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Abstrakt
Digitálńı holografická mikroskopie je interferenčńı zobrazovaćı metoda využ́ıvaj́ıćı principu
mimoosové obrazové holografie. Z principu této metody vyplývá možnost rekonstruovat
z výstupńıho signálu mikroskopu jak obrazovou amplitudu, tak i obrazovou fázi, a to
prakticky v reálném čase. Tato dvě zobrazeńı lze źıskat z jediného obrazového hologramu.
Rychlost zpracováńı obrazového hologramu je omezena rychlost́ı detekce a výkonem výpo-
četńı techniky.

Tato diplomová práce se zabývá vývojem obslužného softwaru pro komunikaci se
sńımaćı kamerou a pro zpracováńı obrazového hologramu. Ćılem bylo dosáhnout co nejvyš-
š́ı počet rekonstrukćı komplexńı amplitudy provedených za jednotku času a dosáhnout
takových výsledk̊u, aby software využil maximálně možnosti datového přenosu mezi ka-
merou a poč́ıtačem.

Dále se tato práce zabývá stabilizaćı polohy optického stolku reflexńıho digitálńıho ho-
lografického mikroskopu, která je v principu založena na zpracováńı rekonstruované obra-
zové fáze a na zavedeńı zpětné vazby mezi obrazovou fáźı a piezoelektrickým aktuátorem
optického stolku. V práci jsou prezentovány výsledky měřeńı potvrzuj́ıćı funkčnost stabi-
lizace.

Summary
Digital holographic microscopy is an interferometric imaging technique, the principle of
which is the off-axis image plane holography. The principle of this technique enables to
reconstruct both the image intensity and the image phase from the output interference
signal. The reconstruction can be carried out on the basis of a single image plane holo-
gram. This leads to the possibility of a realtime image reconstruction. The speed of the
reconstruction depends on the detection and the computing process.

The aim of this diploma thesis is to develop user software for the control of the de-
tection camera and for the image plane hologram reconstruction. The effort was to achieve
the highest number of image reconstructions per time unit, with the maximum utilization
of the data transfer between the camera and the computer.

The next aim of this thesis is the stabilization of the optical table position. The
method of stabilization is based on the image phase information, which is used for the
control loop feedback between reconstructed image phase and the piezoelectric actuator
placed inside of the optical table. Experimental results, which prove the functionality of
the stabilization, are presented.
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Kapitola 1

Úvod

Ve své diplomové práci jsem se zabýval vývojem softwaru určeného pro ř́ızeńı a stabili-
zaci optického stolku reflexńıho digitálńıho holografického mikroskopu (dále jen RDHM).
V principu je RDHM dvousvazkový interferometr Linnikova typu s nekoherentńım plošným
zdrojem světla a difrakčńı mř́ıžkou jako děličem svazku. Ve výstupńı rovině tohoto mi-
kroskopu vzniká interferenčńı obrazec (hologram), jehož zpracováńım źıskáváme, na-
rozd́ıl od běžných mikroskop̊u, informaci nejen o obrazové amplitudě, ale také o ob-
razové fázi. Źıskaná fázová mapa obrazu citlivě záviśı na výšce sledovaného bodu na
povrchu vzorku a jej́ım převodem na mapu výšek můžeme źıskat informaci o poloze sledo-
vaného bodu vzorku s výškovým rozlǐseńım řádově v nanometrech. Můžeme tak provést
3D rekonstrukci zkoumaného vzorku, a to jen z jednoho sńımku hologramu. V diplo-
mové práci jsem se předevš́ım věnoval vývoji obslužného softwaru, konkrétně pak komu-
nikaci se sńımaćı kamerou a podpoře zpracováńı hologramu na v́ıcejádrových poč́ıtač́ıch.
K myšlence využit́ı v́ıcejádrových poč́ıtač̊u mě vedla vysoká náročnost rychlé Fourierovy
transformace na výpočetńı výkon procesoru poč́ıtače a zároveň snaha o co nejvyšš́ı počet
rekonstrukćı komplexńı amplitudy provedených za jednotku času. Snahou bylo dosáhnout
takových výsledk̊u, aby software využil maximálně možnosti datového přenosu mezi kame-
rou a poč́ıtačem, což by vedlo k možnosti praktického použit́ı mikroskopu při sledováńı
a zobrazováńı rychlých děj̊u a s t́ım spojené možnosti seřizovat mikroskop na základě
okamžité rekonstrukce obrazové amplitudy a obrazové fáze.

Konečným ćılem této práce bylo zavedeńı zpětné vazby mezi rekonstruovanou ob-
razovou fázi a piezoelektrický posuv optického stolku mikroskopu. Výsledkem měla být
stabilizace polohy optického stolku ve směru optické osy mikroskopu a kontrolovaný posuv
stolku.

V druhé kapitole se věnuji popisu funkce, uspořádáńı a vlastnostem RDHM.

Třet́ı kapitola diplomové práce je věnována optickému stolku ovládanému pomoćı
piezoelektrického aktuátoru. Zde je uveden i konkrétńı typ použitého akčńıho členu, jeho
katalogová charakteristika, parametry a také popis ř́ıd́ıćı jednotky.

Čtvrtá kapitola popisuje techniku sńımáńı interferenčńıho obrazce. Nejprve zmiňuji,
jakými zp̊usoby se obraz sńımal dř́ıve, poukazuji na jich nevýhody a následně rozeb́ırám
současný zp̊usobu sńımáńı hologramu. V závěru pak rozepisuji parametry použité kamery
včetně seznamu ovládaćıch funkćı určených pro jazyk C.

V páté kapitole zmiňuji základńı typy regulátor̊u a následně přecháźım k popisu
diskrétńıho PID (Proportional Integral Derivative ) regulátoru, který byl proveden jako
součást softwaru pro RDHM.
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Šestá kapitola prezentuje jednotlivé výsledky experiment̊u provedené na RDHM za
pomoci obslužného softwaru. V závěru je pak prokázána funkčnost stabilizace optického
stolku pomoćı numerického regulátoru PID.

