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Anotace: 

Cílem této bakalářské přáce bylo sestavení přípřavku přo destřukci živých buněk 

v blízkosti ohniska laseřového papřsku. Přvní část přáce se zabývá schématem apařatuřy 

a popisem jejích jednotlivých elementů. Dřuhá část je zaměřena na způsoby možného 

řízení pomocí ovládání lineářních posuvů a uzávěřky přogramem na PČ. Třetí část je o 

použití apařatuřy na biologických vzořcích a návřzích optimalizace aparatury. 

 

Annotation: 

The aim of this thesis was to assembly a device which would work as a tool for 

destruction of the living cells near the laser beam focus. First part of the thesis deals with 

scheme of the device and description of its individual elements. Second part is focused 

on possible ways of controlling linear translation stages and shutter by PC software. 

Third part is about using the actual device on biological materials and about suggested 

designs of optimization. 
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ÚVOD 

 

Obsahem te to bakala ř ske  přa ce je zdokumentova ní  přocesu na vřhu, sestavení  a 

otestova ní  apařatuřy, kteřa  v souc asnosti umoz n uje přoces ř í zene ho pos kozova ní  z ivy ch 

bune k v blí zkosti ohniska femtosekundove ho laseřu, a zdokumentova ní  dosavadní ch 

u spe chu  i neu spe chu , kteřy ch bylo př i přa ci s apařatuřou a be hem její ho postupne ho 

vyleps ova ní  a automatizova ní  dosaz eno. 

Čela  idea sestavení  apařatuřy na ř í zene  pos kozova ní  bune k laseřovy m papřskem 

byla iniciova na ze střany U stavu komplexní ch syste mu  na Fakulte  řyba ř ství  a ochřany 

vod (da le jen U KŠ). Př edstava U KŠ byla, z e se podař í  navřhnout zpu sob ř í zene ho 

pos kozova ní  bune k nařostly ch na sí ťka ch z řu zny ch typu  mikřovla ken a nanovla ken, bez 

pos kození  te chto sí te k. Pokud pak budou stejny m zpu sobem oza ř eny vzořky bez sí ťky a 

se sí ťkou, bude moz ne  pozořovat řozdí ly v řychlosti a zpu sobu řegeneřace te chto 

pos kození . Ší ťky z mikřovla ken a nanovla ken byly doda va ny U stavem přo nanomateřia ly, 

pokřoc ile  technologie a inovace na Technicke  univeřzite  v Libeřci 

Jelikoz  ja dřo zada ní  přa ce tkví  př edevs í m v uskutec ne ne  přakticke  

expeřimenta lní  c a sti, je v zde v te to pí semne  c a sti přezentova n př edevs í m zpu sob a 

přoces řealizace cele ho přojektu. Teořeticke  za klady obořu , kteře  s přací  př í mo souvisí  

(fyzika, automatizace, přogřamova ní ), jsou řozebřa ny dostatec ne  k pochopení  

přoblematiky, nejsou vs ak řozebí řa ny do hlubs í ch detailu , nez  je potř eba, a je k nim vz dy 

odkaz na liteřatuřu, kteřa  přoblematiku zevřubne  řozebí řa , a z kteře  bylo c eřpa no. Obořy 

jako biologie a nanotechnologie sice souvisí  s objektem zkouma ní , nejsou vs ak vzhledem 

k zame ř ení  přo tuto přa ci podstatne , a přoto nejsou v řa mci přa ce řozebí řa ny vu bec. 

Přa ce je řozde lena do tř í  hlavní ch celku  – sche ma apařatuřy, ř í zení  a pouz ití  

apařatuřy na řea lny ch vzořcí ch. Vhledem k přova zanosti celku  je v textu c asto 

odkazova no na text př edcha zejí cí , ale i text nadcha zejí cí . 
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1 SCHÉMA APARATURY 

Na obřa zku 1a je zjednodus ene  sche ma apařatuřy. Ta obsahuje opticke  c a sti 

zpřostř edkova vají cí  př í stup papřsku ke vzořku (na obř. 1-4) a c a stí  ř í zení  (6-9), kteře  

obsluhují  oteví řaní /zaví řa ní  uza ve řky a linea řní  posuv stolku se vzořkem (5). V te to 

kapitole budou střuc ne  zmí ne ny ne kteře  jednotlive  elementy, př edevs í m přvky opticke  

c a sti, neboť c a sti ř í zení  budou podřobne ji řozebřa ny v kapitole 2. Na obřa zku 1b je pak 

fotogřafie apařatuřy (její  dřuha  veřze - viz. kapitola 1.4).  

Dals í mi souc a stmi apařatuřy jsou jednoducha  řovinna  zřcadla dopřavují cí  

papřsek na uřc ene  mí sto a stolek s manua lní m veřtika lní m posuvem Štanda® 7VT147-5 

s řozsahem 5 mm. 

 

obr. 1a – zjednodušené schéma aparatury 

 



3 
 

 

obr. 1b – fotografie druhé verze aparatury se znázorněnou cestou paprsku 

1.1 ZDROJ 

Zdřojem laseřove ho papřsku je laditelny  Titan-Šafí řovy  laseř od fiřmy Špectřa-

Physics Špitfiře® Ace™. Jedna  se o ultřařychly  pulsní  laseř přacují cí  v mo du TEM00 a je 

nastaven tak, z e pařametřy papřsku jsou na sledují cí : 

Hodnota vlnové délky (λ) je nastavena na 𝜆 =  800 nm, kteřa  odpoví da  fřekvenci 

𝑓 = 375 THz dle vztahu 

𝜆 =  
𝑐

𝑓
      (1.1.1) 

kde c je řychlost sve tla ve vakuu. 

Délka pulzu je 𝑇p  =  100 fs př i opakovací frekvenci fT = 1 kHz. 

Výkon laseřu je P = 4 W. Jedna  se vs ak o vy stupní  vy kon laseřu. Přotoz e je papřsek 

pomocí  zřcadel řozde len v labořatoř i na ne kolik řu zny ch přacovis ť a take  docha zí  ke 

ztřa ta m eneřgie př ed vstupem do apařatuřy (odřazivost zřcadel a přopustnost c oc ek je 

vz dy mens í  100%) je vy kon na vstupu do apařatuřy opřoti vy stupu laseřu sní z en ví ce nez  

10× (viz kapitola 3). 
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Šířka laserového paprsku není  jasne  ohřanic ena ; intenzita elektřomagneticke ho 

pole pouz ite ho laseřove ho papřsku (mo d TEM00) ma  v řovine  kolme  na sme ř s í ř ení  

Gaussovo řozde lení  [1, s. 392], z toho du vodu se zava dí  s í ř ka papřsku znac ena  𝐷(1 𝑒2⁄ ), 

její z  křajní  body jsou definova ny poklesem intenzity na 

𝐼 = 𝐼0 ∙
1

𝑒2      (1.1.2) 

kde I0 je maxima lní  intenzita na vřcholu papřsku (viz gřaf 1.1a). Ze vztahu 1.1.2 

lze dovodit, z e takto definovany  přu me ř 𝐷(1 𝑒2⁄ ) pokřy va  cca 86,5 % celkove ho vy konu 

papřsku: (1 −
1

𝑒2) ∙ 100% = 86,5%. 

Šířka použitého laserového paprsku je 𝐷(1 𝑒2⁄ ) = 10 mm.  

 

Graf 1.1a 

1.2 UZÁVĚRKA 

Za zdřojem laseřove ho papřsku je zař azena uza ve řka Uniblitz® VŠ14 (obř 1.2a), 

kteřa  zpřostř edkova va  př í stup papřsku do apařatuřy, a její z  ř í zení  je obstařa va no 

ovladac em Uniblitz® VMM-T1 Šhutteř Dřiveř/Timeř (ví ce kapitola 2.1). 

Dle [2] jsou pařametřy uza ve řky Uniblitz® VŠ14 na sledují cí  

(znac ení  vpřavo viz obř. 1.2b): 

Průměr clony uza ve řky 𝐷a = 14 mm. 

Zpoždění po přivedení signálu 𝑡d = 2 ms  (O-A) 
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Doba otevírání 𝑡o = 1,5 ms     (A-Č) 

Minimální doba setrvání 𝑡d = 2 ms   (Č-E) 

Doba zavírání 𝑡c = 3 ms    (E-G) 

Typická doba expozice 𝑡TEP ≥ 6,5 ms  (A-G) 

 

 

obr 1.2a uzávěrka Uniblitz® VŠ14, převzato z [2] 

 

 

obr. 1.2b časování uzávěrky, převzato z [2] 

1.3 FILTR 

K ř í zení  intenzity papřsku je za uza ve řku zař azen křokovy  filtř. Ten nebyl 

zakoupen novy , ale byl pouz it dostupny  z labořatoř e. Př edpoklad byl, z e se jedna  o filtř 

od fiřmy Thořlabs®, konkře tne  filtř NDL-10Š-4, ale př i me ř ení  u bytku vy konu za filtřem 

bylo zjis te no, z e hodnoty opticke  hustoty ODλ neodpoví dají  hodnota m v technicke  
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dokumentaci dle [3]. Z tohoto du vodu byly zjis te ny řea lne  hodnoty opticke  hustoty OD a 

třansmitance T (viz tab 1.3a) za pouz ití  na sledují cí ch vztahu : 

𝑇 =  
𝐼

𝐼0
      (1.3.1) 

 
𝐼

𝐼0
=

𝑃

𝑃0
      (1.3.2) 

𝑂𝐷λ =  log10
1

𝑇
    (1.3.3) 

I0 je intenzita papřsku vstupují cí ho do filtřu a I je intenzita papřsku, kteřy  přos el 

filtřem. Jejich pome ř odpoví da  pome řu vy konu P0 papřsku př ed vstupem do filtřu a 

vy konu P papřsku za filtřem (1.4.1). Lambda v indexu opticke  hustoty ODλ znac í , z e 

opticka  hustota je odlis na  přo řu zne  vlnove  de lky λ. Jelikoz  je λ v nas em př í pade  

neme nna , bude opticka  hustota da le znac ena jen jiz  jako OD. 

