prvek, ktery je tvo-
fen kombinaci dvou lamavych kulovych ploch. Nejcastéji jsou ¢ocky vyrobené ze skla [1]
a od okoli se lisi jinym indexem lomu [5]. Svétlo z prostiedi se lame do ¢ocky, prochazi

cockou a lame se do prostiedi. Smér svétla se zméni pti kazdém lomu (Obrazek 19) [2].

¥ Vlastnost materilu, kterou se oznatuje nezavislost na sméru, rychlost svétla v takovém prostfedi nezavisi

na smeéru.
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Obrazek 19: Lom svétla rozptylkou (a) a spojkou
(b) [2]

1.6.1 Zakladni typy ¢ocek

Cocky rozdélujeme na spojky a rozptylky, podle toho, jestli svételné paprsky, které na né
z jedné strany rovnob&zné dopadaji, spojuji nebo rozptyluji (Obrazek 20) [5]. Paprsky pii-
chézejici z nekonecné vzdaleného zdroje, které prochazi napt. spojnou ¢ockou, se sbihaji v
ohniskové roving, v ohnisku [7]. Kazda ¢ocka ma predmétové (F) a obrazové ohnisko (F)
[6]. Ohniska lezi v predmétové (f) a obrazové (f*) ohniskové vzdalenosti. Zde plati zna-
ménkova konvence, spojky maji ohniskovou vzdalenost kladnou, rozptylky zapornou. Mo-

hutnost ¢o¢ky (P) je definovana jako pievracena hodnota ohniskové vzdalenosti. [7]

™ Centralni optickd osa

rovina

y
y

L S
¥
#
Mh
A

Obrazek 20: Paprsky prochazejici spojkou (a) a rozptylkou (b) [2]

1.6.2 Zobrazovani ¢o¢kou

Budeme ptedpokladat tenkou spojnou cocku. Jakykoliv obraz mizeme sestrojit pomoci tii
paprskl. Paprsek rovnobézny s optickou osou se ldme do obrazového ohniska. Druhy papr-
sek prochazi sttedem Cocky a nelame se. Tteti prochazi pfedmétovym ohniskem, lame se a

probiha rovnobézné s optickou osou [5]. Pro pfedmét nachazejici se ve vzdalenosti a (pied
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dvojnasobnou piedmétovou ohniskovou vzdalenosti), lezi vysledny obraz ve vzdalenosti a
a je skuteény, prevraceny a zmenSeny (Obrazek 21a) [7]. Pokud bude pfedmét mezi dvoj-
nasobnou ohniskovou vzdalenosti a ohniskovou vzdalenosti [5], bude obraz skutecny, pie-
vraceny a zvétSeny [2]. Na tomto principu pracuji objektivy mikroskopt. Piedmét, ktery se
bude nachézet pied ohniskovou vzdalenosti spojné ¢ocky, bude neskutecny, pfimy a zvét-
Seny (Obrazek 21b) [5]. Toho zase vyuzivaji lupy a okulary mikroskopt. Pro doplnéni je
na Obrazku 22 zobrazovani rozptylkou. Obraz vznikly pomoci rozptylky je neskutecny,

piimy a zmenseny.

Obrazek 22: Zobrazeni rozptylkou [14]

1.6.3 Vady ¢ocek

Obrazy vytvotené skute¢nou cockou se lisi od teoretické konstrukce, protoze paprsek pro-
chazi prostiedim (napi. vzduch-sklo-vzduch) a rGzné se na rozhrani lame. To zpusobuje
rizné vady. Tyto vady je mozné minimalizovat at’ uz pouzitim rliznych materiali na vyro-
bu ¢oek nebo skladanim Cocek do optickych soustav, coz je pro zobrazovani mikrosko-

pem dilezité, jinak bychom pozadované predméty viilbec nemohli pozorovat [5].
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a)

b)

d)

Vada barevna (chromaticka)

V kapitole 1.3.4 jsme si ukazali rozklad svétla na trojbokém hranolu (Obrazek 11).
Rozklad svétla na ¢occe vypada podobné. Index lomu zavisi na vinové délce, takze
na vlnové délce také zavisi poloha ohniska a ohniskové vzdalenosti [7]. Disledkem

toho vznikaji nejasné a rozostiené obrazy s barevnymi obrysy (Obrazek 23a) [5].
Vada kulova (sféricka)

Protoze je CoCka vice zakfivena u okraji nez ve stfedu, paprsky, které jsou vice
vzdéleny od optické osy, se ldmou vice nez ty, které prochéazeji blize k optické ose
¢ocky. Obraz se pak jevi nejasné a rozostiené (Obrazek 23b) [5]. Tato vada se vSak
muze pro urcité obrazové body minimalizovat sloZzenim spojky a rozptylky, protoze

rozptylka ma opacnou sférickou vadu [7].
Vada astigmaticka

Paprsky, které dopadaji na ¢ocku ze strany, se neprotnou v jednom bod¢. Zobrazi se
jako dvé¢ kratké usecky rtizné vzdalené od sebe (Obrazek 23c) [5]. Nasledkem toho
nemiizeme sledovat sit’ navzajem kolmych ¢ar, protoze svislé a vodorovné ¢ary ne-

ni mozné soucasn¢ zaostfit [7].
Zkresleni

Zkresleni zorného pole zptsobuje, Ze okraje obrazu jsou jinak zvétSeny nez stied.

Tim je zkresleny cely obraz (Obrazek 24d, 24e) [5].

Obrazek 23: Vady cocek; barevna (a), kulova (b), astigma-
tismus (c), zkresleni (d, e) [14, 15]
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2 SVETELNA MIKROSKOPIE

Druha kapitola uz bude vénovana svételné mikroskopii. Zjistime, jak pracuje mikroskop.
Jak malé pfedméty jesté mizeme pozorovat. Co ovliviiuje kvalitu obrazu. Ukazeme si mik-

roskopické techniky, které se pouzivaji k hodnoceni povrchi.