Sedmá kapitola se věnuje detailńımu popisu obslužného programu a použitých kniho-
ven společně s vysvětleńım jejich významu.

V osmé kapitole je uveden návrh konstrukčńı úpravy osvětlovaćı části mikroskopu
a jsou zde zmı́něny d̊uvody, které mě k této úpravě vedly.

V závěru diskutuji výsledky celé práce.
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Kapitola 2

Reflexńı digitálńı holografický
mikroskop

Reflexńı digitálńı holografický mikroskop (RDHM) umožňuje hloubkově diskriminované
zobrazeńı vzorku, podobně jako je tomu u konfokálńı mikroskopie. Vytvářeńı obrazu je
však u RDHM založeno na principu mimoosové obrazové holografie s nekoherentńım zdro-
jem světla. Celá část vzorku v zorném poli objektivu je zobrazována v reálném čase,
a proto schéma mikroskopu nevyžaduje rastrovaćı soustavu.

2.1 Schéma mikroskopu a popis jeho funkce

Celou sestavu mikroskopu lze v principu rozdělit na tři základńı části: osvětlovaćı sou-
stavu, jádro mikroskopu a detekčńı část. Optické schéma mikroskopu je primárně navrženo
pro vlnovou délku λ = 547 nm. Jako světelný zdroj nejčastěji použ́ıváme halogenovou
žárovku OSRAM 100W v kombinaci s interferenčńım filtrem s maximem propustnosti
na vlnové délce 546,6 nm a pološ́ı̌rkou maxima 11 nm. Ačkoliv je mikroskop navržen pro
vlnovou délku 547 nm, je možno použ́ıt i zdroje světla s jinou vlnovou délkou v rozsahu
spektrálńı propustnosti optické soustavy mikroskopu. V př́ıpadě použit́ı laserové diody
jako zdroje světla, je nutné, aby svazek procházel soustavou pevné a rotuj́ıćı matnice,
č́ımž dojde ke sńıžeńı koherenčńı délky laserového svazku. Body matnice se pak chovaj́ı
jako kvazimonochromatické vzájemně nekoherentńı světelné zdroje.

Jádro mikroskopu je v podstatě dvousvazkovým interferometrem (viz obrázek 2.1.1).
Je tvořeno fázovou binárńı difrakčńı mř́ıžkou DM s hustotou 150 čar/mm, dvěma zrcadly
Z1, Z2, dvěma děliči svazku DS1 a DS2, dvojićı ekvivalentńıch achromatických mikro-
skopových objektiv̊u O1 a O2 se zvětšeńım 10× a numerickou aperturou NA = 0,25
a referenčńım zrcadlem RZ. Plošný zdroj je zobrazen do ohniskových rovin obou mikro-
skopových objektiv̊u, č́ımž je zavedeno Köhlerovo osvětleńı vzorku i referenčńıho zrcadla.

Světelná vlna z osvětlovače S dopadá na difrakčńı mř́ıžku, kde se děĺı na jednotlivé
difrakčńı řády. Úhel, který sv́ıraj́ı 1. a -1. difrakčńı řád pro vlnovou délku λ = 547 nm
je β = 9,4◦. Zrcadla Z1 a Z2 směřuj́ı právě 1. a -1. difrakčńı řád do předmětové a referenčńı
větve mikroskopu. Použit́ım 1. a -1. difrakčńıho řádu se zajist́ı stejná intenzita světla
v obou větv́ıch. Nultý difrakčńı řád procháźı prostorem mezi těmito zrcadly a dále se ho
nevyuž́ıvá.

Předmětová vlna dopadá na zrcadlo Z1, kterým je směrována přes dělič svazku DS1
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optický kabel S DM Z1

Z2
DS2

O2

RZ

DS1

O1

VZ

VR

PC

O3

CCD

β

Obrázek 2.1.1: Schéma mikroskopu.



2.2. TVORBA OBRAZU A JEHO ZPRACOVÁNÍ 7

do obrazové roviny objektivu O1. Po pr̊uchodu objektivem se předmětová vlna odráž́ı od
vzorku zpět. Znovu procháźı objektivem O1 a děličem svazku DS1 do výstupńı (obrazové)
roviny VR mikroskopu.

Referenčńı vlna je, podobně jako vlna předmětová směřována zrcadlem Z2 a po pr̊uchodu
děličem svazku DS2 je objektivem O2 soustředěna na referenčńı zrcadlo RZ, kterým je
odražena zpět a po dopadu na dělič svazku DS2 je rovněž tato vlna směřována do výstupńı
roviny VR mikroskopu.

Obě vlny vzniklé za difrakčńı mř́ıžkou procházej́ı optickými prvky se shodnými para-
metry a uraźı stejnou optickou dráhu. Rozd́ıl mezi nimi je pouze v tom, že v předmětové
větvi je mı́sto zrcadla vzorek. Ve výstupńı rovině VR tedy docháźı k jejich interferenci. In-
terferenčńı podmı́nka je však splněna pouze pro světlo, které vycháźı z oblasti vzorku lež́ıćı
v těsném okoĺı předmětové roviny objektivu O1. Z tohoto d̊uvodu vzniká v předmětové
rovině objektivu O3 (10×/NA= 0,3) obrazový hologram řezu vzorku předmětovou rovi-
nou objektivu O1. Vzhledem k tomu, že je vzorek připevněn na stolku, který je opatřen
mikrometrickým posuvem a dá se j́ım tak posouvat ve směru optické osy, lze provádět
řezy vzorkem v r̊uzných polohách (hloubkách) na optické ose.

Obrazový hologram je nutné zaznamenat, proto je s výstupńı rovinou VR ztotožněna
předmětová rovina objektivu O3, který hologram zobrazuje na čip CCD kamery (viz ka-
pitola 4 tabulka 4.2). Obraz se zaznamená a je dále poč́ıtačově zpracováván.