K me ř ení  vy konu papřsku byl pouz it př í střoj FieldMaxII-TOP™ a senzoř PM10X od 

fiřmy Čoheřent®. V tabulce 1.3a je patřne , z e přo kaz dy  křok filtřu byly přovedeny 3 

me ř ení  vy konu Pi, stanovena stř ední  hodnota vy konu �̅� a sme řodatna  odchylka σP dle 

vztahu: 

σ𝑃 = √
∑ (�̅�−𝑃𝑖)2𝑁

𝑖

𝑁∙(𝑁−1)
    (1.3.4) 

kde N je poc et me ř ení . I př i tak male m poc tu me ř ení  je σP mens í , nez  souc et chyb 

me ř a ku a senzořu dle přavidel o př enosu chyby (tab. 1.3b): 

 𝛿𝑍 = √(
𝜕𝑍

𝜕𝐴
𝛿𝑍)

2

+ (
𝜕𝑍

𝜕𝐵
𝛿𝑍)

2

+ ⋯ (
𝜕𝑍

𝜕𝑁
𝛿𝑍)

2

  (1.3.5) 

kde 𝛿𝐴 az  𝛿𝑁 jsou absolutní  chyby velic in A az  N. 

Pokud je funkce Z souc tem (řozdí lem), nebo souc inem (podí lem) př í mo me ř eny ch 

velic in, tak přo souc et a řozdí l platí , z e absolutní  chyba 𝛿𝑍 bude uřc ena vztahem 

𝛿𝑍(𝐴 + 𝐵 + ⋯ 𝑁) = √𝛿𝐴2 + 𝛿𝐵2 + ⋯ 𝛿𝑁2  (1.3.6) 

a přo souc in a podí l platí , z e řelativní  chyba 𝜉𝑍 bude uřc ena vztahem 

 𝜉𝑍(𝐴𝑥𝐵𝑦 … 𝑁𝑧) = √𝑥𝜉𝐴2 +  𝑦𝜉𝐵2 + ⋯  𝑧𝜉𝑁2  (1.3.7) 

kde 𝜉𝐴 az  𝜉𝑁 jsou řelativní  chyby velic in A az  N dle vztahu: 𝜉𝐴 =  
𝛿𝐴

𝐴
          (1.3.8) 
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Dle technicke  dokumentace [4,5] byly přo jednotliva  me ř ení  stanoveny absolutní  

a řelativní  chyby velic in A az  F (tab. 1.3b). 

A – kalibřace senzořu (ξA = 1%) 

B – řozlis ení  senzořu (δB = 0,3na sobek řozlis ení   0,3 mW) 

C – Čelkova  chyba senzořu 

D – kalibřace me ř a ku (ξD = 1%) 

E – řozlis ení  me ř a ku (δE = 0,3na sobek nejmens í ho dí lku stupnice) 

F – Čelkova  chyba me ř a ku 

Dle vztahu  1.3.3 a 1.3.6 pak byl stanoven odhad chyby δOD: 

𝛿𝑂𝐷 = √(
𝜕𝑂𝐷

𝜕𝑇
𝛿𝑇)

2

= √(
−1

𝑇 ln 10
𝛿𝑇)

2

   (1.3.9) 

 

tabulka 1.3a – Naměřené hodnoty výkonů před a za filtrem; směrodatná odchylka 

výkonu; transmitance a optická hustota stanovené z odhadu chyb dle tab. 1.3b 

 

 

tabulka 1.3b – Stanovení odhadu chyby měření výkonu 
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Zatí mco u nove ho křokove ho filtřu by me ly me la mí t OD „řozumne “ hodnoty (např . 

přo NDL-10Š-4: 0,1 / 0,2 / 0,3 / 0,4 / 0,5 / 0,8 / 1 / 2 / 3 / 4 [3]), tak zjis te ne  hodnoty OD 

takove mu stavu neodpoví dají . Mimo to, z e vy řobce a spřa vne  hodnoty nejsou zna my, tak 

jiz  př i zakomponova ní  filtřu do apařatuřy byly na filtřu patřne  dřobne  vady zpu sobene  

c asty m a zř ejme  i neopatřny m pouz í va ní m. V mí stech filtřu s nejvys s í  OD byla viditelna  

dřobna  mí sta, kde řeflexní  povřch zcela chybe l zř ejme  v du sledku vystavení  př í lis ne  

intenzite  papřsku (tyto c a sti filtřu nebyly př i přa ci vyuz ity). Přo dals í  pouz í va ní  

apařatuřy by bylo vhodne  pouz í t novy  filtř (ví ce viz kapitola 3.4) 

1.4 FOKUSACE 

Inteřakce laseřove ho papřsku s hmotou lze v za vislosti na intenzite  za ř ení , vlnove  

de lce a de lce expozice papřsku popsat c tyř mi mechanismy [6] - Fotochemicky , 

fototeřma lní , foto-ablace, plazmaticka  ablace. Jak bude da le uka za no, př i přa ci 

s apařatuřou se bude uplatn ovat pouze fototeřma lní  inteřakce u kteře  se uda va  [6], z e 

přobí ha  přo intenzity za ř ení  v řozsahu 101-106 W/cm2 (viz 1.4.1).  

Zatí mco vlnova  de lka, kteřa  uřc uje jak hluboko do vzořku je schopen papřsek 

přoniknout, je v nas em př í pade  neme nna  (800 nm), de lku expozice a intenzitu papřsku 

jsme schopni kořigovat. Intenzita za ř ení  Ie se take  ne kdy uda va  jako hustota za ř ive ho 

toku na jednotku plochy a je da na vztahem: 

𝐼𝑒 [
W

m2
] =

d𝛷e[W]

d𝑆 [m2]
    (1.4.1) 

kde 𝛷e je za ř ivy  tok a S je plocha, kteřou papřsek přocha zí . Intenzitu za ř ení  lze 

tedy řegulovat zme nou za ř ive ho toku (vy konu) papřsku (viz kapitola 1.3 - Filtř) a zme nou 

s í ř e papřsku (řesp. plochy př í c ne ho ř ezu papřsku). Ta je řealizova na přa ve  fokusací  

papřsku a vzda leností  vzořku od ohniska papřsku. 

Je nutne  si uve domit, z e př i fokusaci papřsku nedocha zí  k tomu, z e by v ohnisku 

c oc ky byla s í ř e svazku nekonec ne  mala , ny břz  se zde tvoř í  tzv. kaustika její z  s í ř ka a de lka 

je za visla  na vlnove  de lce sve tla a u hlu sbí havosti papřsku θ. Dle [7] lze řozme řy kaustiky 

uřc it na sledovne : 

𝑤0 =
2𝜆

𝜋𝜃
      (1.4.2) 

𝑅𝑍 =
𝜋𝑤0

2∙

𝜆
      (1.4.3) 



9 
 

kde w0 je nejmens í  moz ny  polome ř svazku, RZ je Rayleighova vzda lenost, kteřa  je 

definova na jako vzda lenost od nejuz s í ho mí sta svazku w0 (ohnisko) do mí sta, ve kteře m 

je plocha svazku dvakřa t ve ts í  nez  v nejuz s í m mí ste  (viz obř 1.4a). Ve vzda lenosti d>RZ 

lze s í ř ku svazku odhadnout z polome řu svazku wmax př ed vstupem do c oc ky s ohniskovou 

vzda lenosti f a linea řní  za vislostí  polome řu svazku na u hlu diveřgence θ: 

𝑑 =
𝑤𝑚𝑎𝑥

tan 𝜃
     (1.4.4) 

sin 𝜃 =
𝑤𝑚𝑎𝑥

√𝑤𝑚𝑎𝑥
2 +𝑓2

     (1.4.5) 

 

 

obřa zek 1.4a – Rozme řy kaustiky, př evzato a upřaveno z [7] 

Př i sestavova ní  a lade ní  apařatuřy dos lo k jedne  vy řazne  zme ne  zpu sobu fokusace 

papřsku. Du vodem te to zme ny je, z e se přvní  zpu sob fokusace uka zal jako zcela nevhodny  

(viz kapitola 1.4.1). 

1.4.1 Spojka – Rovinné zrcadlo 

Jako přvní  byl zpu sob fokusace přoveden pomocí  pouze dvou opticky ch c a stí  – 

spojky a řovinne ho zřcadla, kteře  ota c í  papřsek z polohy hořizonta lní  do polohy 

veřtika lní . Vy hodou tohoto uspoř a da n je jeho konstřukc ní  jednoduchost a to, z e lze vy s ku 

ohniska papřsku me nit vzda leností  spojky od zřcadla. To se vs ak take  uka zalo jako 

nevy hoda, přotoz e vz dy kdyz  musela by t apařatuřa demontova na, bylo nutne  tuto 

vzda lenost znovu přacne  nastavovat na pu vodní  hodnotu. Dals í  nevy hodou tohoto 

uspoř a da ní  je, z e je nutne  zařuc it, aby byla spojka peřfektne  kolma  na sme ř papřsku, coz  

se uka zalo vzhledem k c aste  manipulaci s apařatuřou z dlouhodobe ho hlediska jako 

te me ř  nemoz ne . 
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Du vod, přoc  bylo nakonec od tohoto uspoř a da ní  upus te no, byl vs ak ten, z e u hel 

diveřgence θ (1.4.5) kvu li velke  ohniskove  vzda lenosti c oc ky (150 mm) př í lis  maly , tedy 

i př í lis  dlouha  kaustika (1.4.3) a papřsek by tedy př í lis  intenzivní  na př í lis  dlouhe  

vzda lenosti (viz kapitola 3). Mens í  ohniskovou vzda lenost nebylo moz ne  pouz í t, přotoz e 

papřsek dopada  na zřcadlo jiz  c a stec ne  zu z eny  a př i mens í  ohniskove  vzda lenosti by tak 

mohlo dojí t k pos kození  zřcadla.  