2.1 Historie mikroskopu

Cocky uzivané ke zvétieni (lupy) jsou znamy jiz nékolik tisic let. Jako bryle se ¢ocky zaca-
ly pouzivat pied asi 600 lety [7]. Holandskym brusi¢iim ¢ocek a vyrobctiim bryli Zachariasi
a jeho otci Hansi Janssenovi je pfipisovano sestrojeni prvniho funk¢éniho mikroskopu, kon-
cem 16. stoleti [16]. Italsky badatel a matematik Galileo Galilei tento jednoduchy vynalez
zacatkem 17. stoleti vylepsil [4]. Tyto jednoduché pristroje oproti dneSnim mikroskopiim
neposkytovaly velké zvétSeni a ani kvalita obrazu nebyla nikterak velka [6]. O vyrazné
zlepSeni vlastnosti mikroskopu se v pribéhu 17. stoleti postaral britsky fyzik Robert Hook,
protoze zlepsil zplsob osvétleni vzorkl, vzorky pozoroval v prostiedi o vysSim indexu
lomu a vynalezl irisovou clonu [13]. To vSechno zapficinilo, Ze mohl pozorovat piedméty
az se stonasobnym zvétSenim. Ve stejné dobé holandsky piirodovédec a obchodnik
s textilem Anthony van Leeuwenhoek, ktery byl zvykly pracovat s tkalcovskymi lupami,
aby zhodnotil kvalitu latek [16], pouZzil kulovitou ¢ocku jako objektiv, peclive ji vybrousil
a upevnil do stojanu. Pozorovany pfedmét pokladal na hrot jehly [7]. Jako prvni pozoroval
krevni bunky [4]. Nevyhodou vSak bylo, Ze pouZival jen jednocockovy mikroskop na roz-
dil od Hooka, ktery sestrojil mikroskop slozeny ze dvou ¢ocek (okular a objektiv) [7]. Tuto
konstrukci mikroskopu popsal ve svém dile Micrographia [4], kde také uvedl, ze svétlo je
vinéni [13]. V 18. stoleti se zdokonalovala opticka ¢ast mikroskopu. Z jednoduchych ¢ocek
se skladaly systémy o vice Gockach, pouzivaly se riizné imerze®, byl sestrojen objektiv,
ktery branil chromatické vad¢é (achromaticky objektiv). Na zacatku 19. stoleti se jiz pouzi-
valo polarizované svétlo, zacala komercni vyroba mikroskopt, vyvijela se nové skla pro
mikroskopické ¢ocky, nové imerzni kapaliny [7]. Mikroskop ziskal t¢éméf dnesni podobu.

Svételna mikroskopie ma vSak své limity v podobé rozliSovaci schopnosti (viz dale). Aby

* Mikroskopicka technika, kterou se zvy$uje numericka apertura. Mezi pozorovany piedmét a objektiv je

kapnuta kapalina s vy$$im indexem lomu (voda, glycerol atd.) nez méa vzduch.
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mohly byt pozorovany hodn¢ malé predméty (desitky nanometrii a mén¢, napt. viry), mu-
sel byt sestrojen mikroskop na jiném principu. Ve 20. stoleti byl vyvinut elektronovy mik-

roskop, ktery misto svételného paprsku pouziva svazek elektront [4].

Obrazek 24: Hooktiv mikroskop,
svétlo ze svicky dopada ptes cocku

na pozorovany predmét [13]

2.2 Svételny mikroskop

Mikroskop je opticky pfistroj, kterym je mozné pozorovat velmi malé objekty [1]. Je slo-
zen ze tii zékladnich Casti; osvétlovaci a zobrazovaci soustava a mechanické zatizeni [4].
Viditelné svétlo osvétluje preparat, prochazi jim, je zpracovano zobrazovaci soustavou a
vysledkem je neskuteény obraz, ktery pozorujeme [17]. Osvétlovaci soustavu tvoii svétel-
ny zdroj (dfive zrcatko), kondenzor, rlizné filtry a irisova clona. Kondenzor je tvofen sou-
stavou Cocek, které soustifed’uji svétlo, jez prochazi preparatem, a tihel osvétleni upravuje
tak, aby bylo vyuzito maximalniho aperturniho thlu (viz dale) [4]. Zobrazovaci soustavu
tvoii objektiv a okulér. Jsou to soustavy cocek, které jsou spojeny tubusem. Ten je oddé€lu-
je od prostfedi a zachovava je ve spravné vzdalenosti [5], mlize obsahovat jeste dalsi Cleny
napf. polariza¢ni zatizeni nebo déli¢ paprsku, u sou¢asnych ptistroji byva navic rozdvojen,

aby rozdélil paprsek, ktery pak jde do obou o¢i [17]. Mechanicka ¢ast pak obsahuje stativ,

nosic tubusu, stolek, revolverovou hlavici, makrometricky a mikrometricky sroub [4].
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Obrazek 25: Jednoduchy mikroskop; 1 — zdroj
svétla, 2 — clona, 3 — kondenzor, 4 — stolek, 5 —
objektivy, 6 — tubus, 7 — okular, 8 — makromet-

ricky Sroub, 9 — mikrometricky Sroub [7]

2.2.1 Princip mikroskopu

Na zaklad¢ geometrické optiky miizeme urcit chod svételnych paprskt mikroskopem [17].
Pozorovany predmét (y) umistime pied ohnisko objektivu (Fqp), ten vytvoii skute¢ny, pie-
vraceny a zvétSeny obraz, ktery bude lezet v pfedmétovém ohnisku (Fo) (nebo v kratsi
vzdalenosti, bliZze okuldru) a stane se tak predmétem (y ‘) pro okular. Ten uz ho jen zvétsi

jako lupa a vysledny obraz (y ) bude neskute¢ny, pievraceny a zvétSeny (Obrazek 26, 27)

[1].
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Obrazek 26: Zobrazovani mikroskopem [18]
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Obrazek 27: Princip vzniku ob-

razu na sitnici [16]
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2.2.2 Zvétseni mikroskopu

Celkové zvétseni mikroskopu je dano soucinem zvétSeni okuldru a objektivu. ZvétSeni

okularu (I'ox) je dano vztahem:

L
Foe = 27~ (12)
oK

Kde: L...konvenéni zrakova vzdalenost, L = 25 cm
fok...obrazova ohniskova vzdalenost okularu

Zvétseni objektivu (/op) je dano vztahem:

Fo =5 (13)
Kde: A...opticky interval soustavy dvou ¢ocek (Obrazek 26)
fob...obrazova ohniskova vzdalenost objektivu
A celkové zvétseni (1) je pak [1]:
P=— (14
Flox Flob

