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POKROKY MATEMATIKY, FYZIKY A ASTRONOMIE
ROENIK X—CfsLO 2

INTERFERENCNI MIKROSKOPIE

PAVEL CHMELA, Olomouc

UvoD

Rozliseni pozorované &astice od jejiho okoli pfi pouZiti b&€Znych typl mikroskopt
je obvykle umoZnéno tzv. amplitudovou modulaci, to znamena, Ze pozorovana ¢astice
ma jinou absorpci svétla neZ jeji okoli. V pfipadé, Ze se pozorovany objekt nelisi
od svého okoli rozdilnou absorpci, pouZiva se doposud ke zviditelnéni metody
barveni. Tato metoda je pomérné sloZita a dalsi jeji nevyhodou je skutenost, Ze
barvivo mé obvykle zhoubny vliv na Zivé organismy.

Vétiina preparatii, které se nelisi absorpci, ma viak vzhledem k okolnimu prostfedi
odli3ny index lomu, popf. odliSnou tlouStku. Této vlastnosti vyuZivaji n€které mikro-
skopické metody, a to metoda fazového kontrastu, jde-li o objekty pomérné malych
rozméril, a interferenéni mikroskopie, jde-li o preparaty, ve kterych se vyskytuji
objekty velmi malé i rozlehle;jsi.

PRINCIP INTERFERENCNIHO MIKROSKOPU

VloZime-li zkoumany objekt do interferometru spojeného s mikroskopem (obr. 1)
objevi se nasledkem zmény optické drahy paprski, které prochazeji ob]ektem, v inter-
ferenénim obraze bud zména kontrastu, nebo defor-
mace interferen¢nich prouzki.

Je-li ny index lomu okolniho prostfedi a » je index
lomu pozorované &astice, je drahovy rozdil obou pa-
prski, které vchazeji do interferometru, dan vztahem

0] 0=(ny—nd,

kde d je tlousStka pozorované castice. PouZijeme-li
interferometrii, které pracuji s polarizovanym svétlem, je moZno interferen¢ni
metodou doséhnout odlisného zbarveni preparatu vzhledem k okoli.

DVOUSVAZKOVE INTERFERENCNI MIKROSKOPY

Vétsina dvousvazkovych interferenénich mikroskopli pracuje v tzv. ,,tmavém
poli‘. Posuneme-li totiZ paprsky I a 2 (viz obr. 1) vzdjemné€ o piil vinové délky, oba
se navzajem interferenci rusi a zorné pole se stava tmavym.
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Pfedpokléddejme, Ze v interferenénim mikroskopu neni umistén pozorovany objekt.
Stav svétla v okularu je vyjadfen sinusoidami I a 2 (viz obr. 2).

PongvadZ vin&ni / a 2 jsou posunuta o pil vinové délky (Ize toho dosahnout
vhodnym sefizenim interferometru), rusi se vzajemnou interferenci a zorné pole
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Obr. 2.

mikroskopu se jevi tmavé. Umistime-li viak do cesty paprsku 2 pozorovany objekt,
nastane nepatrny fazovy posun a stav vinéni paprsku 2 vyjadfuje sinusoida 2’, kte-
rou je dale moZno rozloZit na sinusoidu 2 a sinusoidu 3 o velmi malé amplitudg.
Vinéni I a 2 se interferenci rusi a celkovy svételny stav v okuldru je dan vln&nim 3.
Pozorovany objekt se tedy jevi jako svitici asteSka v tmavém poli.

Zkoumany pfipad je vSak velmi zjednodusen, nebot zde viibec nebylo uvaZovano
ohybové svétlo. Toto zjednoduseni je moZno provést pouze v pfipadg, Ze jde o objekty
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velmi rozsahlé. U objekth malych je nutno
uvazZovat jesté svétlo ohybové, které se rovnéz
zuCastriuje zobrazeni.

Jako priklad dvoupaprskového interferencni-
ho mikroskopu uvadime upraveny Michelsoniv
interferometr, jehoZ schéma je podéno na obr. 3.

Svétlo vychazejici ze zdroje S prochéazi kon-
denzorem K a dopada na desticku D, ktera je
zhotovena ze dvou presné planparalelnich skle-
nénych destiCek, mezi nimiZ je polopropustna
vrstva. Zde se svétlo déli na dvé casti. OdraZena
&ast svétla prochazi objektivem O,, dopadd na
zrcadlo Z,, od kterého se odraZzi, prochazi zpét
objektivem O;, dale desti¢kou D a pfichazi do
okularu Ok. Prosla &ast svétla prochazi objekti-
vem O,, odraZi se od zrcadla Z,, opét prochazi
objektivem O, a odrazi se od desticky D do

okularu Ok.