 

obrázek 1.4.1a – uspořádání první verze fokusace paprsku 

 

obrázek 1.4.1b – fotografie první verze fokusace 
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1.4.2 Rozptylka – Spojka – Parabolické zrcadlo 

Jako leps í  pu sob fokusace se uka zalo uspoř a da ní  s pařabolicky m zřcadlem, kteře  

ř es í  ne kolik přoble mu  přvní  veřze (kap. 1.4.1). Bylo pouz ito pařabolicke  zřcadlo 

Thořlabs® MPD249-P01 s te me ř  3× mens í  ohniskovou vzda leností  (vlastní  ohniskova  

vzda lenost pařaboly je fz = 25,4mm, zda nliva  odřazova  ohniskova  vzda lenost fO je potom 

fO = 2fZ =50,8 mm) [8]. Rozs í ř ení m svazku pomocí  řozptylky a spojky byl jes te  ví ce 

zve ts en u hel diveřgence θ. Ohniska obou c oc ek musí  lez et v jednom bode  a vzda lenost 

mezi c oc kami musí  by t řozdí lem mezi ohniskovou vzda lenosti spojky (fŠ) a řozptylky (fR) 

– viz obř. 1.4.2a. Opřoti přvní  veřzi fokusace je zde přova de na vz dy jen řychla  kontřola, 

zda papřsek přocha zí  stř edem obou c oc ek a nastavitelny mi s řouby pařabolicke ho 

zřcadla je papřsek zaostř en. Dřz a k zřcadla je př imontova n k dřz a ku stolku a pokud je 

nutne  ho př ene st, není  tř eba pak vy s ku zřcadla znovu nastavovat. Pařabolicke  zřcadlo 

naví c nema  kulovou vadu [9]. 

 

obrázek 1.4.2a – uspořádání druhé verze fokusace paprsku 

 

1.4.3 Kalibrace/ostření 

Př ed kaz dy m pouz ití m je vz dy nutne  apařatuřu zkalibřovat. Zvla s te  pokud byl 

laseř dlouho v nec innosti a jednotlive  c oc ky a zřcadla v apařatuř e i na ceste  k ní  jsou 

vychladla , docha zí  k dřobny m odchy lení m od poz adovane ho sme řu papřsku. 

Postup kalibrace 

Vz dy pouz í vat dve  stí ní tka. Jedno na kontřolu cesty papřsku a dřuhe  pevne  

umí ste ne  za mí stem kontřoly. 
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a) Odstřanit filtř nacha zejí cí  se za uza ve řkou. Otevř í t uza ve řku (viz kapitola 

2.1). 

b) Papřsek musí  přocha zet stř edem uza ve řky a dopadat na stř ed řovinne ho 

zřcadla za spojkou – na stí ní tku uloz ene m na zřcadle by se me l přomí tnout 

vycentřovany  stí n dřz a ku spojky. (obřa zky 1.4.3a-c). 

c) Rovinne  zřcadlo za spojkou ota c ejí cí  papřsek o 90° je nastaveno. 

Nastavovat pouze v př í pade  neu spe s ne ho zaostř ení  v bode  e) 

d) Ští ní tko poloz it na stolek a stolek nastavit do nejniz s í  polohy nebo stolek 

odmontovat a stí ní tko poloz it na podestu. 

e) Pomocí  stavitelny ch s řoubu  nastavit pařabolicke  zřcadlo tak, aby papřsek 

maxima lne  zaostř en. 

Ostření 

Be hem nastavova ní  zřcadla by se me l v mí ste  ohniska objevit jasne  za ř ivy  bod 

(obřa zek 1.4.3d) a by t slys et vysoky  to n. Př esnost zaostř ení  ma  dva přojevy: Č í m 

př esne js í  je zaostř ení , tí m je to n hlasite js í  a v opticky nelinea řní m přostř edí  ohniska 

docha zí  ke geneřova ní  vys s í  hařmonicke , její z  obřaz je patřny  na stí ní tku (obř. 1.4.3e-g). 

Laseř je zaostř en pokud ma  tento obřaz tvař křuz nice.  

Na obřa zku 1.4.3f je vide t, z e obřaz ma  tvař křuz nice, ale ta je z jedne  střany 

oř í znuta . To je zpu sobeno tí m, z e na pařabolicke  zřcadlo dopada  papřsek ve spřa vne m 

u hlu, ale s posunutí m do střany. V tom př í pade  je tř eba nastavit řovinne  zřcadlo tak, aby 

papřsek dopadal na pařabolicke  zřcadlo celou svou plochou přu ř ezu a pak papřsek znova 

zaostř it. Fotogřafie na obřa zku 1.4.g jsou bohuz el pome řne  nekvalitní , ale je na nich vide t, 

z e papřsek je jiz  zaostř en le pe, utvoř ila se neoř í znuta  křuz nice. 

 

Vycentrovat vedení paprsku 
zrcadlem před uzávěrkou 
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Obrázek 1.4.3a – Vedení paprsku středem uzávěrky, středy čoček až na střed rovinného 

odkláněcího zrcadla 

 

 

Obrázky 1.4.3b a 1.4.3c – Nevycentrovaný a vycentrovaný stín držáku spojky 
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Obrázek 1.4.3d – Jasně zářivý bod ohniska paprsku s detailem na světle a ve tmě. 

(parametry focení –expozice 625ms na světle a 1s ve tmě/hloubka ostrosti 2,2/ISO 64)  

 

Obrázky 1.4.3e a 1.4.3f – Vlevo dopad nezaostřeného paprsku, vpravo paprsek zaostřen, 

ale oříznut špatným vedením na parabolické zrcadlo. 

 

 

Obrázek 1.4.3g – Paprsek před (A) a po (B) zaostření. 

 

Je tř eba zmí nit, z e obřaz papřsku př ed i po přu chodu ohniskem vykazuje uřc ite  

odchylky od idea lu. To mu z e by t zpu sobeno jednak nec istotami na optice, ale take  tí m, z e 

nez  se papřsek v labořatoř i dostane od zdřoje k apařatuř e, přocha zí  ví ce nez  deseti 
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řu zny mi c oc kami, polopřopustny mi a klasicky mi zřcadly. Jake koliv dřobne  vady na jejich 

optice se cestou nasc í tají  a přojeví  se na obřazu papřsku. 

2 ŘÍZENÍ 

V te to kapitole bude popsa na c a st apařatuřy zpřostř edkova vají cí  ovla da ní  

uza ve řky a linea řní ho posuvu. Ta se skla da  ze c tyř  c a stí : 

Ovladac  uza ve řky Uniblitz® VMM-T1 Šhutteř Dřiveř/Timeř (2.1) 

Motořizovany  linea řní  posuv Thořlabs® Z812 (2.2) 

Ovladac  linea řní ho posuvu Thořlabs® KDČ101 (2.3) 

PČ Šoftwaře (2.4) 

 

2.1 ŘÍZENÍ UZÁVĚRKY 

Na obřa zku 2.1a je ovladac  uza ve řky Uniblitz® VMM-T1. Př i sestavova ní  a lade ní  

apařatuřy byly pouz í va ny c a sti př ední ho panelu takř ka v cele m sve m řozsahu. Po 

zautomatizova ní  vs ak jiz  te chto c a stí  není  te me ř  potř eba, přoto budou popsa ny jen 

okřajove  – ví ce viz [10]. 

Předního panel VMM-T1 (obr. 2.1a) 

A (N.Č./N.O.) – dle [2] se pouz ita  uza ve řky otví řa  po př ivedení  signa lu a 

v nořma lní m stavu je zavř ena . Př epí nac em A lze tento stav obřa tit a stanovit, zda se 

ř í dí cí m pulsem bude uza ve řka oteví řat nebo zaví řat (N.Č. – nořmally closed; N.O. – 

nořmally  open). Tento př epí nac  lze pouz í t k manua lní mu oteví řa ní  a zaví řaní  uza ve řky 

např í klad be hem kalibřace. 

B (EXPOŠURE) – Pomocí  c tyř mí stne ho toc í tkove ho spí nac e (hodnoty 0–9999) a 

pe tipolohove ho př epí nac e s jednotkami c asu (0,1ms/1ms/10ms/100ms/1s) lze 

nastavit dobu expozice. Doba expozice tedy mu z e by t teořeticky od 100μs do 9999s. Je 

vs ak potř eba řespektovat omezení  uza ve řky, kteřa  ma  dopořuc enou minima lní  dobu 

expozice 6,5s (kap. 1.2) 

Č (DELAY) – Štejne  jako v B lze zde nastavit dobu přodlevy v př í pade , z e je 

nastaveno ví ceřo opakova ní  expozice (viz D). Štejne  jako v B je vs ak potř eba řespektovat 
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omezení  uza ve řky – dle [10] je minima lní  doba přodlevy 35ms a přo uza ve řky 

s přu me řem clony ve ts í m, nez  35 mm je doba přodlevy 100ms 

D (EXP. PREŠET) – Pomocí  dvoumí stne ho toc í tkove ho spí nac e lze nastavit poc et 

opakova ní  expozice nastavene  v B, kdy mezi expozicemi je přodleva nastavena  v Č. Pokud 

se D nastaví  na 00, opakuje se cyklus expozice/přodleva donekonec na. 

E (PRE/POŠT) – Př epí nac  uřc ují cí , zda je v cyklu expozice/přodleva přvní  

přovedena přodleva (PRE) nebo expozice (POŠT). 

F (AČTUATE) – Štisknutí m tlac í tka se spustí  cyklus expozice/přodleva dle 

nastavení  v A-E. 

G (REŠET) – Zřus ení  vs ech přobí hají cí ch funkcí  jednotky a vřa cení  vy stupu  

ovladac e na pu vodní  hodnoty signa lu . 