2.2.3 Rozlisovaci schopnost mikroskopu

vvvvvv

urcuje, jak vzdalené musi byt dva body od sebe, abychom je jesté dokéazali rozeznat. Pro
pochopeni principu mikroskopu stacila geometricka optika. Pro rozliSovaci schopnost mu-
sime uvazovat o svétle jako o vIng a s tim souvisi jevy jako difrakce a interference [19].
Ptedstavme si, ze mame dva bodové zdroje svétla prochdzejici coCkou (Obrazek 28). Na
Obrazku 28a je od sebe jesté odlisime na Obrazku 28b uz splyvaji v jeden. Je to zptisobeno

tim, ze kdyz je vzdalenost pfili§ mald, obrazy spolu interferuji a intenzita se s¢ita [17].
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a b

Obrazek 28: Interference dvou bodovych zdroju [20]

Mez rozliseni (d) optického mikroskopu definoval pro bodovy zdroj svétla v 19. stoleti

Ernst Abbe takto (Obrazek 29):

d= A 15

= VA (15)
Pro plosny zdroj svétla tento vztah jesté upravil:

d = A 16

~ 2-NA (16)

Kde: NA...numericka apertura
Numericka apertura je mira rozliSovaci schopnosti (viz dale) a je definovana vztahem:

NA =n-sing (17)

Kde: n...index lomu prostiedi

o...aperturni Uhel, ¢im je objektiv bliz pozorovanému piredmétu, tim je thel vétsi

[19]

| objektiv

i ohniskova rovina

Obrazek 29: RozliSovaci schop-
nost mikroskopu [17]
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To znamena, ze velikost pfedmétu, ktery mizeme pozorovat pomoci svételné mikroskopie,
zavisi na vinové délce pouzitého zafeni, na tom, v jakém prosttedi tento predmét pozoru-

jeme a pod jakym thlem bude dopadat paprsek svétla do objektivu [19].

Pokud pouzijeme modré svétlo o vinové délce 450 nm, cedrovy olej o indexu lomu 1,5, a
aperturni uhel bude mit 60°, pak teoreticky rozliSime dva body, které jsou od sebe vzdale-

ny o necelych 200 nm.

2.2.4 Podstata vzniku obrazu ve svételném mikroskopu

Kazdy mikroskopicky preparat je vlastné optickou miizkou, protoze se sklada z mnoha
detaild, které se od svého okoli odlisuji optickymi vlastnostmi [5]. Podle téchto vlastnosti
se svétlo dopadajici na jednotlivé body rizné ohyba, lame, mize se ménit jeho amplituda.
Vzniknou tak sekundarni viny [4]. Ty spolu podle Huygens-Fresnelova principu interferuji
[1]. Vysledné vinéni obsahujici veskeré informace o objektu vstupuje do objektivu a zob-
razi se v jeho ohniskové roviné [4]. Objektiv ma ale omezeny otvor, takze ne vSechny
difraktované paprsky se tcastni tvorby obrazu [17]. V jednotlivych bodech ohniskové ro-
viny se vlny setkavaji a stdvaji se zdrojem novych vin, které pak vytvaii vysledny zvétSeny
obraz [4]. Obraz kazdého bodu tak vznikl slozenim riznych maxim (difraktovanych pa-
prski). Vysledny obraz je tedy tim leps$i, ¢im vice maxim se na vzniku obrazu podili [5].
Jinak fe€eno, ¢im vice difraktovanych paprskll se podili na vzniku vysledného obrazu, tim
vetsi detaily mizeme pozorovat. Numericka apertura tedy znac¢i miru objektivu sbirat

difraktované paprsky [17].

2.2.5 Hloubka ostrosti objektivu

Mikroskop mé tu vlastnost, ze dokaZze zobrazit ostie jen ty predméty, které lezi v urcité
vzdalenosti od objektivu [5]. Bliz8i nebo vzdalenéjsi predméty se zobrazi v jiné roviné. To
znamend, ze obraz predmétu mimo tuto zaostfenou rovinu se nadm bude jevit rozostfené
[1]. Ve skute¢nosti mikroskop dokaze zaosttit vice rovin soucasné (prostor). Cokoliv lezi
pied nebo za timto prostorem, je rozostfené. Tento prostor tvoii vrstva, ktera je ohrani¢ena

dvéma rovinami. Hloubka této vrstvy udava pravé hloubku ostrosti [5].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

\ i &elni ¢odka objektivu /
m

Liorni rovina ostrosty

idealni rovina ostrosti

spodni rovina ostrosti

—_————— e N

Obrazek 30: Hloubka ostrosti [6]

Z Obrazku 30 muzeme odvodit vztah mezi hloubku ostrosti (H), aperturnim thlem (o) a

velikosti zobrazovaného predmétu (d):

H=— (18)

Z toho plyne, ze hloubku ostrosti mizeme zménit, kdyz zménime aperturni thel nebo veli-
kost pfedmétu [6]. Hloubka ostrosti je tedy nepfimo im&ma numerické apertute. Cim je
numericka apertura mensi, tim je hloubka ostrosti vétsi [5]. Aperturni uhel mizeme zmen-
Sit pridanim clony (Obrazek 31). KdyZ ale zmenSime tento uhel, podle vztahu (15) a (16)

se nam zmensi i rozliSovaci schopnost mikroskopu.

Obrazek 31: Porovnani hloubky ostrosti, nezaclonény objektiv (vel-

ka apertura) (a), zaclonény objektiv (mala apertura) (b) [6]
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Pokud pouzijeme vysokou numerickou aperturu, hloubka ostrosti je tak mald, zZe ji mizeme

povazovat za rovinu, pfedmétem vlastné vedeme mysleny fez [5].

2.3 Mikroskopické techniky

Techniky svételné mikroskopie nam poskytuji obrazy mikrostruktur v Sirokém intervalu
velikosti. Miizeme se detailnéji podivat na predmét fddoveé v centimetrech, jehoz nékteré
struktury pozorujeme pouhym okem, rozliSovaci schopnost oka je totiz 0,1 mm, a to uz
témi nejjednodussimi optickymi mikroskopy. Pres rizné krystaly a zrna o velikostech desi-
tek nebo jednotek mikrometrti, az na hranici rozliSovaci schopnosti svételného mikrosko-
pu. V soucCasné dobé existuji mikroskopické techniky, které jsou schopny rozliSovaci mez

piekonat a pomoci svétla zobrazit 1 predméty velikosti desitek nanometra.

Mikroskopické techniky vSeobecné mizeme rozdélit do dvou kategorii. Klasické techniky,
které vytvaii obraz pomoci Cocek, a rastrovaci techniky, které vytvafi obraz bod po bodu.