Obé optické drahy se 1lisi pouze polovinou vinové délky pouZitého svétla. Ponévadz
obrazové ohnisko kondenzoru je totoZné s pfedmétovymi ohnisky objektivil, jsou
dopadajici i odraZené vinoplochy X, a X, rovinné , v pfipadg€, Ze v mikroskopu
neni umistén preparat. Umistime-li na zrcadlo Z, pozorovany preparat, je vlno-
plocha v misté, kde prochizi preparatem P, deformovana, tj. v misté deformace
je svétlo bud nepatrné zpoZd&no, nebo predbiha. Tim se dosdhne vzijemného posu-
nuti obou paprskil, které umoziuje zviditelnéni preparatu.

MNOHOSVAZKOVE INTERFERENCN{ MIKROSKOPY

Principielni zaklad této metody tvoii interferometr Fabry-Perotiv, jehoZ schéma
podava obr. 4, kde L; a L, jsou dvé sklen€né piesné planparalelni destitky, opatiené
na vnitini strané polopropustnymi odraznymi vrstvami P;, P,. Vzdalenost obou
polopropustnych rovin je e. Prostor mezi obéma desti¢kami je vyplnén prostfedim
o indexu lomu ny. Dopada-li na interferometr paprs-
kovy svazek pod velmi malym uhlem tak, Ze se témer
blizi normale, probiha prichod takto: prosly paprsek
dopada na polopropustnou vrstvu P,, ¢ast prochazi
jako paprsek T, &ast se odraZi, dopada na vrstvu P,,
odraZi se a opét dopada na vrstvu P,, kde ¢ast pro-
chazi jako paprsek T, a &ast se odraZi zpét na vrstvu
P,. Je ztejmé, Ze intenzita paprskt Ty, T,, T3, T ....
rychle klesa s pofadovym ¢islem. Soucasné v§ak jsou
tyto paprsky koherentni a vzajemné& faizové posunuty,
coZ znamena, Ze vysledny svételny stav po priicho-
du interferometrem je din vzajemnou interferenci
paprskit Ty, T,, T5, T,*) ... a podstatné z4visi na drahovém rozdilu jednotlivych
paprskil.

Drahovy rozdil dvou sousednich paprskt, napf. T, a T, je dan pro pfipad kolmé-
ho dopadu vztahem

(2) 50 = znoe

a drahovy rozdil dvou libovolnych paprski, napt. T; a T, vztahem
3) Ou = 2ngetk — i) = (k — i) d, .

Nastane-li pro monochromatické svétlo o vlnové délce A interferenéni maximum
pro dva sousedni paprsky, tj.

(C)) 2nge = k6, pro 1,2,3...,

je zfejmé, Ze interferenni maximum nastane i pro v§echny paprsky ostatni.

*) Ve skutenosti jde o interferenci kazdého paprsku s paprsky sousednimi. Pfedpoklad, e
spolu interferuji paprsky Ty, T,, T3, T..., viak na obecnosti a spravnosti tivahy nic nemé&nf.
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Graficky pribéh zmény intenzity proslého svétla v zavislosti na zméné optické
drahy ne pro monochromatické svétlo o vinové délce 1 je znazornén na obr. 5.

Cim v&t3i je odrazivost polopropustnych vrstev, tim strm&jsi je kfivka v mistech,
kde vyjadfuje svételné maximum.
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Obr. 5.

Pfi pozorovani &astice, kterd se od okoli lisi indexem lomu, li§i se opticka draha
o hodnotu

) 4 = (ng — ny)dy;
n, je index lomu pozorované &astice a d, je jeji tloustka.

Z obr. 5 je zfejmé, Ze hodnoté 4 odpovida zména intenzity I, — I. Pozorovany
objekt se jevi jako tmavy pfedmét v osvétleném poli.

Obr. 6.

Ve spojeni s mikroskopem je interferometr umistén mezi kondenzorem a objekti-
vem (obr. 6), pfiCemZ je nutno zajistit rovnob&Zny chod paprskii mezi kondenzorem
a objektivem.