 

Obřázek 2.1a – Přední panel ovladače uzávěřky Uniblitz® VMM-T1 

 

Zadní panel VMM-T1 

Z vy stupu a vstupu  na zadní m panelu byly pouz ity pouze na sledují cí  c a sti: 

Za střc ka sí ťove ho napa jení  230 V/50 Hz 

7-pinovy  konektoř k př ipojení  uza ve řky Uniblitz® VŠ14 

B 

C 

F 

G 

E A 

D 
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Še řiovy  pořt RŠ-232Č DB-9 přo komunikaci s poc í tac em (viz kap. 2.4.2) 

 

Další parametry VMM-T1 

Př esnost c asovac e ξt = ±0,5 % (vs echny řozsahy) 

Zpoz de ní  signa lu c asovac e 𝑡d ≤ 20 𝜇𝑠 (typicky 2-7 μs) 

Doba přodlevy se řiove ho pořtu 𝑡s = 940 𝜇𝑠 

  

2.1.1 Definování způsobu expozice 

Tak jako filtř ř í dí  intenzitu za ř ení  papřsku, tak doba expozice te ř í dí  mnoz ství  

eneřgie E př edane  vzořku papřskem v mí ste  jeho dopadu. Pokud bychom chte li 

„vypalovat“ do vzořku pouze křuhove  stopy, tak by nastavova ní  te stac ilo, ale 

pokud chceme do vzořku vypa lit např í klad přuh (o definovane  př edane  eneřgii), 

tak se musí me uchy lit k jednomu z na sledují cí ch dvou zpu sobu . 

2.1.2 Kontinuální expozice 

Jední m ze zpu sobu , jak vystavit papřsku ve ts í  c a st vzořku, je be hem expozice 

vzořkem pohybovat. K tomu slouz í  linea řní  posuv, jez  bude ví ce řozebřa n v kapitola ch 

2.2, 2.3 a 2.4. Tento pohyb musí  mí t konstantní  řychlost posuvu vp. Na obřa zku 2.1.2a je 

na křes stopy vytvoř ene  pohybem vzořku př i expozici př i konstantní  řychlosti vp po dobu 

expozice te. De lka stopy, kde byl vzořek oza ř en po celou dobu expozice je pak da na 

zna my m vztahem: 

𝑠 = 𝑣𝑝 ∙ 𝑡𝑒     (2.1.2.1) 
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Obrázek 2.1.2a – Stopa paprsku při konstantní rychlosti pohybu vzorku během expozice 

 

Teořeticka  s í ř ka stopy Dp odpoví da  s í ř ce papřsku 𝐷(1 𝑒2⁄ ) v mí ste  dopadu, ale ne 

jiz  tak s í ř ka řea lne  viditelne  stopy ve vzořku. Ta je 𝐷(1 𝑒2⁄ ) pouze př í mo u me řna , tepelne  

u c inky laseřu se přojevují  vedení m tepla i mimo mí sto jeho dopadu. 

Mnoz ství  eneřgie E vzořku je konstantní  jen na ose x, přotoz e na ose z docha zí  k 

u bytku intenzity sme řem od stř edu papřsku (viz gřaf 1.1a) – du lez ite  vs ak je z e 

řozloz ení  př edane  mnoz ství  eneřgie E je na plos e 𝑆 = 𝑠 ∙ 𝐷𝑝 konzistentní . 

Čelkova  eneřgie př edana  vzořku je 

𝐸𝑐 = 𝑃 ∙ 𝑡e     (2.1.2.2) 

To jo vs ak eneřgie př edana  cele  oza ř ene  plos e, tedy plos e S a plos e Sk zac a tku a 

konce stopy, její z  plocha je da na vztahem: 

𝑆𝑘 =
1

4
𝜋𝐷𝑝

2      (2.1.2.3)  

V plos e Sk není  
𝑑𝐸

𝑑𝑡
 v ose x konstantní . Přoto je leps í  u přavou vztahu  2.1.2.1-3 a 

1.4.1 definovat intenzitu za ř ení  IŠ v plos e S (2.1.2.4) a plos nou hustotu eneřgie ωŠ 

v plos e S (2.1.2.5). 

𝐼𝑆 =  𝑃 ∙
𝑆

(𝑆+𝑆𝑘)2
    (2.1.2.4) 

𝜔𝑆 =  
𝐸𝑐∙𝑆

(𝑆+𝑆𝑘)2
     (2.1.2.5) 
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Př i pouz ití  kontinua lní ho posuvu lze nastavení m řychlosti vp snadno řegulovat c i 

dolaďovat hustotu plos ne  eneřgie 𝜔𝑆. Uřc itou nevy hodou je, z e se musí  poc kat, nez  

posuv na poz adovanou řychlost zřychlí , coz  se nakonec uka zalo jako znac ny  přoble m 

př i řealizaci ř í dí cí ho přogřamu (viz kap. 2.4.3). 

2.1.3 Kroková expozice 

Dřuhy m zpu sobem je vytva ř et stopu ve vzořku tak, z e se vzořek posouva  po 

maly ch u secí ch sd a v dobe , kdy se nehy be je vystaven papřsku po definovany  c as te. Č í m 

křats í  jsou u seky sd tí m ví c se blí z í  tvař stopy tvařu stopy z kap. 2.1.2 (Obřa zek 2.1.3 stopa 

A). To je vs ak c asove  na řoc ne js í  a jeden z poz adavku  U KŠ byl, aby vzořky byly v přostř edí  

labořatoř e po minima lní  c as. Po vylade ní  automatizace (kap. 2.5) by vs ak bylo moz ne  

pouz í t i tento zpu sob (stopa A), zatí m bych se vs ak př ikla ne l ke kompřomisu na obřa zku 

2.1.3a oznac ene m jako stopa B (𝑠𝑑 =
𝐷𝑝

2
). 

Přoble mem tohoto mechanismu je, z e dopř edu nelze zjistit př esnou s í ř ku papřsku 

(viz kapitola 3), přoto nelze př esne  odhadnout křok sd. Tento defekt by vs ak me l by t 

odstřane n tí m, z e se př i pouz í va ní  apařatuřy bude du sledne  zapisovat nastavena  vy s ka 

veřtika lní ho posuvu a po statisticke m vyhodnocení  se uřc í  zpu sob odhadnutí  s í ř ky 

papřsku v za vislosti na typu vzořku a nastavene  vy s ce stolku, řesp. se vy s ka stolku podle 

poz adovane  s í ř e stopy papřsku nastaví . 

Čelkove  mnoz ství  př edane  eneřgie lze dopoc í tat dle 2.1.2.2, plos na  hustota 

eneřgie 𝜔𝑆 jen přo jednotlive  pulsy expozice, přotoz e za lez í  na stupni př ekřytí  stop, a 

naví c vzořek mezi jednotlivy mi expozicemi chladne, coz  vytva ř í  novou nezna mou 

v oblasti zjis ťova ní  vlivu papřsku na bun ky. Přo jednotlive  stopy je 𝜔𝑆 da na vztahem: 

𝜔𝑆 =  
𝐸

𝑆
=

𝑃∙𝑡𝑒
1

4
∙𝜋∙𝐷𝑝

2
    (2.1.3.1) 
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Obrázek 2.1.3a – 3 typy stop realizované krokovou expozicí 

2.2 LINEÁRNÍ POSUV 

K posuvu stolku se vzořkem se pouz í va  linea řní  posuv Thořlabs® Z812, kteřy  ma  

na sledují cí  pařametřy [ví ce viz 11]: 

Typ motoru:      6VDČ Šeřvo 

Rozsah posuvu:      12 mm 

Rozsah rychlosti posuvu:    50 μm ∙ s−1 − 2,6 mm ∙ s−1 

Max. doporučená rychlost posuvu:   2,3 mm ∙ s−1(grafy 2.2b-c) 

Max. zřychlení :     4 mm ∙ s−2 

Minima lní  dosaz itelny  př í řu stkovy  pohyb  50 nm 

Minima lní  opakovatelny  př í řu stkovy  pohyb 200 nm 

 

Obřázek 2.2a – Lineářní posuv Z812 Převzato a upraveno z [11] 
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Graf 2.2b – Graf časového průběhu rychlosti při rychlosti do 2,3 mm ∙ s−1 

 

Graf 2.2b – Graf časového průběhu rychlosti při rychlosti nad 2,3 mm ∙ s−1 

 

2.3 ŘÍZENÍ LINEÁRNÍHO POSUVU 

K ř í zení  linea řní ho posuvu z kapitoly 2.2 slouz í  kontřoleř Thořlabs® KDČ101 

(obř. 2.3a). Je napa jen pomocí  UŠB hubu Thořlabs® KČH301, kteřy  mimo napa jení  

zpřostř edkova va  take  komunikaci s PČ. V př í loze na ČD a na webu www.thořlabs.com 

jsou dostupne  manua ly přo dva softwařy (APT a Kinesis) slouz í cí  ke komunikaci 

s KDČ101. Kvu li obsa hlosti manua lu  budou infořmace z te chto manua lu zde zmí ne ny jen 

okřajove  v mí stech, kteře  s nimi př í mo souvisí .  
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Obrázek 2.3a – Ovladač(e) posuvu KDC101 

 

Zatí mco softwaře Kinesis byl pouz í va n př edevs í m př i lade ní  apařatuřy, jelikoz  

sky ta  moz nost přogřamova ní  sekvencí  pohybu , a to i přo ví ce posuvu , tak nyní  je 

pouz í va n vy hřadne  syste m APT, řespektive jeho knihovny, kteře  jsou pouz ity v přogřamu 

obsluhují cí m apařatuřu (kap. 2.5) 

2.4 KOMUNIKACE MEZI BLOKY 

R í zení  obecne  lze přove st buď ovládáním nebo regulací. Ovla da ní  je ř í zení  bez 

zpe tne  vazby, řegulace je ř í zení  se zpe tnou vazbou, kdy se me ř í  velic ina a ta je 

pořovna va na s poz adovanou hodnotou [12, s .74]. Zjednodus ene  sche ma komunikace 

mezi jednotlivy mi bloky je zna zořne no na obřa zku 2.4a. Z ne ho je patřne , z e jediny  tok 

infořmace sme ř ují cí  k PČ je od ovladac e posuvu. Tohoto vstupu je moz ne  vyuz í t jako 

zpe tne  vazby a přoces automatizovat přincipem řegulace. Od tohoto zpu sobu bylo 

ustoupeno z du vodu  zmí ne ny ch v kapitole 2.5.1. 
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Obrázek 2.4a – Schéma komunikace mezi jednotlivými bloky řízení 

2.4.1 Lineární posuv – PC 

Komunikace mezi PČ a posuvem Z812 přobí ha  obousme řne  př es ovladac  KDČ101 

za pomocí  ovla dací ch přvku  ActiveX syste mu APT, kteře  poskytují  uz ivatelske  gřaficke  

řozhřaní  a přogřamovatelne  řozhřaní  (ví ce viz 2.5). 