Tyto dvé€ techniky je mozné i kombinovat [17].

2.3.1 Klasické zobrazovaci techniky

Klasické techniky tedy vyuzivaji k zobrazovani pfedmét ¢ocky. Princip, podminky a dalsi
parametry ovliviyjici obraz byly detailn¢€ probrany v pfedchozich kapitoldch. Pozorovani
klasickou svételnou mikroskopii je mozné rozd€lit na pozorovani v proslém svétle a pozo-
rovani v odrazeném svétle [17]. Nejpouzivangjsi a nejjednodussi metody jsou pozorovani
ve svétlém a tmavém poli. Pokud jde o povrchy materiald, vice se vyuziva svétlo odraze-
né [6]. Pozorovani v odrazeném svétle vSak vyzaduje, aby byl vzorek osvétlen ze sméru
objektivu. Budeme-li se vsak potiebovat podivat i pod povrch, na vnitini strukturu napf.
semikrystalickych polymerti, vyuZijeme svétlo prochéazejici. Problémem je, Ze preparat,
ktery si z téchto materiali pfipravime je velmi tenky, neabsorbuje svétlo a vzorek se jevi
jako transparentni. Proto je potfeba pouzit specielni techniky, které vyuzivaji napft. rozdil-
ny index lomi v riznych smérech. Takovou technikou miiZze byt polariza¢ni mikroskopie

nebo fazové-kontrastni mikroskopie [17].

2.3.1.1 Pozorovani ve svétlém poli

Tato technika spoc¢iva v tom, Ze do objektivu piichazi jak svétlo proslé (odrazené), tak
svétlo difraktované pfedmétem [17]. Chceme-li hodnotit povrch n&jakého materialu, bu-

deme pracovat v odrazeném svétle. Pfedmét osvétlujeme rovnobéznymi paprsky, ty se bud’
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odrazi zpét do objektivu, nebo mimo objektiv, pokud dopadnou na nerovnost. Tyto nerov-

nosti se jevi jako stin, zbytek obrazu ztstava svétly (Obrazek 32a) [6].

2.3.1.2 Pozorovadni v tmavém poli

Na rozdil od metody svétlého pole dopada na rovinu predmétu paprsek ze Sikmého sméru
[6], veskeré svétlo, které prichazi z kondenzoru, je sméfovano mimo objektiv (pouzitim
vhodné clony) a na pfedmét dopadé jen svétlo difraktované [17]. Pii tomto osvétleni vidi-
me nerovnosti (budeme-li opét pozorovat v odrazeném svétle) na povrchu jako svétlé
struktury, pozadi zlstane tmavé. Tato metoda je kontrastnéj$i [5] a muZeme pozorovat i

malé struktury, které ve svétlém poli zaniknou (Obrazek 32b) [17].

dopadajici paprsky ~ paprsky odrazené

= — " do objektivu
paprsky odraZené
’,7/ mimo objektiv \

| —— vzorek

e

paprsek odraZeny
do objektivu ~_ y

\/
—

vzorek jak ho ——
vidime

Obrazek 32: Zobrazeni ve svétlém (a) a tmavém (b) poli [6]

2.3.1.3 Polarizacni mikroskopie

Této metody se vyuziva nejvice v mineralogii a v chemii pii uréovani krystalti a zjist'ovani
jejich vlastnosti [5]. Polariza¢ni mikroskop na rozdil od béZnych mikroskopt je navic vy-
baven dvéma filtry [6]. V oblasti kondenzoru je zafazen polarizator, ten zajistuje, Ze na
vzorek dopada polarizované svétlo, a za objektivem v tubusu je umistén analyzator [17].
Tyto filtry jsou proti sobé otoceny o 90°. Pokud jsou na vzorku opticky aktivni prvky,
zméni se smér polarizace a vzorek se nejevi tmavy [6]. Mezi opticky aktivni prvky patii

krystaly, orientované struktury nebo rozhrani mezi prostfedimi o rizném indexu lomu [17].
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2.3.1.4 Fazové-kontrastni mikroskopie

Tato metoda je vyuzivana u pruhlednych vzorki, které maji ve své struktute objekty liici
se oproti okoli indexem lomu [17]. Jsou to fazové objekty, které lehce pozméni fazi svétla
a jeho smér [6]. V ohniskové roviné objektivu je umistén filtr — fazova maska (méni fazi
svétla o Ctvrt vinové délky), kterd méni fazi difraktovaného svétla. Nedifraktované svétlo
pokracuje dal s nezménénou fazi. Pii skladani obrazu spolu difraktované a nedifraktované

paprsky interferuji a vytvaii tak rozdily v intenzité daného bodu predmétu [17].

objektiv  gifraktované

nedifraktované
svétlo
obrazova
rovina

1
kondenzorové vzorek fazova
maska maska

Obrazek 33: Schéma metody fazové-kontrastni mikroskopie [6]

2.3.1.5 Stereoskopicky mikroskop

Stereoskopicky mikroskop ma na rozdil od obycejného mikroskopu popsaného na Obrazku
25 dva objektivy, které jsou zamétené do stejného mista pod urcitym thlem [5]. V ocich
pak vznikaji dva ptekryvajici se obrazy, jez vytvati prostorovy obraz [7]. Stereomikroskop
pracuje s odrazenym svétlem vhodnym pravé pro povrchy [4]. Nicméné objektivy maji
velkou pracovni vzdalenost a to znamen4, Ze maji maly aperturni uhel, malou numerickou

aperturu a malé zvétSeni (maximalng asi stonasobné) [5].

W 3‘“‘F~3ﬁ .-
IS 124 E

Obrazek 34: Princip stereomikroskopu; 1 — objektiv, 2 — Ga-
liledv teleskop, 3 — ovladani ptiblizeni, 4 — interni objektiv, 5

— krystal, 6 — ptfenosna ¢ocka, 7 — sit’, 8 — okular [4]
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2.3.2 Rastrovaci techniky

Rastrovaci nebo také skenovaci techniky pracuji tak, ze nacitaji signal z bodové malych
oblasti vzorku (bod po bodu a fadek po tfadku) a vysledny obraz je ziskan slozenim vSech
téchto bodovych oblasti [17]. Nejznaméjsi a nejdéle pouzivany mikroskop na tomto princi-
pu je skenovaci elektronovy mikroskop, ten ovSem nepracuje se zafenim z viditelné oblasti
[21]. Mezi dalsi techniky v této oblasti patii mikroskopie rastrovaci sondou (angl. scanning
probe microscopy, SPM), konkrétné opticka mikroskopie blizkého pole (angl. scanning
near-field optical microscopy, SNOM), ktera vyuziva eclektromagnetické zafeni pravé

z viditelné ¢asti spektra.