2.2 Tvorba obrazu a jeho zpracováńı

Sńımek poř́ızený CCD kamerou je obrazovým hologramem řezu vzorku předmětovou rovi-
nou objektivu. Je tedy tvořen soustavou jemných rovnoběžných interferenčńıch proužk̊u,
jejichž kontrast odpov́ıdá amplitudě zobrazeńı optického řezu.

Na sńımek je aplikována dvourozměrná rychlá Fourierova transformace — FFT (Fast
Fourier Transform). Touto procedurou źıskáme spektrum prostorových frekvenćı obrazu.
Spektrum je tvořeno centrálńım maximem ve tvaru kř́ıže, který odpov́ıdá součtu auto-
korelačńıch funkćı obrazu v referenčńı a v předmětové větvi a dvěma vedleǰśımi maximy
(bud’to v 1. a 3. kvadrantu nebo ve 2. a 4. kvadrantu – podle orientace CCD kamery),
která jsou tvořena spektrem prostorových frekvenćı zobrazeńı vzorku posunutým o nosnou
frekvenci interferenčńıch proužk̊u.

Z celého spektra prostorových frekvenćı je vybrána právě část obsahuj́ıćı nosnou frek-
venci včetně jej́ıho okoĺı tak, aby vybraná oblast byla co největš́ı a aby přitom nezasahovala
do centrálńıho kř́ıže. Na tento výřez se aplikuje inverzńı FFT, č́ımž źıskáme komplexńı
amplitudu zobrazeńı optického řezu vzorkem. Obrazovou amplitudu lze źıskat jako modul
komplexńı amplitudy a obrazová fáze je pak argument. Schéma celého procesu zpracováńı
je graficky znázorněno na obr. 2.2.1. Popsaným zp̊usobem tedy źıskáváme nejen informaci
nesenou amplitudou vlny, jako je tomu u většiny ostatńıch zobrazovaćıch metod, ale také
informaci nesenou jej́ı fáźı.

Celým výše popsaným zp̊usobem źıskáváme obraz pocházej́ıćı pouze z bod̊u vzorku,
které lež́ı v předmětové rovině objektivu a jej́ım nejbližš́ım okoĺı, tedy informace z řezu
vzorku předmětovou rovinou. Zobrazeńı má tedy shodné vlastnosti jako zobrazeńı v kon-
fokálńım mikroskopu. Teoreticky lze potvrdit, že tomu tak skutečně je [1], výsledek prak-
tického ověřeńı je uveden v části 6.5 této diplomové práce. Rekonstruovanou fázi můžeme
převést na mapu výšek, př́ıpadně provést trojrozměrnou rekonstrukci a k tomu nám stač́ı
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100 um

Obrázek 2.2.1: Princip zpracováńı obrazu.
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pouze jeden sńımek. Pokud se jedná o struktury s větš́ım výškovým rozd́ılem, je nutné
provést řezy vzorkem s definovaným odstupňovaným výškovým krokem. Může se jednat
o trojrozměrnou rekonstrukci povrchu odrazných vzork̊u (jako např. r̊uzných litograficky
připravených vzork̊u, biologických objekt̊u, ... ), nebo o trojrozměrnou objemovou rekon-
strukci transparentńıch vzork̊u.

2.3 Teorie zobrazeńı

Světlo je v každém bodě vzorku rozptylováno do všech směr̊u. Uvažujme nejprve paprsky
pocházej́ıćı z jediného bodu plošného zdroje S (viz obrázek 2.1.1), protože z d̊uvodu pro-
storové nekoherence zdroje světla, pouze ty spolu budou ve výstupńı rovině interferovat
za vzniku proužk̊u. Jelikož vzdálenost výstupńı roviny od ohniskových rovin mikroobjek-
tivu je velká (150 mm) ve srovnáńı s velikost́ı sńımaného pole ve výstupńı rovině (0,5
mm), můžeme předmětovou i referenčńı vlnu aproximovat rovinnou vlnou. Komplexńı
amplitudu předmětové vlny ve výstupńı rovině vyjádř́ıme vztahem (teorie je převzata
z [3]):

p(~x) = Cp(~x) exp(iθ) exp[iΦp(~x)] exp[iΦ(δ)] exp(i2π~f0 · ~x), (2.3.1)

kde ~x = (x1, x2) je polohový vektor ve výstupńı rovině, Cp(~x) je reálná amplituda
předmětové vlny a θ je fáze vlněńı vycházej́ıćıho z bodu plošného zdroje S. Φp(~x) je
fázový posuv, který předmětová vlna odražená od předmětové roviny źıskala pr̊uchodem
předmětovým prostorem mikroobjektivu. Φ(δ) je fázový posuv předmětové vlny zp̊usobený

posunut́ım roviny odrazu z předmětové roviny mikroobjektivu o vzdálenost δ a ~f0 je pro-
storová frekvence difrakčńı mř́ıžky. Pro referenčńı vlnu můžeme psát:

r(~x) = Cr(~x) exp(iθ) exp[iΦr(~x)] exp(−i2π~f0 · ~x), (2.3.2)

kde Cr(~x) je reálná amplituda referenčńı vlny a Φr(~x) je fázový posuv, který referenčńı
vlna źıskala pr̊uchodem předmětovým prostorem mikroobjektivu. Protože referenčńı zrca-
dlo z̊ustává v předmětové rovině mikroobjektivu (δ = 0), je třet́ı fázor uvedený v rovnici
(2.3.1) roven jedné. Posledńı fázor na pravé straně rovnic (2.3.1) a (2.3.2) se lǐśı pouze
znaménkem argumentu a udává fázový posuv předmětové, resp. referenčńı vlny v bodě
~x zp̊usobený sklonem předmětové, resp. referenčńı větve vzhledem k normále výstupńı
roviny. Protože obě vlny, referenčńı i předmětová, pocházej́ı ze stejného bodu plošného
zdroje, jsou vzájemně koherentńı a ve výstupńı rovině se sč́ıtaj́ı v amplitudě. Kamera
sńımá intenzitu vzniklého interferenčńıho obrazce

i(~x) = |p(~x) + r(~x)|2. (2.3.3)

Fourierovskými metodami lze z obrazu vzniklého ve výstupńı rovině mikroskopu rekon-
struovat koherentńı amplitudové a fázové zobrazeńı pozorovaného předmětu. Zobrazeńı
je koherentńı jako př́ımý d̊usledek linearity Fourierovy transformace. Plat́ı, že Fourierova
transformace součtu je rovna součtu Fourierových transformaćı. Obraz ve výstupńı rovině
je součtem př́ıspěvk̊u (2.3.3) od jednotlivých bod̊u K plošného zdroje:

I(~x) =
∑
K

iK(~x).