2.4.2 Uzávěrka – PC 

Komunikace PČ s uza ve řkou přobí ha  skřz ovladac  VMM-T1 př es se řiovy  pořt RŠ-

232Č-DB9 a to jen ve sme řu PČVMM-T1. Na pořt je moz ne  poslat c tyř i moz ne  př í kazy: 

a) OPEN – Otevř í t uza ve řku 

b) ČLOŠE – Zavř í t uza ve řku 

c) TRIGGER – (odpoví da  AČTUATE v kapitole 2.1) 

d) REŠET – (odpoví da  REŠET v kapitole 2.1) 

Aby nebylo nutne  kontřolovat a řuc ne  me nit nastavení  expozice a přodlení  na 

ovladac i VMM-T1, jsou pouz í va ny pouze př í kazy OPEN/ČLOŠE. Jejich řealizace viz 

tabulka 2.4.2a 

 

Tabulka 2.4.2a – příkazy možné poslat na ovladač uzávěrky 
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2.4.3 Lineární posuv – Uzávěrka 

Jak je patřne  ze sche matu 2.4a nejsou ovladac e uza ve řky a linea řní ho posuvu 

přopojeny př í mo. Jejich komunikace tedy přobí ha  pouze viřtua lne  v řa mci softwařu (kap. 

2.5). Přopojení  např í mo je sice moz ne  pomocí  třiggeřovací ho kabelu, ale tento zpu sob 

komunikace nebyl řealizova n (zdu vodne ní  viz ní z e). 

Ovladac  posuvu KDČ101 mu z e pomocí  třiggeřovací ho vy stupu posí lat signa l na 

ovladac  uza ve řky v na sledují cí ch situací ch: 

a) Posuv je v pohybu (zme na nape tí  z 0 V na +5 V po dobu pohybu) 

b) Posuv dosa hl maxima lní  natavene  řychlosti (zme na nape tí  z 0 V na +5 V do 

zac a tku břz de ní )  

c) Přu chod předefinovanou pozicí  př i pohybu vpř ed (+5 V puls) 

d) Přu chod předefinovanou pozicí  př i pohybu vzad (+5 V puls) 

e) Přu chod předefinovanou pozicí  př i pohybu obe ma sme řy (+5 V puls) 

U vs ech zpu sobu  lze nastavit polařita, tedy jestli bude třiggeřovací  signa l 

vysla n př i řeakci na vzestupne  nebo sestupne  hřane . 

Vy hodou toho zpu sobu komunikace je znac na  řychlost a př esnost a moz nost 

vyuz ití  kontinua lní  expozice (2.1.2), nevy hodou pak to, z e je nutne  v softwařu vypřacovat 

algořitmus př epoc í ta va ní  předefinovany ch pozic otví řa ní  a de lku expozice je  nutne  me nit 

řuc ne  na ovladac i uza ve řky, přotoz e třiggeřovací  signa l funguje ke spus te ní  nastavene ho 

cyklu expozice/přodleva a není  jí m moz ne  př í mo kontřolovat oteví řa ní  a zaví řa ní  

uza ve řky. V neposlední  ř ade  není  v labořatoř i dostupny  vhodny  třiggeřovací  kabel a jeho 

zakoupení  jen z du vodu  vyzkous ení  bylo zavřhnuto. Nicme ne  tento zpu sob komunikace 

je moz ny  a za uřc ite  situace by mohl by t i teořeticky vhodny . 

2.5  SOFTWARE 

K ř í zení  uza ve řky, linea řní ho posuvu a jejich synchřonizace byl vytvoř en ovla dací  

přogřam v přostř edí  National Intřuments™ LabView na platfořme  Windows 10. Veřze 

přogřamu aktua lní  k datu odevzda ní  bakala ř ske  přa ce (18.04.2018) je na př iloz ene m ČD 

(přogřam/layout.vi). Přogřam je neusta le upřavova n a lade n, a přoto budou v te to c a sti 

zmí ne ny jen za kladní  přincipy fungova ní  přogřamu. Aktualizace přogřamu bude 

v budoucnu přobí hat dle př ipomí nek uz ivatelu  apařatuřy (kapitola 3). V souc asne  dobe  
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je nutne  spous te t přogřam v přostř edí  LabView, po schva lení  a dokonc ení  bude přogřam 

zkompilova n do spustitelne ho .exe soubořu. 

V přvní  c a sti kapitoly (2.5.1) je zdu vodne ní , přoc  nebyl řealizova n zpu sob 

kontinua lní  expozice. V dřuhe  c a sti kapitoly (2.5.2) je popsa na obsluha přogřamu 

v aktua lní  veřzi a vize, jak by me l vypadat přogřam a jeho obsluha v budoucnosti. 

V dals í ch c a stech kapitoly jsou popsa ny jednotlive  c a sti přogřamu a na vřhy jeho 

budoucí ch vyleps ení . 

2.5.1 Prošlapávání slepých uliček 

Pu vodne  me l uz ivatel apařatuřy moz nost zvolit, zda chce pouz í t kontinua lní  nebo 

křokovou expozici (viz kap. 2.1.2 a 2.1.3) Přvní  moz ny  zpu sob byl pouz ití m zpe tne  vazby 

metodou GetPosition(), tedy zjis te ní  toho, v kteře  pozici se posuv zřovna nacha zí . 

Rychlost zí ska va ní  te to infořmace byla zjis te na tak, z e byla spus te na metoda posunutí  na 

pozici 10 mm př i řychlosti 2 mm.s-2 a zřychlení  4 mm.s-2, a za řoven  byla spus te na smyc ka, 

kteřa  dotazovala hodnotu aktua lní  pozice a pořovna vala ji s hodnotou 10 mm. Po 

dosaz ení  te to hodnoty (tedy zastavení  posuvu a zjis te ní , z e posuv je v pozici 10 mm) byla 

smyc ka zastavena a zobřazena hodnota, kolikřa t smyc ka přobe hla. Bylo zjis te no, z e 

smyc ka přobe hla na 10 mm zhřuba 800-900×. To odpoví da  řozlis ení  hořs í  nez  10μm. 

Bylo tedy jes te  přovedeno me ř ení  přo uřc ení  př esnosti řozlis ení . Byl spus te n posuv do 

pozice 5 mm a po dosaz ení  maxima lní  řychlosti 2 mm.s-2 př i zřychlení  4 mm.s-2 byla 

spus te na smyc ka ukla dají cí  hodnoty aktua lní  pozice do pame ti. Tyto hodnoty pak byly 

vyexpořtova ny a vyhodnoceny (viz př í loha na ČD „add/ResolutionTest.xlsx“). Z dat 

vyply va , z e př i pouz ite  řychlosti byla hodnota nac tena v přu me řu jednou za 12,3μŠ ale 

s odchylkou az  ke 30 %. Z du vodu nestability přocesu byl tento zpu sob zavřhnout, byl by 

vs ak zř ejme  uplatnitelny  př i vy znamne  mens í ch řychlostech. Př i te ch by bylo ovs em 

nutne  pouz í t jiní  typ filtřu přo zmens ení  intenzity za ř ení  papřsku př i zachova ní  stejne ho 

mnoz ství  př edane  eneřgie. Naví c př i vy znamne m sní z ení  intenzity za ř ení  by mohli by t 

u c inky laseřu jine , nez  poz adovane  (kapitola 3). 

Dals í  moz ností , jak zachovat metodu kontinua lní  expozice je c asovou 

synchřonizací  opeřací . Tedy př ed spus te ní m posuvu spoc í tat nikoliv, kde se bude posuv 

nacha zet př i dosaz ení  sta le řychlosti, ale kdy se tam bude nacha zet. Po spus te ní  posuvu 

zapnout c asovac , ve stanoveny  c as otevř í t uza ve řku a v dopoc teny  c as zac a tku břz de ní  
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uza ve řku zavř í t. Ac koliv se domní va m, z e jsem vs e synchřonizoval spřa vne , tak tento 

zpu sob napřosto nefungoval. Uza ve řka se sice oteví řala na spřa vnou dobu, ale se 

zpoz de ní m, kteře  naví c nebylo vz dy stejne . Ne kdy se zda lo, z e se otevř ela vc as a ne kdy az  

po zastavení  posuvu. Vysve tluji si to tí m, z e po zavola ní  funkce zodpove dne  za posuv na 

pozici uplyne k její  řealizaci pokaz de  jiny  c as. Moz na  by byl tento zpu sob řealizovatelny , 

kdyby se objevil schopny  přogřama toř, kteřy  př is el na jiny  zpu sob synchřonizace. 

2.5.2 Obsluha programu 

Př ed spus te ní m přogřamu musí  by t zapnuty  ovladac  uza ve řky i ovladac  posuvu. 

Přotoz e poc í tac  př iř azeny  k apařatuř e nema  se řiovy  pořt, byla pouz ita ředukce z RŠ-232 

na UŠB. Bohuz el tato ředukce zpu sobuje, z e pořt funguje jen se zastařaly mi ovladac i, tedy 

pokud bude př ipojen jiny  poc í tac , je tř eba buď přopojení  bez ředukce nebo pouz í t 

ovladac e stejne  jako jsou na př iř azene m poc í tac i. Vzhledem k tomu, z e vyř es ení  

přoble mu komunikace PČ s ovladac em uza ve řky př es ředukci zabřalo ne kolik desí tek 

hodin c asu, př ikla ne l bych se spí s e k vařiante  pouz ití  poc í tac e se se řiovy m vstupem a 

standařtní ho se řiove ho kabelu RŠ-232Č DB-9. 

Přogřam se oteví řa  v přostř edí  LabView, přo jeho spus te ní  je nutne  kliknout na 

ikonu vyznac enou na obřa zku 2.5a. 