2.3.2.1 Opticka mikroskopie blizkého pole (SNOM)

Uz vroce 1928 fyzik Edward Synge navrhl velmi tenky kovovy hrot s otvorem mensim
nez je vlnova délka viditelného zéteni, ktery by mél osvétlovat povrch vzorku ve vzdale-
nosti, jez je také vyrazné¢ mensi nez vinova délka svétla. Zobrazeni by pak nebylo limito-
vano rozliSovaci mezi klasického svételného mikroskopu. Nicméné technickd omezeni v té
dob¢ nedovolovala tuto teorii experimentalné dokazat. Technologie k sestrojeni takového

zafizeni byla vyvinuta az zac¢atkem 80. let minulého stoleti [19].

Jak uz bylo feceno, SNOM patii mezi SPM techniky. V zakladé vSechny SPM techniky
pracuji na stejném principu. Skenujici sonda, ktera se pohybuje v tésné blizkosti vzorku a
v konstantni vzdalenosti, oskenuje povrch vzorku. Konstantni vzdalenost sondy je zajisténa
piezoelektrickym t&liskem® [21], na kterém je vzorek ptipevnén [17]. SNOM mizeme roz-

délit podle zpiisobu provedeni na dva ptipady, aperturni a bezaperturni [19].

Aperturni SNOM obvykle vyuziva sondy v podobé optického vlakna [1], na konci poko-
veného tenkou vrstvickou [22], s velmi malou aperturou (10 — 100 nm), kterou na vzorek
ptivadi svétlo. Vzdalenost mezi vlaknem a povrchem vzorku je 5 — 50 nm [17]. Svazek

svétla, ktery vzorkem projde, je soustiedovan do detektoru a vyhodnocen. RozliSovaci

® Piezoelektricky jev nastavé u krystald, které nemaji stfed symetrie (napf. kiemen, SiO,). Na krystalu se po
elastické deformaci vytvori elektrické napéti, cehoz se da vyuzit i naopak. Na krystal se napéti privede a

krystal za¢ne rezonovat.
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schopnost je pak dana primérem pouzitého vlakna [1] a vzdalenosti vlakna od povrchu

(Obrézek 35a, b) [23].

Bezaperturni SNOM vyuziva zdroje svétla ve vétsi vzdalenosti. Zafenim je osvétlovana
sonda, v tomto piipadé kovovy hrot, ktery se nachazi ve velmi malé vzdalenosti od po-
vrchu vzorku [19]. Kolem hrotu se vytvari silné elektromagnetické pole a hrot se tak stava
zdrojem zafeni subvlnové délky, to je nasledné rozptylovano vzorkem [21]. Nevyhodou
tohoto zptisobu je pozadi, protoze je osvétlovan nejen hrot, ale i ¢ast vzorku [19]. RozliSeni
vSak zavisi pouze na velikosti hrotu, takze je mozn¢ ziskat obraz s vice detaily nez u aper-

turni SNOM (Obrazek 35c) [21].

SNOM je mozné vyuzit pii zkoumani topografie, odrazivosti, propustnosti, magnetickych

a mechanickych vlastnosti, pii zjistovani zmény indexu lomu [22].

sonda
o apertura
apertura bI’ZIke |\ vaorek kovovy hrot
pokovené \ pole
vlakno 27
detektor
/ \ - ————————
a b c

Obrazek 35: Aperturni SNOM (a, b) bezaperturni SNOM (c) [19, 23]

2.3.3 Konfokalni svételna mikroskopie

Tato zobrazovaci technika spojuje klasické a rastrovaci zobrazeni. Tim dostaneme lepsi
rozliSeni a hloubka ostrosti vysledného obrazu bude, na rozdil od obycejného optického
mikroskopu, vyrazné vyssi [17]. Opticka cast se tak jako u klasického mikroskopu sklada
ze dvou spojnych soustav [1]. Obraz je vytvofen pomoci zachyceni svétla z vybraného
bodu ve vzorku. Vzorek je osvétlovan monochromatickym zafenim. Svétlo odrazené ze
vzorku putuje do detektoru. Clona nachazejici se pied detektorem propousti pouze ty pa-
prsky, které pochazi ze zaosttené roviny vzorku. Rozosttené svétlo z okoli clonou nepro-
nikne [17]. Vzorek se pak posouva v roving€ kolmé ke sméru svétla (ve sméru osy z) a ske-
nuje se po rovinach [1], které jsou pomoci pocitace sloZeny, a vznikne tak 3D zobrazeni

vzorku [17].
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Konfokalni —'
clona

u zdroje

Skanovaci
optika

Cotka
objektivu

Pohyb
Vzorek #ve sméru z

Obrazek 36: Schéma konfo-
kalniho skenovaciho mikro-

skopu [18]

2.4 Metamaterialy ve svételné mikroskopii

Metamateridly jsou uméle vyrobené struktury, které maji velmi neobvyklé elektrické,
magnetické a z toho vyplyvajici optické vlastnosti [24]. Stavebnimi jednotkami téchto ma-
teriald nejsou atomy, ale periodicky se opakujici utvary [25]. Jejich vlastnosti jsou vysoce
zavislé na frekvenci, jinak feceno, tyto zajimavé vlastnosti vykazuji jen v Gizkém intervalu
frekvenci [26]. V 60. letech minulého stoleti se rusky fyzik Victor Vesalgo zabyval mys-
lenkou, jestli mohou existovat prostfedi nebo materialy, které vykazuji zapornou permitivi-
tu (&) a soucasné i zapornou permeabilitu («) [27], a jak by se v takovémto prostiedi Sifila

elektromagneticka vina [25].