Fourierova transformace tohoto součtu je proto rovna součtu Fourierových transformaćı
jednotlivých př́ıspěvk̊u:
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FT{I(~x)} =
∑
K

FT{iK(~x)} =

=
∑
K

FT{|pK(~x) + rK(~x)|2} =

=
∑
K

FT{C2
K,p(~x) + C2

K,r(~x) +

+ CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×
× exp[iΦK(δ)] exp(i4π~f0 · ~x) +

+ CK,p(~x)CK,r(~x) exp[−i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×
× exp[−iΦK(δ)] exp(−i4π~f0 · ~x)}.

Pomoćı linearity Fourierovy transformace můžeme rovnici přepsat do tvaru

FT{I(~x)}=
∑
K

FT{C2
K,p(~x)}+

∑
K

FT{C2
K,r(~x)}+

+
∑
K

FT{CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×

× exp[iΦK(δ)] exp(i4π~f0 · ~x)}+

+
∑
K

FT{CK,p(~x)CK,r(~x) exp[−i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×

× exp[−iΦK(δ)] exp(−i4π~f0 · ~x)}. (2.3.4)

Ve fourierovském prostoru lze od sebe snadno oddělit jednotlivé sč́ıtance, protože mikro-
skop je navržen tak, aby se oblasti nenulových hodnot těchto člen̊u vzájemně nepřekrývaly.
Z celého fourierovského prostoru vyb́ıráme pouze oblast reprezentuj́ıćı třet́ı člen na pravé
straně rovnice (2.3.4): ∑

K

FT{CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×

× exp[iΦK(δ)] exp(i4π~f0 · ~x)}. (2.3.5)

Protože reálná amplituda referenčńı vlny CK,r(~x) je konstantńı pro všechny body ~x, a také
pro všechny body K plošného zdroje S, můžeme člen CK,r(~x) z výrazu (2.3.5) vytknout,

ωK(~x) = CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))] exp[iΦK(δ)],

kde ωK(~x) je komplexńı amplitudou zobrazeńı vzorku, které vzniká ve výstupńı rovině
mikroskopu při osvětleńı bodem K plošného zdroje S. Reálná amplituda vlny ωK(~x) je
rovna CK,p(~x). Fáze je dána rozd́ılem ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x) zvětšeným o ΦK(δ).

Výraz (2.3.5) uprav́ıme do tvaru:∑
K

FT{ωK(~x) exp(i4π~f0 · ~x)} =
∑
K

ΩK( ~X − 2~f0), (2.3.6)

kde
ΩK( ~X) = FT{ωK(~x)}. (2.3.7)
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Z pravé strany rovince (2.3.6) je zřejmé, že oblast ve fourierovském prostoru, kde výraz

(2.3.5) nabývá nenulových hodnot, má střed v bodě ~X0 ≡ 2~f0.
Výsledná komplexńı amplituda zobrazeńı ω(~x) je součtem př́ıspěvk̊u ωK(~x) od všech

bod̊u K plošného zdroje S. Vyjádř́ıme-li ωK(~x) z rovnice (2.3.6), bude mı́t výsledný součet
tvar:

ω(~x) =

∫ ∫ ∫ ∑
K

ΩK( ~X − ~X0) exp(i2π~x · ( ~X − ~X0))d ~X. (2.3.8)

Přesuneme-li vybranou oblast tak, aby jej́ı střed ležel v bodě ~X0 = ~0, bude pravá strana
rovnice (2.3.8) př́ımo vyjadřovat inverzńı FT součtu výrazu (2.3.7).

2.4 Shrnut́ı

Největš́ı výhodou digitálńıho holografického mikroskopu s ńızkokoherentńım osvětleńım
je bezesporu skutečnost, že intenzita zobrazeńı má hloubkově diskriminovaný charakter.
Zobrazeńı tak neńı rušeno světlem rozptýleným částmi vzorku, jež nelež́ı v předmětové
rovině. Na základě hloubkově diskriminované intenzity lze vytvářet nedestruktivńı optické
řezy vzorkem, z čehož plyne, že se daj́ı zobrazovat i části živých tkáńı. Celé zorné pole
vzorku lze pozorovat ve stejném čase, bez nutnosti rastrovat. Rychlost zobrazeńı obra-
zové amplitudy a obrazové fáze nezáviśı na žádné konstrukčńı části mikroskopu, je ome-
zena rychlost́ı sńımáńı a následné poč́ıtačové rekonstrukce. Na moderńıch v́ıcejádrových
poč́ıtač́ıch je rekonstruovaný obraz k dispozici téměř v reálném čase. Rekonstruovanou
komplexńı amplitudu lze využ́ıt pro daľśı numerická zpracováńı. Nevýhodou je, že při
pr̊uchodu světla vzorkem nesmı́ doj́ıt ke zhoršeńı jeho koherence. To se děje např. při pozo-
rováńı disperzńıch vzorku v polychromatickém světle, kdy docháźı k r̊uzným fázovým po-
suv̊um pro r̊uzné vlnové délky, a proto se muśı použ́ıvat kvazimonochromatické osvětleńı.
Tato nevýhoda je d̊usledkem toho, že celý proces zobrazeńı je interferenčńıho charakteru.
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Kapitola 3