V né&kterych pfipadech se pouZivd interferometru v ponékud jiné upravé. Obg
desticky nejsou rovnob&Zné, ale sviraji spolu maly tuhel, takZe opticka draha ne se
linearn€ méni. V zorném poli vidime pak systém prouzkt odpovidajicich jednotli-
vym maximim. Pozorovana &astice se jevi jako deformace interferen&nich prouZki.

INTERFERENCNI MIKROSKOPY VYUZIVAJICI POLARIZACE SVETLA

VétSina téchto pristrojii vyuZiva dvojlomnych vlastnosti krystald. Svételna vino-
plocha, ktera prosla preparatem, je deformovéna nasledkem odli$nosti optické drahy
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v prostfedi preparatu. Po priichodu dvojlomnym krystalem se rozdé€li deformace
mezi vlnoplochu fadnou a vinoplochu mimofidnou, které pak mohou vzajemné
interferovat. Obvykle se k osvétleni pouZiva bilého svétla, takZe obraz preparatu je
zbarven.

Velmi vyhodnym zafizenim vyuZivajicim této metody je Frangontiv interferen¢ni
okular ve spojeni s mikroskopem; jeho schéma je podano na obr. 7.
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Obr. 7.

Paprsky vychazejici ze stérbinového zdroje umisténého v ohmnisku kondenzoru K
prochazeji jako rovnobéZny paprskovy svazek preparatem &. Predstavuji tedy rovin-
nou svételnou vinu, ktera se v misté odlisného indexu lomu deformuje. Objektiv O
vytvoii ve svém ohnisku obraz $térbinového zdroje. Prvni spojnou ¢ocku okularu
Ok, volime tak, aby jeji pfedmétové ohnisko bylo totoZné s obrazovym ohniskem
objektivu. Svételna vlna, deformovana preparatem, se tedy stava pfi prichodu drahy
mezi prvni a druhou spojnou ¢oékou okularu Ok, a Ok, opét rovinnou. Mezi obé
okulérové &ocky pak vkladame soustavu sloZenou z polarizatoru P, Savartova kom-
penzatoru S a analyzatoru A.

Pfi prichodu linedrné polarizované svételné viny Savartovym kompenzatorem
se tato vlna nasledkem dvojlomu déli na dv& svételné viny s kmitosméry vzajemné
k sob& kolmymi, ktery jsou obecné fazové posunuty a po priichodu analyzatorem

interferuji. Umistime-li do pfedmé&tové roviny mikroskopu preparat lisici se od svého
okoli pouze indexem lomu nebo svou tloustkou, je rovinna svételna vlna, jak jsme
vidéli jiZ dfive, v mist& preparatu deformovana. Po prichodu Savartovym kompen-
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zatorem se deformovanad vinoplocha déli na vilnoplochy dvé€, jak je znazornéno
na obr. 7 a 8.

Pfirozené svétlo zahrnuje Siroky interval vlnovych délek. Odstranime-li z n&€ho
vinovou délku A, ktera odpovida Zluté sodikové ¢are, dostavame purpurové zbarveni.
Tento purpurovy barevny odstin je velmi citlivy na zménu drahového rozdilu inter-
ferujicich svétel. V oblasti BC a DE (obr. 8) purpurova barva velmi rychle pfechazi
v jiné barevné odstiny. Budeme tedy v okularu vidét dva obrazy preparatu odliSné
zbarvené od svého okoli.

Vinovou délku A, odstranime tak, Ze volime drdhovy rozdil mezi vinoplochou
fadného paprsku a vinoplochou mimotfadného paprsku d,

© do = 3p,

tj. pro toto svétlo nastava interferenéni minimum. Intenzita okolnich vinovych délek
pak spojité roste smérem k okrajovym oblastem viditelného svétla, ¢imZ vznika
purpurové zbarveni.

PonévadZ se pfi praktickych pozorovanich nesetkavame s pfipadem ojedinélého
objektu, staval by se obraz pfi velkém zdvojeni nepfehledny. Z toho diivodu poZadu-
jeme zdvojeni velmi malé, pokud moZno blizké rozliSovaci schopnosti mikroskopu.

Graficka zavislost drahového rozdilu 6 v zavislosti na rozméru objektu x pro dvé
riizna zdvojeni y je pfiblizné znazornéna na obr. 9.
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Obr. 9.