2.4.1 Zaporna permitivita a permeabilita

Budeme uvazovat relativni permitivitu a permeabilitu. Permitivita (¢) i permeabilita (u)
jsou komplexni veli¢iny zavislé na frekvenci, které popisuji elektrické a magnetické vlast-
nosti prostredi. Jejich imaginarni ¢asti (¢“) a («*) popisuji ztraty energie zareni, které pro-
chazi timto prostfedim, a jsou vzdy kladné. Jejich realné casti (¢°) a (« ‘) mohou byt jak

kladné, tak zaporné.

ge=g 4+ ig" (19)

I-I' — I-'['J _|_ iﬁ” [:zu:]
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Pro ptipad ¢« ‘> 0 mohou nastat dvé feSeni ato ¢*>0au ‘> 0, coz popisuje bézné optické

prostiedi, nebo ¢“< 0 a u‘ <0, tento piipad nastava pravé u metamateriala [25].

Prostiedi se zdpornou permitivitou 1ze uméle vytvofit ze soustavy dratkd. Tato myslenka
pochazi uz z 60. let minulého stoleti (Obrazek 37a) [27]. Prostiedi se zapornou permeabili-
tou bylo sestaveno az v roce 1999 Johnem Pendrym, ktery navrhl kruhovy stérbinovy re-
zonator, jde o dva koncentrické krouzky, kde kazdy ma $térbinu na opac¢né strané (Obrazek
37b) [25]. Slozenim téchto struktur vznika metamaterial (Obrazek 38). Zalezi na velikosti
jednotlivych bunék, pro které frekvenéni oblasti bude pouzit. Nicméng, v oblasti viditelné-

A4

s vlnovou délkou svétla [26].

d

Obrazek 37: Struktura zajist'ujici zapornou permitivitu (a) a za-

pornou permeabilitu (b) [24]

Obrazek 38: Mikrovinné metamaterialy v praxi [24]

2.4.2 Zaporny index lomu

Jak uz bylo feceno, metamaterialy maji i zajimavé optické vlastnosti. Jednou z nich je za-
porny index lomu. V kapitole 1.3.1 jsme si index lomu (n) definovali pomérné jednoduse
vztahem (7). Index lomu zavisi na permitivité (¢) i na permeabilité (u), takze je také kom-

plexni veli¢inou, kde imaginarni ¢ast opét souvisi se ztratami:
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nt=z-u (21)
n=mn'+in" (22)
Proe>0au >0platin=euaproe <0apu <0 plati rovnost N = —/zu [26].

Z optického hlediska je velmi zajimavé rozhrani n > 0, n < 0. I tady plati Snelliiv zakon
(8). Na rozdil od normalniho optického prostfedi se paprsek lame na opac¢nou stranu (Ob-

razek 39) [28].

Obrazek 39: Lom svétla v prostfedi se zapornym indexem
lomu; 1 — dopadajici paprsek, 2 — odrazeny paprsek, 3 — lo-
meny paprsek v normalnim prosttedi, 4 — lomeny paprsek

V prostiedi n < 0 [28]

2.4.3 Hypercocky

Metamaterialy v optické oblasti by bylo mozné vyuzit rizné€. Mohly by byt pouzity jako
filtry pro urcité zareni, mohly by pokryvat predmét a zpusobit jeho neviditelnost nebo by
mohly byt vyuzity v mikroskopickych zobrazovacich technikach jako ¢oc¢ky [25]. Prvnim
pfipadem je Veselagova ¢ocka. Je to rovinnd vrstva metamaterialu fungujici jako spojna
¢ocka s tim rozdilem, ze nezkresluje pfedmét (nema zadné vady) a neni omezena rozliso-
vaci mezi (Obrazek 40) [24]. Ve druhém ptipadé uz jde o trojrozmérnou cocku (tzv. hyper-
¢ocka). Prvni takovéa cocka byla vyrobena v roce 2009. Jde o vélcovou strukturu, kterad
dokaze zobrazit piedméty v dutiné hypercocky. Normalnimi mikroskopickymi technikami
bychom tyto ptedméty od sebe vlivem difrakce nerozeznali. Tyto ¢ocky pracuji v blizkém
poli, takZe predméty musi byt velmi blizko vnitinimu povrchu valcové Cocky. Signaly
osvétlenych pfedméta jsou prendSeny na povrch této struktury, kde uz je mizeme zobrazit

klasickymi metodami (Obrazek 41) [25].
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Protoze konstrukce optickych metamateriala je technicky naro¢na, zatim bylo provedeno
pouze par experimentl, aby byly potvrzeny nékteré teorie z této oblasti. Je to vSak jeden ze

sméra, kterymi by se mohla svételnd mikroskopie ubirat.

zg KX%

Obrazek 40: Srovnani zobrazeni klasickou ¢ockou (a) a Veselagovou €ockou (b)

[24]

A ° g

z6brazeni
vzdalenym
polem

Obrazek 41: Zobrazeni hypercockami [26]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 SROVNANI MIKROSKOPICKYCH METOD

V posledni ¢asti budeme srovnavat riizné mikroskopické metody pouzivané k hodnoceni
povrchi. Konkrétné ptijde o pozorovani ve svétlém a tmavém poli, pozorovani stereosko-

pickym mikroskopem a konfokélni mikroskopii. Porovnavat tyto metody budeme na vzor-

ku barevné tkaniny z umélého vlakna, zaméfime se na pismeno ,,V* (Obrazek 42).

Obrazek 42: Vzorek tkaniny pozorovany okem

3.1 Pozorovani stereomikroskopem

Stereoskopicky mikroskop vyuzivame, pokud chceme vzorek zhodnotit jako celek a neza-
jimaji nas piili§ velké detaily nebo se chceme zhruba podivat na strukturu, kterou pak
podrobime dal§imu pozorovani jinou metodou, jeZ ndm poskytne lepsi obraz. Vyhodou je,
ze stereoskopicky mikroskop poskytuje prostorovy obraz a hloubka ostrosti je dost vysoka,
abychom nemuseli vysledny obraz skladat z vice rovin ostrosti. Manipulace se vzorkem je

jednodussi nez v ptipadé ostatnich metod. Nevyhodou pak je, ze zvétSeni neni moc vysoké.