Posuv ř́ızený piezoelektrickým
akčńım členem

Pod pojmem piezo-posuv rozumı́me klasický posuv nav́ıc vybavený kromě běžného mik-
rometrického šroubu ještě ovládáńım posuvu v jednom nebo v́ıce směrech pomoćı zabudo-
vaného piezoelektrického aktuátoru. Elementárńı část́ı piezoelektrických aktuátor̊u jsou
tzv. piezo-krystaly. Krystal se rozṕıná př́ıpadně zkracuje podle napět́ı, které je přivedené
na jeho elektrody. Tento jev se obecně nazývá elektrostrikce a je opačný k piezoelek-
trickému jevu. Vůbec prvńı akčńı člen založený na elektrostrikci vytvořil už roku 1922
Paul Langevin. Jeho řešeńı mělo nevýhodu v př́ılǐs vysokém ovládaćım napět́ı (až 1500 V)
a v malém rozsahu posuvu. Ke skutečnému rozvoji došlo teprve po objeveńı PZT (Polari-
zed Lead Zirkonate-Titanate) keramik v 60. letech minulého stolet́ı. Pro PZT keramiku se
nejčastěji použ́ıvá pracovńı napět́ı do 150 V. Prvńı posuv konstruovaný na bázi v́ıcevrstvé
PZT keramiky byl navržen v roce 1988.

Tyto keramické materiály nejsou ze své podstaty piezoelektrické. Tuto vlastnost źıská-
vaj́ı úpravou, při které se materiál ohř́ıvá na tzv. Curieho teplotu. V tomto stavu se na
určitý čas vlož́ı do silného elektrického pole. Po pomalém ochlazeńı pak takto upravený
materiál źıskává piezoelektrické vlastnosti. Nad Curieho teplotou materiál ztráćı svoje
piezoelektrické vlastnosti, a proto provozńı teplota muśı ležet hluboko pod touto hranićı.

Piezoelektrické materiály maj́ı široké využit́ı v r̊uzných oblastech jako senzory tlaku,
oscilátory, detektory zvuku, generátory ultrazvuku, generátory krátkodobých výboj̊u a v ne-
posledńı řadě i jako mikroaktuátory pro manipulaci s velmi jemnými posuvy.

3.1 Piezoelektrický aktuátor AE0505D16

Součást́ı RDHM je manipulačńı stolek osazený piezoelektrickým aktuátorem AE0505D16
japonské společnosti NEC/TOKIN. Uspořádáńı stolku je provedeno tak, že je pomoćı
manuálńıch mikrometrických šroub̊u možné hrubé nastaveńı stolku ve všech třech osách.
V ose z, totožné s optickou osou objektivu, je možné použ́ıt jako jemný posuv diferenciálńı
mikrometrický šroub s krokem 0,5 µm, a nav́ıc také uvedený aktuátor.

3.1.1 Struktura aktuátoru

Jedná se o tzv. v́ıcevrstvý (multilayer) aktuátor (viz obrázek 3.1.1), který je složen z blok̊u
keramiky, vzájemně oddělených elektrodami. Po stranách jsou odpov́ıdaj́ıćı si elektrody
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propojeny po celé délce aktuátoru. Na takto vzniklá spojeńı se přivád́ı ř́ıd́ıćı napět́ı. Prak-
ticky se jedná o paralelńı elektrické spojeńı jednotlivých keramických blok̊u, jejichž prod-
loužeńı se po přivedeńı ř́ıd́ıćıho napět́ı sč́ıtaj́ı. Praktická provedeńı některých v́ıcevrstvých
piezoelektrických aktuátor̊u jsou zobrazena na obrázku 3.1.2.

Obrázek 3.1.1: Struktura v́ıcevrstvého aktuátoru.

Obrázek 3.1.2: Praktická provedeńı v́ıcevrstvých piezoelektrických aktuátor̊u.

T́ımto uspořádáńım źıskává v́ıcevrstvý aktuátor některé výhodné vlastnosti, jak oproti
běžným uspořádáńım, tak proti aktuátor̊um využ́ıvaj́ıćıch jiných fyzikálńıch princip̊u.
Hlavńı výhody jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Elektromagnetické aktuátory

Mezi elektromagnetické aktuátory řad́ıme všechny typy aktuátor̊u, které využ́ıvaj́ı elek-
tromagnetického pole k vytvořeńı silového účinku. Děĺıme je do dvou skupin:

• aktuátory s lineárńım pohybem (lineárńı elektromotory)

• aktuátory s rotačńım pohybem (elektrické točivé stroje)

Často použ́ıvaným typem rotačńıch aktuátor̊u jsou krokové motory.
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Bimorfńı piezoelektrické aktuátory

Bimorfńı piezoelektrické aktuátory jsou ve tvaru planžety př́ıpadně disku. Z jedné nebo
obou stran jsou vrstvy PZT keramiky. Po přivedeńı napájeńı se tento typ aktuátoru
prohýbá podobně jako bimetalový pásek.

Vrstvené piezoelektrické aktuátory

Vrstvené (multistack) piezoelektrické aktuátory jsou tvořeny navrstveńım PTZ keramiky
ve vrstvách jedna na druhou, č́ımž docháźı k sériovému propojeńı jednotlivých PTZ vrstev.

Výhody oproti elektromagnetickým aktuátor̊um

Rychleǰśı odezva
Výrazně menš́ı krok
Nı́zká spotřeba
Nevzniká elektromagnetické rušeńı

Výhody oproti bimorfńım piezoelektrickým aktuátor̊um

Několikrát vyšš́ı účinnost přeměny elektrické energie na mechanickou
Nižš́ı spotřeba
Vyšš́ı generovaná śıla
Stabilněǰśı posunut́ı
Rychleǰśı odezva (až 100-krát)

Výhody oproti vrstveným piezoelektrickým aktuátor̊um

Výrazně menš́ı rozměry
Nižš́ı ř́ıd́ıćı napět́ı
Nižš́ı cena

Tabulka 3.1: Výhody v́ıcevrstvého aktuátoru.