Z predeslého vykladu a z obr. 9 je zfejmé, Ze drahovy rozdil 6, a tedy i odliSnost
zbarveni pozorovaného objektu vzhledem k okoli zavisi na strmosti deformace
svételné vlnoplochy, tj. na gradientu indexu lomu, popf. na gradientu tloustky.

Rozlehlejsi objekty budou odlisné zbarveny pouze na okrajich. V ur&itém pfibliZeni
je moZno predpokladat, Ze rozlehly objekt zplisobuje stuptiovitou deformaci svételné
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vlnoplochy. Z obr. 10 vidime, Ze skutedn& drahovy rozdil je odli$ny od 4,/2 pouze
na okrajich deformace.

Ponévadz zdvojeni volime blizké rozliSovaci schopnosti objektivu, kvalita obrazu
neni v Zddném z obou diskutovanych pfipadi podstatné narusSena.

Vlastni interferenéni zafizeni je sestaveno z polarizatoru P, Savartova kompenza-
toru S a analyzdtoru A4 (obr. 11). Vklada se mezi prvni a druhou ¢ocku okularu.

Savartliv kompenzator tvofi dvé pfesné planparalelni desticky vybrousené z kie-
menného krystalu pod hlem 45° k optické ose. Obg jsou vzdjemné otoCeny o 90°.

o
(%]
>

d o
¥ ﬂ n x §
Obr. 10. Obr. 11.

Necht je napfiklad polariza¢ni rovina polarizatoru shodna s polariza¢ni rovinou
analyzatoru. Savartiv kompenzator natoéime tak, Ze rovina uréend normaélou vy-
brusu prvni desticky a optickou osou prvni destiCky svira s polarizacni rovinou tihel
45° a rovina uréena normalou vybrusu druhé desti¢ky a optickou osou druhé desti¢ky
s polarizaéni rovinou thel — 45°.*)

Paprsek dopadajici na prvni desticku se déli v disledku dvojlomné vlastnosti
krystalu kifemene na paprsek fadny a mimofadny, které jsou polarizovany v rovinach
vzajemné kolmych. Pfi pruchodu druhou destiCkou se stava fadny paprsek mimo-
fadnym a mimofadny fadnym.

V pfipadé konvergentniho paprskového svazku vznikl by po pruchodu pouZitym
interferenénim zafizenim obraz skladajici se z barevnych pruhti rovnobéZnych s pru-
se€nici roviny vybrusu a roviny uréené ob&ma optickymi osami. Uprostfed pfi
shodném kmitosméru polarizatoru s analyzidtorem vznikne svétly pruh, v pfipadé
zk¥iZeného polarizatoru s analyzatorem tmavy pruh. Barevné pruhy odpovidaji
interferenénim maximtm pro uréité barvy a jejich intenzita se smérem od stfedniho
prouZku zmensuje. )

*) Je mozno provést né€kolik variaci; dalezité vSak je, aby druhd desticka byla vidy otocena
0 90° vzhledem k prvni destice a polariza¢ni rovina polarizatoru svirala s nékterou z rovin
uréenych normalou na vybrus a optickou osou krystalu thel 45°. P¥i zkfiZzenych polarizatorech
jsou interferenéni jevy doplitkové.
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Pfi rovnobéZném paprskovém svazku je ve vSech mistech drahovy rozdil stejny
a je roven

n? — n?
7 8o = =——9de /2,
() 0 nf-}-né \/

kde d je tlouStka jedné z obou stejnych destiCek, n, index lomu paprsku fadného,
n, index lomu paprsku mimofadného ve sméru kolmém k optické ose kiemene a ¢
uhel, ktery svird norméla na Savartlv kompenzator s optickou osou mikroskopu,
pficemZ za osu otaceni Savartova kompenzatoru povaZujeme prisecnici roviny vy-
brusu s rovinou uréenou ob&ma optickymi osami.

Odtud je ziejmé, Ze zménou sklonu Savartova kompenzatoru je moZno ménit
zbarveni zorného pole mikroskopu.

Zdvojeni y nastava v diisledku odchylky obou optickych os 0 90° a je dano vztahem

2 2
(8) y=ud\/2

ny + n3

Napft. zdvojeni y odpovidajici tloustce kfemennych destiCek 2 mm pfi hodnotach
indexu lomu ny, = 1,5442 a n, = 1,5533 je asi A = 1,5 n. RozliSovaci schopnost
objektivu se stfednim zvétSenim (45 x 0,65) se udava v technickych udajich asi
y = 0,82 p. Pouzitim interferenéniho okularu rozliSovaci schopnost mikroskopu
tedy podstatné nesniZime.