Pfi pozorovani pouzitého vzorku tkaniny byl vyuzit stereoskopicky mikroskop Zeiss Stemi
2000-C pfi maximalnim zvétSenim, coz bylo desetinasobné pro objektiv a pétinasobné pro
okulér, dohromady tedy padesatinasobné zvétSeni. Vysledny obraz byl potfizen fotoapara-
tem Canon EOS 1000D a v programu AxioVision 4.8.2 bylo pfidano métitko. Vyvazeni
bilé, kontrast a jas byly jesté upraveny ve Photoshopu CS6 tak, aby byly jemné detaily
vyraznéjsi. Vysledny obraz je na obrazku 43. Jsou vidét detaily a struktury (vldkna), které

bychom samotnym okem nevid¢€li, nicméné uz nevidime strukturu téchto vlaken.
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Obrazek 43: Vysledny obraz pozorovany stereomikroskopem pfii zvétseni 50x

3.2 Pozorovani ve svétlém a tmavém poli

Pozorovani ve svétlém a tmavém poli patii ke klasickym mikroskopickym metodam. Po-
kud budeme hodnotit povrch, je nutné pracovat v odrazeném svétle. ZvétSeni mize byt az
tisicinasobné, zalezi, ktery objektiv pouzijeme a na jak kvalitnim mikroskopu budeme vzo-
rek pozorovat. Vyhodou téchto metod je vysoké zvétSeni a rozliSeni, oproti stereomikro-
skopu, a s tim souvisi i nevyhoda. Cim vétsi zvétieni, tim mensi hloubka ostrosti. Nicméné
existuji programy, které¢ dokézou poftidit fotografie v riznych hloubkach ostrosti a poskla-

dat z nich vysledny ostry obraz.

K pozorovani vzorku byl vyuZzit mikroskop Zeiss Imager Z2m, vysledné obrazy byly pofti-
zeny fotoaparatem AxioCam ICc 5 a zpracovavany v programu ZEN 2012 (blue edition).

Upravy vyslednych fotografii byly opét provedeny ve Photoshopu CS6.

Pro srovnani se stereomikroskopem byl vzorek pozorovan nejprve s padesatinasobnym
zv€tSenim a to jak ve svétlém (Obrazek 44), tak v tmavém poli (Obrazek 45). Jediny tento
objektiv (pétinasobné zvétSeni) umoznil pozorovani v tmavém poli, proto nebylo mozné
pii vétSich zvétSenich tyto dvé metody porovnavat. Je vidét, ze veétsi detaily a ostiejsi obraz
byl ziskan pii pozorovani v tmavém poli. Hloubka ostrosti tady jesté¢ nehraje piilis velkou

roli, jen nekteré Casti pfi pozorovani ve svétlém poli jsou mirn€ rozostiené.
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Obrazek 45: Vysledny obraz pozorovany v tmavém poli pii zvétSeni 50x

Dale byl vzorek pozorovan pii stonasobném zvétseni (Obrazek 46). Toto zvétSeni uz staci-
lo, aby byly jasn¢ vidét jednotlivé roviny ostrosti a zaroven téchto rovin nebylo mnoho,

takze vysledny ostry obraz nebylo naro¢né sestavit (Obrazek 47).
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Obrazek 46: Vysledny obraz pozorovany ve svétlém poli pii zvétseni 100x

Obrézek 47: Vysledny obraz slozeni ze 45 snimkii o rdzné hloubce ostrosti pii zvét-

Seni 100x

Pro ilustraci, Ze hloubka ostrosti je pfi pozorovani touto metodou opravdu problém, byly

pofizeny obrazy se zvétSenim 200x (Obrazek 48) a 500x (Obrazek 49). Sestaveni ostrého
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obrazu by vyzadovalo pfili§ mnoho snimkt jednotlivych rovin ostrosti, vysledny snimek
by poskytl spoustu informaci o strukture samotnych vlaken, ovSem mnohem vice informaci

poskytuje nasledujici metoda.

Obrazek 48: Vysledny obraz pozorovany ve svétlém poli pfi zvétSeni 200x

Obrazek 49: Vysledny obraz pozorovany ve svétlém poli pii zvétseni 500x
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3.3 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie je metoda, ktera poskytuje obrazy s velmi vysokym rozliSenim a
s vysokou hloubkou ostrosti. Kromé obrazu ale nabizi i veSkeré informace o topografii
Vv soustave soufadnic a také 3D vysledny obraz. Nevyhodou je, ze vysledny obraz neni ba-

revny.

K pozorovani byl opét vyuzit mikroskop Zeiss Imager Z2m, ktery pracuje ve vice rezi-
mech, a vysledné obrazy byly zpracovavany v programu ZEN 2012 (black edition). Tento
mikroskop pracuje s monochromatickym svétlem o vinové délce A = 405 nm. Vysledny
obraz vsak neni fialovy, jak by se dalo pfedpokladat, ale ¢ernobily, protoze mikroskop pra-

cuje s intenzitou odrazeného svétla, nikoliv s vinovou délkou.

Vzorek tkaniny byl pozorovan pfi stonasobném a pétisetndsobném zvétSeni. V obou piipa-
dech byl ziskan 2D obraz s topografii a 3D obraz, ktery bylo mozné pozorovat ze vSech
uhld. Vysledny jas jednotlivych vldken ve 2D zobrazeni zavisi na hloubce (zetova soufad-
nice), nezavisi na tom, kolik svétla se od jednotlivych vlaken odrazi, tedy nezavisi na in-
tenzité. U trojrozmérného obrazu zavisi jas na intenzité svétla, ktera je u odraZenych pa-

prskt v nizsi vrstvé mensi nez u vlaken blize detektoru.

S0 pm

Opm

0.6
Distance (mm)

Obrazek 50: Vysledny 2D obraz s topografii v daném fezu pti zvétsSeni 100x
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Obrazek 52: Vysledny 3D obraz pii zvétSeni 100x
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Obrazek 53: Vysledny 2D obraz s topografii v daném fezu pii zvétSeni 500x

' [parn]

* [pm)

Obrazek 54: Vysledny 3D obraz pii zvétSeni S500x, pohled shora
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Obrazek 55: Vysledny 3D obraz pii zvétSeni 500x

Konfokalni mikroskopie je pfimo urc¢ena k hodnoceni povrchl. Nevyhodou je, Ze nam ne-
poskytuje barevnou informaci. Pokud ovSem spojime obraz vznikly pomoci konfokalni
mikroskopie a mikroskopie ve svétlém poli, ziskdme velmi kontrastni barevny obraz

s vysokym rozliSenim a s vysokou hloubkou ostrosti (Obrazek 56, 57).