Po spus te ní  přogřam zkontřoluje, zda je posuv na nulove  pozici, Pokud není , sa m 

se do te to pozice „zapařkuje“. Be hem te to c a sti je aktivní  za loz ka přogřamu oznac ují cí , z e 

přogřam přacuje (obř. 2.5b) 

Na sledne  je uz ivatel vyzva n k vizua lní  kontřole, zda je posuv skutec ne  v nulove  

pozici (obř. 2.5c). Pokud není , př epne uz ivatel spí nac  do pozice „ŠTART HOMING“. Po 

stisknutí  tlac í tka „OK“ dojde dle pozice př epí nac e k nove mu pařkova ní  posuvu a posunu 

k dals í  c a sti přogřamu nebo jen k posunu do dals í  c a sti. Tento křok bude zř ejme  

v budoucnosti odstřane n, přotoz e po poslední  opřave  přogřamu jiz  dels í  dobu nedocha zí  

k chyba m pařkova ní  posuvu. 

Na dals í  za loz ce přogřamu (obř. 2.5d) uz ivatel zada va  zme ř enou hodnotu vy konu 

papřsku za filtřem a na sledne  buď poz adovanou eneřgii E př edanou vzořku v jednom 

pulsu (otevř ení  a zavř ení  uza ve řky, nikoliv pulsu laseřu o de lce 100fs) nebo poz adovanou 

de lku expozice v jednom pulsu. Zby vají cí  hodnoty jsou okamz ite  př epoc í ta ny. Da le zde 

uz ivatel zada va  de lku křoku mezi exponovany mi mí sty (odpoví da  vzda lenosti sd za 
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kapitoly 2.1.3). V přave  c a sti za loz ky je moz ne  zadat zvy s ení  poc tu pulzu  a přodlevu mezi 

pulsy v jednom mí ste  vzořku. 

Na dals í  za loz ce přogřamu (obř. 2.5de uz ivatel zada va , kolik křoku  (puls nebo 

pulsy s přodlevou) bude přovedeno, tedy jaka  bude de lka stopy. Ta je oznac ena 

v přogřamu jako X. Je zde take  uka za no, jak dlouho bude cely  cyklus třvat. Po stisknutí  

tlac í tka „ŠTART“ je přoveden nastaveny  cyklus „puls(ví cepuls)/př esun o křok da l“ a 

posuv je vřa cen na nulovou hodnotu. Po stisknutí  tlac í tka „ŠETUP“ je uz ivatel vřa cen na 

kařtu nastavení  z obřa zku 2.5d. 

 

Obrázek 2.5a – spuštění programu v prostředí LabView 

 

 

Obrázek 2.5b – záložka programu značící, že program pracuje 
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Obrázek 2.5c – záložka programu se zadáním sériového portu počítače a vyzváním 

k vizuální kontrole zaparkování posuvu v nulové pozici 

 

 

Obrázek 2.5d – záložka programu se zadáním hodnot nutných k výpočtu parametrů 

expozice 
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Obrázek 2.5e – záložka programu s nastavením délky stopy a tlačítkem spuštění posuvu a 

tlačítkem, které vrací na záložku z obrázku 2.5c 

 

2.5.3 Inicializační část programu 

Po spus te ní  přogřamu je nava za na komunikace se se řiovy m pořtem (př í loha na 

ČD „přogřam/VIŠAinit.vi“) a nava za na komunikace s ovladac em posuvu KDČ101 

př iř azení m unika tní ho se řiove ho c í sla (př í loha na ČD „add/přogřam/APTinit.vi“). 

Zavola ní m metody přo zjis te ní  pozice se zkontřoluje, zda je posuv v nulove  pozici. Pokud 

není , je zavola na metoda kalibřace nulove  pozice (Homing). Be hem „pařkova ní “ posuvu 

je kontřolova na aktua lní  pozice a tepřve, kdyz  se řovna  nule, je uz ivatel př ipus te n k dals í  

c a sti přogřamu. 

2.5.4 Zpracování zadaných hodnot 

Přogřam v řea lne m c ase př epoc í ta va  hodnoty zada vane  uz ivatelem. Přotoz e 

uz ivatel v tuto chví li neví , jaka  je př esna  s í ř ka papřsku (viz kapitola 3.2), je zobřazena 

pouze hodnota celkove  př edane  eneřgie vzořku, a nikoliv její  plos na  hustota. Hodnota je 

spoc tena s ohledem na ztřa tu vy konu papřsku př i přu chodu apařatuřou (viz kapitola 

3.4). Dle nastavene  hodnoty de lky křoku a uřc í  c asovou přodlevu ti mezi expozicemi, tedy 

jak dlouho bude třvat posuvu př esun. Je zavola na metoda nastavení  řychlosti a zřychlení  

posuvu s fixní mi pařametřy 𝑣 = 2mm ∙ s−1, 𝑎 = 4mm ∙ s−2 (př í loha na ČD 

„add/přogřam/ŠetVel.vi“). 
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Použité proměnné při realizace posuvu 

Nk – poc et křoku  o vzda lenost s 

s – de lka křoku 

Ni – poc et pulzu  expozice v řa mci jednoho mí sta vzořku 

ti – doba třva ní  př esunu posuvu o křok s 

to – zadana  doba c eka ní  mezi pulzy expozice v řa mci jednoho mí sta vzořku 

 

2.5.5 Synchronizace posuvu a uzávěrky 

Po stisknutí  tlac í tka „ŠTART“ (viz obřa zek 2.5f): 

1. Špus te na sekvence A o dvou sní mcí ch. 

2. V přvní m sní mku A spus te na smyc ka Nk (opakova na Nk-křa t). 

3. Šmyc ka Nk je tvoř ena podsekvencí  B o dvou sní mcí ch 

4. V přvní m sní mku B je zavola na funkce posuvu o de lku s 

5. Po dokonc ení  posuvu je spus te n dřuhy  sní mek B, ne mz  je spus te na smyc ka Ni 

6. Šmyc ka Ni je tvoř ena podsekvencí  Č o c tyř ech sní mcí ch 

7. V přvní m sní mku Č je otevř ena uza ve řka (viz př í loha na ČD 

„přogřam/open.vi“) 

8. V dřuhe m sní mku Č přogřam spous tí  c asovac  zpoz de ní  o de lce třva ní  ti 

9. Ve tř etí m sní mku Č je zavř ena uza ve řka (viz př í loha na ČD 

„add/přogřam/close.vi“) 

10. Ve c tvřte m sní mku Č přogřam spous tí  c asovac  zpoz de ní  o de lce třva ní  to 

11. Ni-křa t opakova ní  bodu  6-7 

12. Nk-křa t opakova ní  bodu  4-11 

13. Po dokonc ení  smyc ky Nk je spus te n dřuhy  sní mek sekvence A – vřa cení  posuvu 

do nulove  pozice. 

14. Moz nost tlac í tkem „ŠTART“ opakovat body 1-13 nebo se vřa tit k nastavení  

pařametřu stisknutí m tlac í tka „ŠETUP“ 
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Obřa zek 2.5f – Šche ma synchřonizace posuvu a uza ve řky 

2.5.6 Návrhy vylepšení programu 

Ac koliv je přogřam v souc asne  dobe  plne  pouz itelny , třpí  sta le ř adou neduhu . 

V přvní  ř ade  je tř eba ve spolupřa ci s uz ivateli apařatuřy stanovit ne kteře  pařametřy, 

kteře  by usnadnili automatizaci cele ho přocesu. Jedna  se př edevs í m o stanovení  s í ř e 

papřsku, kteřa  je za visla  na nastavene  vy s ce manua lní ho veřtika lní ho posuvu a typu 

vzořku (viz kapitola 3.2-3.4). Bohuz el se take  uka zalo, z e i zpu sob expozice křokovy m 

posuvem ma  sva  omezení , a to př edevs í m kvu li tomu, z e přostř edí  LabView neumoz n uje 

c asovaní  v mens í m řozlis ení  nez  1ms. Pokud by bylo poz adova no stanovení  plos ne  

hustoty př edane  eneřgie s ve ts í  př esností , nez  jakou apařatuřa poskytuje nyní , bude 

tř eba př esne ji nastavovat vy kon papřsku na vstupu do apařatuřy (viz 3.4). Z vy s e 

zmí ne ny ch du vodu  bude moz na  do přogřamu ope t vloz ena moz nost kontinua lní ho 

posuvu.  

Dals í m vyleps ení m by bylo ovla da ní  dřuhe  hořizonta lní ho posuvu, takz e by bylo 

moz ne  vytva ř et ve vzořku ví ce stop v definovany ch řozestupech. 

Přogřam sice v souc asnosti přacuje bezchybne , př esto by bylo vhodne  do ne j 

implementovat sledova ní  př í padny ch chybovy ch hla s ení . 
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3 POUŽITÍ APARATURY NA REÁLNÝCH VZORCÍCH 

Přu be h testova ní  apařatuřy na z ivy ch vzořcí ch přobí ha  o zac a tku ve spolupřa ci 

s labořatoř í  tka n ovy ch kultuř na U KŠ (Š a řka Beřanova , Pavlí na Tla skalova ) a za 

konzultace s vedení m U KŠ (Dipl.-Ing. Petř Čí sař , Ph.D.) a panem ing. Ví te zslavem 

Bř ezinou, ČŠc. 

3.1 POŽADAVKY 

Šhřnutí  pu vodní ch cí lu  pokusu  (dle poz adavku  U KŠ) na z ivy ch bun ka ch byly 

na sledují cí : 

1. Modelovat popa lení  bune c ne  vřstvy a na sledne  zhojení  popa lene  řy hy 

2. Definovat stupen  pos kození  bune k přo řu zne  stupne  oza ř ení  

3. Zme ř it řychlost řegeneřace „popa lene  jizvy“ jako funkci přu niku okolní  

neoza ř ene  populace dovnitř  „jizvy“ (není  př edme tem te to přa ce) 

4. Modelovat popa lení  bune c ne  populace nařostle  na mikřovla knove  a 

nanovla knove  sí ťce 

5. Vyhodnotit zpu sob řegeneřace bune k na sí ťka ch řu zne  kvality (není  

př edme tem te to přa ce) 

V př edes ly ch kapitola ch byly nastí ne ny metody, kteře  me ly ve st k naplne ní  

zmí ne ny ch cí lu , v te to kapitole bude popsa na přoblematika plne ní  te chto cí lu  a jak se tyto 

cí le podař ilo, nepodař ilo, dař í , c i nedař í  napln ovat. 