3.1.2 Parametry

NEC/TOKIN vyráb́ı mnoho druh̊u piezoelektrických aktuátor̊u, které se lǐśı vněǰśımi
rozměry, zp̊usobem vyvedeńı elektrod nebo pr̊uřezem těla. V tabulce 3.2 uvád́ım parame-
try námi použ́ıvaného aktuátoru s typovým označeńım AE0505D16.

3.1.3 Charakteristika

Měřeńı charakteristiky piezoelektrického aktuátoru je jedńım z úkol̊u, které jsem dostal
v zadáńı diplomové práce a věnuji se mu v kapitole 6.4.2. Obrázek 3.1.3 ukazuje charak-
teristiku tak, jak ji můžeme naj́ıt v katalogovém listu [6]. Na prvńı pohled je zřejmé, že
se nejedná o lineárńı převod, aktuátor se vyznačuje jistou hystereźı.
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Maximálńı ovládaćı napět́ı 150 V ss
Doporučené ovládaćı napět́ı 100 V ss
Prodloužeńı při maximálńım napět́ı (17,4±2,0) µm
Prodloužeńı při doporučeném napět́ı (11,6±2,0) µm
Generovaná śıla 850 N
Rezonančńı frekvence 69 kHz
Kapacita 1,4 µF
Minimálńı izolačńı odpor 10 MΩ
Výška (20,0±0,1) mm
Š́ı̌rka (5,0±0,1) mm
Hloubka (5,0±0,1) mm

Tabulka 3.2: Parametry aktuátoru AE0505D16.

Obrázek 3.1.3: Charakteristika piezoelektrického aktuátoru [6].
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3.2 Řı́d́ıćı jednotka piezoelektrického aktuátoru

Ř́ıd́ıćı jednotkou rozumı́me elektronicky regulovatelný zdroj napět́ı, který napáj́ı aktuátor.
V našem př́ıpadě se jedná o zdroj vyrobený v Ústavu př́ıstrojové techniky ČSAV př́ımo
pro účely ovládáńı piezoelektrických aktuátor̊u. Pro komunikaci s poč́ıtačem je vyba-
ven sériovým portem RS-232. Čelńı strana ř́ıd́ıćı jednotky obsahuje kontrolku zapnutého
napájeńı, kontrolku prob́ıhaj́ıćı komunikace s poč́ıtačem a dva nezávisle řiditelné napět’ové
výstupy. Uvnitř ř́ıd́ıćı jednotky jsou tři základńı části:

• Deska zdroje napájećıho napět́ı je tvořena toroidńım transformátorem. Stř́ıdavé sy-
metrické napět́ı je usměrněno a pomoćı čtyř stabilizátor̊u napět́ı (7805, 7905, 7812,
7912) upraveno na symetrické stejnosměrné napájećı napět́ı ±12 V a ±5 V.

• Deska mikroprocesoru je tvořena 8 bitovým procesorem Motorola MC6811. Důležitou
součástkou je integrovaný obvod MAX232, který převád́ı úroveň signálu komu-
nikačńıho portu RS-232 na úroveň TTL (transistor-transistor-logic, odpov́ıdá napá-
jećımu napět́ı +5 V), aby byla možná komunikace s procesorem.

• Deska D/A převodńıku je dvoukanálová. Každý kanál obsahuje integrovaný obvod
AD1856, což je 16 bitový D/A převodńık určený pro zpracováńı zvuku a přesný refe-
renčńı zdroj AD780. Výstup D/A převodńıku je výkonově ześılen pomoćı operačńıho
zesilovače 3584MJ a přiveden na výstupńı svorku.

V následuj́ıćı tabulce 3.3 jsou uvedeny d̊uležité parametry ř́ıd́ıćı jednotky. Jedńım z expe-
riment̊u, které jsem provedl je měřeńı linearity závislosti výstupńıho napět́ı na nastavené
hodnotě tohoto zdroje (viz kapitola 6.4.1).

Komunikace s ř́ıd́ıćı jednotkou prob́ıhá v několika kroćıch. Odeśılá se vždy dvakrát
16 bit̊u jako data pro nastaveńı jednotlivých výstup̊u a jednou 8 bit̊u jako kontrolńı
součet v následuj́ıćım pořad́ı:

• Odesláńı spodńıho bajtu pro prvńı výstup.

• Odesláńı horńıho bajtu pro prvńı výstup.

• Odesláńı spodńıho bajtu pro druhý výstup.

• Odesláńı horńıho bajtu pro druhý výstup.

• Odesláńı kontrolńıho součtu všech čtyř bajt̊u.

Maximálńı napět́ı 136 V ss
Rozlǐseńı D/A převodńıku 16 bit̊u
Počet nastavitelných úrovńı napět́ı 65536
Minimálńı krok 2 mV
Komunikačńı rozhrańı sériový port RS-232
Komunikačńı rychlost 9600bps 1 stop bit

Tabulka 3.3: Parametry ř́ıd́ıćı jednotky piezoelektrického aktuátoru.

Vzhledem k uvedeným parametr̊um a vzhledem k tomu, že použitý D/A převodńık je
určený ke zpracováńı audio signálu, lze s jistotou ř́ıci, že rychlost s jakou můžeme změnit
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hodnotu výstupńıho napět́ı je omezena rychlost́ı přenosu po sériovém rozhrańı RS-232.
Tuto ř́ıd́ıćı jednotku spolu s popsaným piezoelektrickým aktuátorem (viz část 3.1) jsem
využil ke stabilizaci mikroskopového stolku ve směru optické osy (viz kapitola 6.4.4).
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Kapitola 4

Sńımáńı obrazu v reflexńım
digitálńım holografickém mikroskopu

Abychom źıskali z obrazového hologramu, který vzniká ve výstupńı rovině interferenčńıho
mikroskopu, informace o zkoumaném objektu, je nutné nejprve obraz digitalizovat a ná-
sledně poč́ıtačově zpracovat. V pr̊uběhu času bylo pro tento účel použito několik r̊uzných
typ̊u řešeńı. Ćılem je sńımat obraz v co nejlepš́ım možném rozlǐseńı a v co nejvyšš́ı kvalitě.