Obrazky 50 — 55 jsou ptimo vystupy z programu ZEN 2012 (black edition), Obrazky 56 a
57 byly upraveny ve Photoshopu CS6.
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Obrazek 56: Obraz vznikly slozenim konfokalni mikroskopie

a mikroskopie ve svétlém poli, zvétSeni 100x

Y (pm)

X [um)

Obrazek 57: Obraz vznikly sloZzenim konfokalni mikroskopie

a mikroskopie ve svétlém poli, zvétSeni 500x
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ZAVER

Cilem této prace bylo srovnat mikroskopické metody a zhodnotit soucasné trendy v pozo-
rovani povrchii pomoci svételné mikroskopie. To ovSem nelze bez zakladl optiky, proto
byla prvni kapitola vénovana této problematice. Zjistili jsme, ze viditelné svétlo ma vinovy
1 ¢asticovi charakter. Pokud na néj budeme pohlizet jako na vInu, jde o pfi¢né elektromag-
netické vinéni ve velmi uzkém intervalu vlnovych délek, fadové ve stovkach nanometrt.
Svétlo z béznych zdroji (zérovka) je nepolarizované a mtize byt polarizovano lomem na
krystalu nebo pii prichodu k tomu uréenym filtrem. Bil¢ viditelné svétlo je slozeno ze
vSech barev a lze jej rozlozit. Jestlize svétlo prochdzi nehomogennim prostiedim, mize se
odrazet nebo lamat. Pro prichod svétla do jiného prostfedi jsme si definovali veli¢inu in-
dex lomu. Ukazali jsme si konstruktivni i destruktivni interferenci a jeji souvislost
s difrakci. Také uz vime, ze difrakce souvisi s tim, jak velké predméty miizeme pozorovat,
ze vysvétluje vinovou optiku a ze diky ni miizeme pozorovat obraz vytvoreny mikrosko-

pem.

Druh4 kapitola nam pfibliZila historicky vyvoj mikroskopu, jeho princip a mozna omezeni.
Vime, Ze rozhodujicimi parametry pro svételnou mikroskopii jsou mez rozliSeni a hloubka
ostrosti. Nejvetsi omezeni predstavuje vinova délka pouzitého svétla, protoze pii priuchodu
paprsku kolem malého ptedmétu dochazi k difrakei a tento pfedmét pak neni mozné pozo-
rovat. Dale jsme si podrobnéji popsali mikroskopické metody pouZivané k hodnoceni po-
vrchil a rozdélili jsme si je do dvou skupin. Klasické metody, kam patii pozorovani ve
svétlém a tmavém poli, polarizaéni mikroskopie, fazoveé kontrastni mikroskopie a stereo-
skopicky mikroskop, a rastrovaci metody, kam patii opticka mikroskopie blizkého pole,
ktera dokaze piekonat rozliSovaci mez svételného mikroskopu a zobrazit struktury fadoveé
v desitkach nanometrt. Také vime, Ze rastrovaci a klasické metody v sobé& spojuje konfo-
kalni mikroskopie. Co se budoucnosti svételné mikroskopie tyka, jednou z moznosti mize
byt vyuziti metamaterialti, uméle vytvofenych struktur, které maji velmi zajimavé optické

vlastnosti a dokazou ptekonat rozliSovaci mez.

V posledni ¢asti jsme srovnavali pozorovani stereomikroskopem, pozorovani ve svétlém a
tmavém poli a konfokalni mikroskopii na vzorku tkaniny. Vysledny obraz ze stereoskopic-
kého mikroskopu je sice ostry s vysokou hloubkou ostrosti, neposkytuje ale dostate¢né
zvétSeni. Pozorovani ve svétlém a tmavém poli dokéze zvétSit n€kolikandsobné vice,

nicmén¢ hloubka ostrosti je u vétSich zvétSeni velmi mald, vime ale, ze miizeme poskladat



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

snimky s riiznymi rovinami ostrosti a ziskat tak vysledny ostry obraz. Nejlepsi pro hodno-
ceni topografie povrchu je konfokalni mikroskopie, protoze poskytuje velké zvétSeni, vy-
sokou hloubku ostrosti a navic i 3D zobrazeni a informace o topografii v soufadnicovém

systemu.

Svételna mikroskopie neposkytuje tak velké zvétSeni a rozliSeni jako jiné zobrazovaci me-
tody (elektronova mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil), nicméné nam udavé informa-
ce o optickych vlastnostech dané¢ho vzorku, coz u ostatnich metod neni mozné. Proto ma

svételna mikroskopie své nezastupitelné misto mezi zobrazovacimi metodami.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2D Dvourozmérny.
3D Trojrozmérny.
Atd. A tak dale.
Angl. Anglicky.

Napt-. Napiiklad.

SNOM  Optické mikroskopie blizkého pole.

SPM Mikroskopie rastrovaci sondou.
Tzn. To znamena.

c Rychlost svétla ve vakuu.

f Frekvence.

A Vlnova délka.

A Amplituda.

® Faze.

h Planckova konstanta.

E Elektrické pole.

B Magneticke pole.

Vv Rychlost §ifeni viny v daném prosttedi.
X Poloha.

t Cas.

Em Amplituda elektrického pole.
Bm Amplituda magnetického pole.
1) Uhlova frekvence.

T Ludolfovo cislo pi.

k Vlnové ¢islo.
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Br
By

So, S1, Sz

X, Y

F, F*

ff

Intenzita polarizovaného svétla.
Intenzita nepolarizovaného svétla.
Uhel pootoéeni polarizaéniho filtru.
Uhel dopadu.

Uhel lomu.

Uhel odrazu.

Index lomu.

Mezni thel.

Uhel lomu &erveného svétla.
Uhel lomu fialového svétla.
Drahovy rozdil.

Tloustka vrstvy.

Celé dislo.

Otvor na stinitku.

Stinitko.

Siika $térbiny.

Predmeétové a obrazové ohnisko.

Ohniskové predmétova a obrazova vzdalenost.

Mohutnost ¢ocky.

Predmét.

Obraz prfedmétu.

Ptedmétova a obrazova vzdalenost.
Ptedmétové a obrazové ohnisko objektivu.
Ptedmétové a obrazové ohnisko okularu.
Zvétseni okularu a objektivu.

Celkové zvétseni mikroskopu.
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fok ' fob
L
V|
d

NA

Obrazova ohniskova vzdalenost okuléru a objektivu.

Konvenéni zrakova vzdalenost.

Opticky interval.

Mez rozliSeni, velikost zobrazovaného predmétu.
Numericka apertura.

Aperturni uhel.

Hloubka ostrosti.

Permitivita a permeabilita.

Redlna ¢ast permitivity a permeability.

Imaginarni ¢ast permitivity a permeability.
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