Na obr. 12 je fotografie Franconova interferenéniho okularu vyrobeného na pri-
rodovédecké fakulté UP v Olomouci.

Obr. 12. Interferenéni okular Frangonova typu.

Na obr. 13, 14, 15, 16 jsou mikrofotografie nékterych preparatli provedené timto
okularem.

Interferencni metody znamenaji velky pokrok v mikroskopii. VétSina interfero-
metri je vSak z hlediska vyrobnich ndkladl velmi draha a prace s nimi je pro pracov-
niky jednotlivych védnich oborl, napf. pro biology nebo 1ékate, velmi slozita, nebot
kaZdé pozorovani vyZaduje zvlastni sefizeni interferometru. Frangonlv interferencni
okular spliiuje vétSinu poZadavkd kladenych na pfistroj jak po strdnce pracovni,

72



Obr. 13. Zlom skla.



Obr. 14. Sklenény prasek zality v kanadském balzamu.



Obr. 15. Preparat asti tGstniho ustroji Niphargus zality ve formalinu.



Obr. 16. Preparat hlavy larvy komara Chaoborus zality v kanadském balzamu.



tak i po strance pouZitelnosti ve spojeni s béZnymi typy mikroskopil. Je trvale sefizen,
da se lehce vyménit a 1ze ho pouZit pro pozorovani velkych i malych objekti.

V soucasné dobé je Frangontiv interferencni okular vyrabén ve Francii firmou
Barbier-Barnard-Turene, Paris.
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Nejv&tsi radioteleskop

s anténou o priméru 300 m a o poloméru zakfiveni 260 m byl postaven v horském udoli
na Portoriku. Reflektor je pevné vestavén do tdoli, které ma uz od pfirody vhodny tvar. Z4fi¢ je
z hliniku a je zavé$en na tfech betonovych vézich postavenych na obvodu reflektoru. Nastavenim
z4fiCe 1ze ménit smér vyzafovani o 20° od svislého s vét§i pfesnosti neZ 1 minuta. Radioteleskop
umozni zachyceni signdli odraZenych od blizkych planet a za pfiznivych podminek i od Saturna
a Jupitera.

Sk

KFidla letadel

museji mit tvar a velikost odpovidajici rychlosti letu; proto rychla letadla maji velké startovaci

a pfistavaci rychlosti a potfebuji dlouhé rozjezdové drahy. Tento problém je zvla$f obtizny u nad-
zvukovych letadel. Pravdépodobné nejvyhodnéjdim feSenim bude letadio s malym pevnym delto-
vitym kfidlem a s pohyblivymi vy¢nélky k¥idel, které budou pfi startu otoleny do stran a pki
velkych rychlostech se budou otaéet dozadu, kde v krajni poloze vytvofi $ipovité kfidlo. Dosud
nedosazenym idedlem konstruktéra je vytvoreni letadla s pfipustnym rozsahem rychlosti 1 : 10.
Sk

Viiv elektrického pole na z€ernini fotografickych emulzi

pozorovany v r. 1959 prozkoumali sovétsti védci. Zjistili, Ze pfiloZeni elektrického pole inten-
zity 2 MV/cm zérovefi se svételnym impulsem zvétSuje u nékterych emulzi hustotu z&ernani

aZ 3X; u jinych pozorovali zfetelné zmenseni hustoty.
Sk

Stykafe s permanentnimi magnety

Bé&zné vzduchové stykace (elektromagneticky ovlddané spinace) potfebuji k udrZeni v zapnutém
stavu elektricky vykon. PouZije-li se na magneticky obvod material s velkou remanenci a s pfimeé-
fenou koercitivni silou, udrzi se styka¢ v zapnutém stavu sdm. Ovlddani je ponékud slozité&jsi,
zapina se stejnosmérnymi pulsy a vypina stfidavym proudem. Pot¥ebné elektronické prvky (odpor,
kondenzator, kfemikova dioda) jsou v§ak pomérné levné a vyhody (nehlu¢nost, Gspora proudu,
popt. i mensi opotiebeni kontaktl) v nékterych aplikacich vyvazi vy3si ndklady.

Sk
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