V p̊uvodńım uspořádáńı mikroskopu bylo použito sńımáńı obrazu pomoćı klasické
televizńı kamery. V daľśı variantě se k této kameře přidala digitálńı kamera, která sice po-
skytovala lepš́ı kvalitu sńımk̊u, ale nedokázala sńımat kontinuálně v rychlých sekvenćıch.
Posledńı uspořádáńı je s jedinou digitálńı kamerou. Toto uspořádáńı už netrṕı nedostatky
předchoźıch provedeńı. V následuj́ıćıch podkapitolách se budu věnovat srovnáńı těchto
zp̊usob̊u sńımáńı.

4.1 Sńımáńı v uspořádáńı televizńı a digitálńı kamera

Toto uspořádáńı se použ́ıvalo v době, kdy nebyla dostupná rychlá digitálńı kamera.
Sńımáńı v uspořádáńı televizńı a digitálńı kamera je realizováno tak, že svazek světla
vystupuj́ıćı z mikroskopu je rozdělen pomoćı hranolu na dva svazky. Jeden vstupuje do
televizńı kamery, druhý do digitálńı kamery. Televizńı kamera sńımá 25 sńımk̊u/s, a proto
ji použ́ıváme pro seřizováńı mikroskopu, př́ıpadně pro poč́ıtačové zpracováńı s ńızkou
kvalitou. Tuto kameru můžeme připojit bud’ př́ımo k monitoru, nebo pomoćı digitalizačńı
karty k poč́ıtači. Digitálńı kamera dosahuje větš́ıho dynamického rozsahu a použ́ıváme ji
pro zpracováńı kvalitněǰśıch rekonstrukćı. K poč́ıtači je připojena pomoćı USB sběrnice.
Parametry obou kamer jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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TV kamera Astronomická
Označeńı Watec LCL-902K SBig ST-7XE
Typ kamery televizńı digitálńı astronomická
Režim sńımáńı kontinuálně (25 sńımk̊u/s) jednotlivé sńımky (1 sńımek/s)
Velikost CCD čipu (5 × 3) mm (6,9 × 4,6) mm
Velikost matice detektoru 640 px × 480 px 765 px × 510 px
Dynamický rozsah 8–bit 16–bit
Počet úrovńı šedi 256 65 536
Aktivńı chlazeńı ne ano
Rozhrańı digitalizačńı PCI karta USB

Tabulka 4.1: Původńı kamery použ́ıvané pro sńımáńı.

Z uvedených parametr̊u je zřejmé, že toto uspořádáńı trṕı hned několika zásadńımi
nevýhodami. Pro praktické použit́ı neńı toto uspořádáńı př́ılǐs vhodné.

Jedná se o tyto konkrétńı nevýhody:

• Obě kamery maj́ı téměř stejnou rozlǐsovaćı schopnost. Astronomická kamera nám
poskytuje vysoký zisk (citlivost) oproti televizńı kameře, avšak omezeńı je v mi-
nimálńı expozičńı době. Zbav́ıme se také nedokonalého analogového přenosu. Pod-
statnou výhodou je větš́ı dynamický rozsah digitálńı kamery a chlazeńı CCD čipu
pomoćı dvoustupňového Peltierova článku. T́ım lze dosáhnout ochlazeńı CCD čipu
pod 0◦C a výrazné omezeńı výstřelového šumu.

• Digitalizace signálu z televizńı kamery může vnášet do takto vzniklých dat nee-
xistuj́ıćı hodnoty. Je to zp̊usobeno nedokonalou synchronizaćı sńımáńı z CCD čipu
uvnitř kamery s digitalizaćı uvnitř poč́ıtače, dále pak analogovým šumem a fázovým
posuvem, který muže signál ovlivnit při přenosu po koaxiálńım kabelu. Prostorová
frekvence interferenčńıho obrazce zp̊usobuje digitalizačńım kartám při vzorkováńı
problémy.

• Astronomická kamera tohoto typu obsahuje mechanickou uzávěrku a chladićı ven-
tilátor, což může p̊usobit rušivě při sńımáńı obrazového hologramu vysoce citlivého
na otřesy a vibrace.

• TV kameru je možné použ́ıt k nastaveńı mikroskopu, to ale vzhledem k absenci re-
konstruované amplitudy a fáze vyžaduje zkušené oko uživatele, který se muśı ř́ıdit
pouze podle subjektivńıho vńımáńı kontrastu interferenčńıch proužk̊u. Pro rekon-
strukci obrazu má TV kamera nevyhovuj́ıćı dynamický rozsah.

• Astronomickou kameru nelze použ́ıt pro kontinuálńı výpočet rekonstrukce z d̊uvodu
velmi dlouhé doby sńımáńı jednoho sńımku a již zmı́něnou mechanickou uzávěrku.

• Posledńı velkou nevýhodou je nutnost dělit svazek vycházej́ıćı z mikroskopu na dva.
T́ım se do každé kamery z výstupńı roviny mikroskopu dostává pouze polovina
p̊uvodńı intenzity svazku a je nutná deľśı expozice.
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4.2 Sńımáńı v uspořádáńı s jednou digitálńı kamerou

V posledńı době byla pro mikroskop zakoupena nová kamera s typovým označeńım Astro-
pix 1.4. Jedná se o univerzálńı digitálńı CCD kameru s vysokorychlostńım rozhrańım Fi-
reWire a elektronickou uzávěrkou určenou (předevš́ım) pro astronomické účely. Pro účely
sńımáńı a následného digitálńıho zpracováńı se v současné době jedná o nejvhodněǰśı
volbu. Parametry kamery jsou uvedeny v tabulce 4.2. Za zmı́nku také stoj́ı spektrálńı
citlivost kamery (viz obrázek 4.2.1) z ńıž je vidět, že v mikroskopu použitá vlnová délka
osvětleńı odpov́ıdá oblasti maximálńı citlivosti CCD čipu.