3.2  STANOVENÍ VERTIKÁLNÍ POZICE OHNISKA – TESTOVÁNÍ SUCHÝCH VZORKŮ 

Jes te  př ed testova ní m na z ivy ch vzořcí ch bylo be hem sestavova ní  a lade ní  

apařatuřy potř eba otestovat, zda je moz ne  dostatec ne  př esne  uřc it polohu veřtika lní  

polohu ohniska a jak př esne  je tř eba ji stanovit. Tyto testy přobí haly př edevs í m na 

apařatuř e s jednoduchou fokusací  spojkou a zřcadlem (viz 1.4.1). 

Zjis ťova ní  polohy ohnisko bylo přovedeno tak, z e na podloz ní  mikřoskopove  

sklí c ko byla nanesena pokoz ka vnitř ní  střany př eme ne ne ho listu cibule. Tí mto zpu sobem 

bylo vytvoř eno 7 vzořku . Kaz dy  vzořek s pokoz kou př eme ne ne ho listu cibule byl vz dy 

vystaven laseřu o uřc ite m vy konu po uřc itou dobu expozice (viz tab. 3a) a to desetkřa t 

v řozestupech cca 500 μm. Pote  byl vzořek posunut o 1 mm do střany a o 250 μm do 

vy s ky a znovu desetkřa t v řozestupech 500 μm vystaven laseřu o dane m vy konu po 
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danou dobu. To vs e celkem deve tkřa t od vy s ky h0 = 0 mm po h8 = 2 mm. Vs echny laseřem 

„vypa lene “ otvořy ve vzořcí ch me ly elipsoidní  tvař o velikosti zhřuba 45×85 μm. 

Vyhodnocení  vzořku  viz ní z e obřa zky 3.2a-k. 

Vzorek # P [mW] t [ms] 

1 12 50 

2 a 4 12 100 

3 a 5 12 200 

6 41 100 

7 41 50 

Tabulka 3a – Výkon paprsku a doba expozice pro vzorky 1-7 

 

Obrázek 3.2a - VZOREK #3: P = 11,5 mW, t = 200 ms 

Jediný nalezený otvor v buňce nacházející se těsně nad středem fotografie. 

U Vzorků #1 až #5 se otvory nepodařilo nalézt 

 

Obrázek 3.2b - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h0 = 0,00 mm 
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Neznatelné otvory v buňkách, viditelné změny na buňkách 

 

Obrázek 3.2c - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h1 = 0,25 mm 

Hůře viditelné otvory v buňkách, změny na buňkách nezasažených paprskem 

 

 

Obrázek 3.2d - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h3 = 0,75 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, změny na buňkách nezasažených paprskem 
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Obrázek 3.2e - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h4 = 1,00 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, změny i na buňkách nezasažených paprskem, poškození 

podložního sklíčka 

 

Obrázek 3.2f - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h3 = 0,75 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, změny na buňkách nezasažených paprskem, těžké 

poškození podložního sklíčka 
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Obrázek 3.2g - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h0 = 0,00 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, oproti vzorku #6 beze změn na buňkách nezasažených 

paprskem 

 

Obrázek 3.2h - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h1 = 0,25 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, oproti vzorku #6 beze změn na buňkách nezasažených 

paprskem 
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Obrázek 3.2i - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h3 = 0,70 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, oproti vzorku #6 beze změn na buňkách nezasažených 

paprskem 

 

Obrázek 3.2j - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h4 = 1,00 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, oproti vzorku #6 beze změn na buňkách nezasažených 

paprskem, drobné tečky na okrajích otvorů, zřejmě poškození podložního sklíčka 
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Obrázek 3.2k - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h5 = 1,25 mm 

Jasně viditelné otvory v buňkách, oproti vzorku #6 beze změn na buňkách nezasažených 

paprskem, poškození podložního sklíčka 

 

Př i vyhodnocova ní  vzořku  pod mikřoskopem bylo vzhledem k velky m 

řozestupu m te z ke  řozlis it, kteře  stopy ve vzořku př í slus ejí  kteře  vy s ce nastavení  stolku. 

Poznatku  o pos kození  vzořku vs ak bylo pouz ito v kapitole 3.3. Přo dals í m pokusu o 

stanovení  vy s ky ohniska byl vytvoř en vzořek #8 s pokoz kou cibule, kteřy  byl vystaven 

papřsku o vy konu 41mW po dobu 50ms, pak byl vzořek posunut o 50μm od střany a 

30μm do vy s ky a tento přoces zopakova n 20×. Z obřa zku 3.2l je patřne , z e hloubka 

ostřosti papřsku byla zhřuba 300 μm. Mimo tuto vzda lenost docha zelo buď 

k nedostatec ne mu pos kození  vzořku nebo pos kození  podloz ní ho sklí c ka. Velka  hloubka 

ostřosti take  zpu sobovala, z e př i testech na křabic ka ch ve kteřy ch me ly by t doda va ny 

vzořky, docha zelo k pos kození  jejich plastovy ch vřs ku . 

Kvu li velke  hloubce ostřosti a přoble mu m s nastavení m fokusac ní ch přvku  tak, 

aby nedocha zelo ke zdefořmovany m elipsoidní m stopa m, bylo řozhodnuto uchy lit se 

k fokusaci pařabolicky m zřcadlem (1.4.2) 
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Obrázek 3.2l - VZOREK #8: P = 41,0mW, t = 10ms  

 

Po př ede la ní  apařatuřy na fokusaci pařabolicky m zřcadlem se podař ilo vyř es it 

přoble my s tvařem stopy a př í lis nou hloubkou ostřosti a zac alo se s testy na „mokřy ch 

vzořcí ch“, tedy z e byly simulova ny řea lne  vzořky, kteře  byly doda va ny ve sklene ny ch 

miska ch s me diem. Př i přu chodu fokusovane ho papřsku s indexem lomu ve ts í m nez  

index lomu vzduchu (plastovy  vřs ek křabic ky a př edevs í m medium v křabic ce) docha zí  

k posunutí  ohniska papřsku sme řem dolu , a tak musela by t konstřukce apařatuřy 

ne kolikřa t př ede la va na, aby bylo moz ne  vzořek do ohniska vu bec umí stit. Aby bylo tedy 

moz ne  vz dy př esne  definovat, kde se ohnisko nacha zí , je tř eba, aby křabic ky byly 

naplne ny pokaz de  stejny m mnoz ství m me dia. Přo řu zna  me dia se naví c poloha ohniska 

mu z e lis it, pokud se budou lis it jejich indexy lomu sve tla. 

3.3  STANOVENÍ VHODNÉ INTENZITY A EXPOZICE – TESTOVÁNÍ ŽIVÝCH VZORKŮ 

V kapitole 3.2 jsou uvedeny fotogřafie vzořku  vystavene  dve ma řu zny m 

intenzita m za ř ení  př i tř ech řu zny ch doba ch expozice. Po otestova ní  na vzořcí ch v me diu 

bylo zjis te no, z e přo “mokře “ vzořky je tyto hodnoty nutno př ehodnotit. Př i pa lení  do 

vzořku bez pohybu stolku je nutne  pouz í vat jen křa tke  pulsy, jinak se v me diu tvoř í  

bublinky, kteřa  pak řozptylují  papřsek. Př i sní z ení  intenzity se sice netvoř í  bublinky, ale 

medium „stí ha “ odva de t teplo mimo pa lene  mí sto a bun ky vzořku jsou pak vlastne  
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„vař eny“ v me diu, nez  aby byly odstřane ny papřskem. Přotoz e byl vznesen poz adavek, 

aby me la vypa lena  stopa s í ř ku alespon  jako tř i bun ky (40-60 μm moz no i s iřs í ) uka zalo 

se jako idea lní  ř es ení  umí stit ohnisko pod plochu vzořku.  Ohnisko papřsku, kteře  se 

nacha zí  mimo me dium, netvoř í  v me diu bublinky a př i křa tky ch expozicí ch nedocha zí  

k pos kození  dna křabic ky. Š í ř ka dopadají cí ho papřsku se umí ste ní m ohniska do niz s í  

polohy zve ts í . Vy kon papřsku za filtřem okolo 50 mW je přo odstřane ní  bune k dostac ují cí  

př i s í ř ce papřsku kolem 50μm dostac ují cí . Ovs em př i zme ne  s í ř ky dopadají cí ho papřsku 

je ope t nutne  poc í tat s tí m, z e se me ní  plos na  hustota př edane  eneřgie, tedy přo s iřs í  

stopu je přo zachova ní  plos ne  hustoty eneřgie nutno zvy s it. 

Ní z e uka zky pos kození  a zařu sta ní  z ivy ch vzořku  (ví ce viz př í loha na ČD „add/z ive  

vzořky/*.*“ 

 

Obrázek 3.3a – První úspěšné poškození živého vzorku kontinuálním posuvem 
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Obrázek 3.3b-d – Zarůstání kruhové stopy (1hod., 5hod. a 10hod. po vypálení) 

 

 

Obrázek 3.3e-g – Zarůstání pruhové stopy (1hod., 5hod. a 10hod. po vypálení) 

 

3.4  STANOVENÍ PLOŠNÉ HUSTOTY ENERGIE A ÚBYTKU VÝKONU PAPRSKU NA 

APARATUŘE 

V cele  přa ci je ne kolikřa t zmí ne na plos na  hustota eneřgie ωŠ definovana  jako 

mnoz ství  eneřgie E dopadají cí  na plochu S. Je nutne  zmí nit, z e tato eneřgie da na 

intenzitou za ř ení  papřsku dopadajícího na plochu vzořku, nikoliv eneřgie papřsku 

absorbovaná vzořkem. Jiste  by bylo zají mave  (a v řa mci dals í ho vy zkumu vlivu 

laseřove ho papřsku na z ive  bun ky zř ejme  i nutne ) zjistit, jaka  c a st eneřgie je tí mto 

zpu sobem bun kami ve skutec nosti absořbova na. V řa mci te to přa ce vs ak uřc ení  ωŠ slouz í  

jen jako přostř edek stabilizace přocesu. Přo tento přoces stabilizace dokonce není  ani 
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nutne  zna t s co nejve ts í  př esností  hodnotu ωŠ, ale s co nejve ts í  př esností  zařuc it její  

neme nnost. Toho lze dosa hnout pomocí : 

1. zdokonalení  uřc ení  s í ř ky dopadají cí ho papřsku v mí ste  vzořku 

2. př esne js í  nastavení  vstupní ho vy konu laseřove ho papřsku 

 

Ad 1. Př esne  uřc ení  s í ř ky papřsku přo řu zne  vy s ky veřtika lní ho posuvu a přo 

řu zne  typy vzořku  lze dosa hnout pouze tí m, z e se na apařatuř e přovede dostatec ny  poc et 

me ř ení  přo řu zne  vy s ky nastavení  veřtika lní ho posuvu, a to přo vs echny pouz í vane  typy 

vzořku . K dostatec ne mu poc tu me ř ení  nedos lo př edevs í m z toho du vodu, z e kvu li ř es ení  

řu zny ch technicky ch obtí z í  a c asove  vytí z enosti byl cely  přoces zautomatizova n az  

koncem bř ezna 2018. Do te  doby bylo nutne  z velke  c a sti obsluhovat apařatuřu manua lne  

a exponova ní  vzořku  tak bylo pome řne  sloz ite  a c asove  na řoc ne . Idea lní  přo uřychlení  

dals í  přa ce by bylo poř í zení  leps í ho veřtika lní ho posuvu nebo dokonce jeho 

motořizovanou veřzi, kteřa  by mohla by t ř í zena pomocí  vytvoř ene ho softwařu. 

Ad 2.  Přotoz e vy kon papřsku na vstupu do apařatuřy není  sta ly  (nejve ts í  zme na 

vy konu je ne kolik přvní ch hodin po spus te ní  laseřu) a pouz ity  křokovy  filtř ma  pome řne  

velke  řozestupy hodnot OD, bylo by vhodne  přo jemne js í  nastavení  vy konu křokovy  filtř 

nahřadit kontinua lní m, nebo kontinua lní  filtř zař adit za souc asny  křokovy . 

Mimo to docha zí  na apařatuř e ke ztřa te  vy konu papřsku v du sledku nedokonale  

odřazivosti zřcadel a přopustnosti c oc ek a v du sledku oř í znutí  papřsku v mí ste  spojky 

(dřz a kem spojky) a pařabolicke ho zřcadla. Tyto dva c leny papřsek př esahují cí  s í ř ku 

𝐷(1 𝑒2⁄ ) oř eza vají , neboť jsou dimenzova ny přa ve  na definovanou s í ř ku papřsku 𝐷(1 𝑒2⁄ ). 

V te chto mí stech tedy docha zí  ke sní z ení  řea lne ho vy konu papřsku o 13,5 % (viz 1.1). 

Ke stanovení  na sobitele zeslabení  Z (viz 3.4.1) byl zme ř en vy kon papřsku za 

uza ve řkou bez filtřu (Pn) a vy kon papřsku za pařabolicky m zřcadlem v mí ste  jeho zu z ení  

na s í ř ku odpoví dají cí  s í ř ce papřsku na vstupu (Pm).  Byly stanoveny chyby me ř ení  dle 

poznatku  z kapitoly 1.3. Čhyba stanovení  na sobitele zeslabení  𝛿𝑍 byla dle (1.3.7) 

stanovena jako: 

𝑍 =
𝑃𝑚

𝑃𝑛
      (3.4.1) 
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𝛿𝑍 = 𝜉𝑍 ∙ 𝑍 = √𝜉2𝑃𝑛 ∙ 𝜉2𝑃𝑚 ∙ (
𝑃𝑚

𝑃𝑛
)    (3.4.2) 

Výsledky 

Name ř ene  hodnoty:  Pn = 330 mW 

Pm = 239,1 mW 

 Dopoc tene  hodnoty: Z = 0,724  72,4 % 

𝛿𝑍 = 0,0201 ∙ 0,724 = 0,015  1,5 % 

Po přu chodu papřsku apařatuřou tedy docha zí  ke ztřa te  vy konu na 72,4 ± 1,5 [%] 

pu vodní  hodnoty. Tato hodnota byla implementova na do přogřamu př i vy poc tu 

poz adovane  eneřgie a doby expozice. 

3.4.1 Stanovení plošné hustoty energie pro kontinuální a krokovou 

expozici 

Př ed zautomatizova ní m linea řní ho posuvu bylo pouz í va no př i testova ní  vzořku  

te me ř  vy hřadne  kontinua lní  expozice za pohybu stolku, kdy se manua lne  oteví řala a 

zaví řala uza ve řka př i nastavene  řychlosti posuvu 𝑣 = 2mm ∙ s−1. Pokud by byla řea lna  

s í ř ka papřsku 50μm, vy kon na vstupu 70mW a doba expozice 1s, pak dle (2.1.2.5) a 

(3.4.1)  𝜔𝑆 ≅ 48
J

cm2. Př i pouz ití  křokove ho posuvu a poz adavku dosaz ení  stejne  𝜔𝑆 jako 

v př edes le m př í pade  př i stejne  s í ř ce stopy lze postupovat na sledovne : 

U přavou vztahu (2.1.3.1) si vyja dř í me c as expozice te, kteřou chceme zjistit  

 𝑡𝑒 =
𝜔𝑆∙𝑆

𝑃
 . Jak bylo ř ec eno v kapitole 2.5.6 mohou by t v přogřamu nastaveny jen 

celoc í selne  hodnoty milisekund přodlevy, je tedy nutno zjis te nou hodnotu tnew 

zaokřouhlit a ope t dosadit do upřavene ho vztahu (2.1.3.1) přo zjis te ní  nove  dolade ne  

hodnoty vy konu  𝑃𝑛𝑒𝑤 =
𝜔𝑆∙𝑆

𝑡𝑛𝑒𝑤
  V nas em modelove m př í pade  vycha zí  doba expozice 

křokove ho posuvu na 19ms, coz  je jen zhřuba třojna sobek dopořuc ene  minima lní  

hodnoty (viz kap. 1.2). Tento zpu sob expozice ma  tedy sve  limity i v nastavova ní  doby 

expozice. 

3.5  SPLNĚNÍ POŽADAVKŮ A AKTUÁLNÍ NASTAVENÍ 

Z vytyc eny ch cí lu  z kapitoly 3.1 se zcela jednoznac ne  podař ilo splnit u kol přvní  

(Modelovat popálení buněčné vrstvy a následné zhojení popálené rýhy). Dřuhy  u kol 
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(Definovat stupeň poškození buněk pro různé stupně ozáření) byl doc asne  odloz en, 

přotoz e po u spe chu s odstřan ova ní m z ivy ch bune k ze vzořku bylo domluveno, z e se bude 

přacovat př edevs í m na u kolu c tvřte m (Modelovat popálení buněčné populace narostlé na 

mikrovláknové a nanovláknové síťce). Ten byl splne n z ve ts í  c a sti. Na obřa zku 3.5a (ví ce 

viz př í loha na ČD „add/z ive  vzořky/*.*“) je vide t u spe s ne  vypa lení  řy hy v tka n ove  kultuř e 

bune k L929 bez pos kození  sí ťky z polykapřolaktonu (PČL) a na obřa zku 3.5b je 

řegeneřace vypa lene  řy hy po 12 hodina ch. 

 

Obrázek 3.5a – Vypálení rýhy bez poškození PCL síťky 
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Obrázek 3.5b – Regenerace rýhy po 12 hodinách 

 

V souc asne  dobe  (k 18.04.2018) je apařatuřa pouz í va na s na sledují cí m 

nastavení m: 

Zpu sob expozice:    kroková 

Vy s ka veřtika lní ho posuvu:   h = (2,75±0,10) mm 

Vy kon papřsku za filtřem:   P = (55±5) mW 

De lka křoku mezi exponovany mi mí sty: sd = 50μm 

De lka třva ní  expozice:   te = 25 ms 
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ZÁVĚR 

 Dle zada ní  přa ce byla sestavena apařatuřa na destřukci bune k v blí zkosti ohniska 

laseřove ho papřsku, dos lo k otestova ní  její  funkc nosti a automatizaci pomocí  ovla da ní  

linea řní ch posuvu  a uza ve řky přogřamem na PČ, byla otestova na na biologicke m 

mateřia lu a navřhnuty postupy k její  optimalizaci.  

Z cí lu  vytyc eny ch U stavem komplexní ch syste mu  na Fakulte  řyba ř ství  a ochřany 

vod byl splne n přvní  (modelova ní  popa lení  bune c ne  vřstvy a na sledne  zhojení  popa lene  

řy hy) a tř etí , na kteře m se v souc asnosti sta le přacuje (testova ní  vzořku  na 

mikřovla knech a nanovla knech). Dřuhy  u kol (definova ní  stupne  pos kození  bune k přo 

řu zne  stupne  oza ř ení ) byl odloz en do doby, nez  budou uspokojive  dolade ny ne kteře  

nedostatky zmí ne ne  v př edes ly ch kapitola ch. Po celou dobu přa ce na vylaďovaní  

apařatuřy byla nejve ts í m přoble mem c asova  na řoc nost obsluhy apařatuřy a s tí m 

souvisejí cí  nedostatek otestovany ch vzořku . Tento přoble m by me l by t z c a sti vyř es en 

tí m, z e byla obsluha apařatuřy zautomatizova na do te  mí řy, z e ji jiz  mu z e obsluhovat i 

ne kdo jiny  nez  autoř, kteřy  zna  vs echny její  neduhy. 

Navzdořy ví ceme ne  u spe s ne ho splne ní  vs ech cí lu  a odvedene  přa ce i nad řa mec 

zada ní , vidí m jisty  neu spe ch v uřc ite  neuzavř enosti přojektu v dobe  odevzda va ní  me  

přa ce. Pevne  ve ř í m, z e vs ak sestavena  apařatuřa, vytvoř eny  přogřam a tato bakala ř ska  

přa ce pomu z ou uz ivatelu m apařatuřy ve snadne m a řychle m testova ní  u c inku  

fokusovane ho laseřove ho papřsku na z ivy ch bun ka ch. 
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