Označeńı Astropix 1.4
Typ kamery astronomická digitálńı černob́ılá
Režim sńımáńı kontinuálně (12,5 sńımk̊u/s dle expozičńı doby)
Expozičńı doba 1 ms až 60 s
Velikost čipu CCD (10,2 × 8,3) mm
Velikost matice detektor̊u 1376 px × 1038 px
Dynamický rozsah 12-bit̊u
Počet úrovńı šedi 4096
Aktivńı chlazeńı Peltier̊uv článek
Rozhrańı IEEE1394a (FireWire)

Tabulka 4.2: Současná CCD kamera použitá pro sńımáńı obrazu.

Oproti předchoźı variantě źıskáváme hned několik zásadńıch výhod:

• CCD čip kamery má vyšš́ı rozlǐsovaćı schopnost.

• Kamera dosahuje dostatečného počt̊u sńımku/s, takže ji lze použ́ıt př́ımo k seřizováńı
mikroskopu.

• Nedocháźı k zaváděńı analogového šumu, převod na digitálńı signál se děje př́ımo
v kameře.

• Kamera neobsahuje pohyblivé mechanické části.

• K poč́ıtači je kamera připojena prostřednictv́ım vysokorychlostńı ho rozhrańı IEEE1394a
(FireWire).

• Výhodou je také napájeńı kamery pomoćı stejného rozhrańı př́ımo z poč́ıtače.

• Expozičńı doba je nastavitelná v širokém rozmeźı. Lze také nastavit zisk čipu CCD.

• Z mikroskopu bylo možno vyjmout děĺıćı hranol a využ́ıt tak plné intenzity světla
vstupuj́ıćıho do kamery z mikroskopu.

4.3 Praktická realizace sńımáńı

Jelikož je kamera Astropix 1.4 čistě digitálńı, je pro práci s ńı d̊uležitá znalost komu-
nikačńıho protokolu. Společně s kamerou byl dodán také obslužný program, který je
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Obrázek 4.2.1: Spektrálńı citlivost kamery Astropix 1.4 [6].

určen předevš́ım k astronomickým účel̊um a pro naše potřeby nebyl dostatečně použitelný.
Zp̊usob, jakým lze kameru nastavit a sńımat pomoćı ńı jednotlivé sńımky, aniž bychom
museli použ́ıvat p̊uvodńı program, je pro moji práci stěžejńı, a proto ji v této části po-
drobně přibĺıž́ım. V tabulce 4.3 jsou uvedeny všechny funkce nutné pro úspěšné sejmut́ı
sńımku. Nutno dodat, že v d̊usledku špatné dokumentace bylo hledáńı těchto funkćı
a zároveň i jejich správného sestaveńı v programu jedna z časově nejv́ıce náročných část́ı.

pořad́ı funkce význam
1 mm40GetNumberDevices(szMM40_Name, &devices ) zjǐstěńı počtu připojených kamer

2 mm40GetDevice(0, &serial ) volba kamery 0

3 mm40Initialize(szMM40_Name, serial, &h ) inicializace kamery 0

4 mm40GetResolution(h, &res, &bpl, &foffset, &bpp) zjǐstěńı rozlǐseńı čipu

5 mm40SetExposure(h, 5000) nastaveńı expozice v mikrosekundách

6 mm40SetGain(h, 1) nastaveńı zisku

7 mm40StartImageAcquisition(h) spuštěńı zachytáváńı

8 mm40WaitForImage(h, 60000); čekáńı na sńımek

9 mm40AcquireImage( h, (PVOID*)&raw ) sejmut́ı sńımku

10 mv40Unpack12(image,raw,bpl,res.cy,bpp,0,res.cx) převod formátu 12 bit̊u na 16 bit̊u

11 mm40StopImageAcquisition(h); ukončeńı sńımáńı

12 mm40Uninitialize(h) deinicializace kamery

Tabulka 4.3: Význam základńıch funkćı pro sńımáńı obrazu kamerou.
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Spuštění vlákna snímání.

Detekce připojených kamer (funkce č. 1).

Byla nalezena alespoň jedna kamera ?

Ano

Ne

Zvolení a inicializace detekované kamery 
(funkce č. 2 a 3).

Nastavení expozice a zisku kamery (funkce č. 5 a 6).

Zapnutí snímacího režimu (funkce č. 7).

Čekání na předání snímku (funkce č. 8).

Uložení snímku do paměti (funkce č. 9).

Převod dynamického rozsahu 12b na 16b
(funkce č. 10).

Čekání na synchronizaci s dalším zpracováním.

Předání dat k dalšímu zpracování.

Pokračovat ve snímání ?

Ano

Ne

Ukončení snímání (funkce č. 11).

Deinicializace kamery (funkce č. 12).

Ukončení vlákna snímání.

Obrázek 4.3.1: Vývojový diagram zachytáváńı sńımk̊u pomoćı kamery Astropix 1.4.
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Na obrázku 4.3.1 je zobrazen vývojový diagram sńımáńı obrazu kamerou Astropix 1.4
tak, jak je realizován v obslužném programu (viz kapitola 7). Popsaná metoda sńımáńı
obrazu je spuštěna v samostatném vlákně a běž́ı nezávisle na zbývaj́ıćı části programu.
Se zbývaj́ıćımi vlákny programu je spolupráce zabezpečena pomoćı kritické sekce a syn-
chronizačńıch semafor̊u.
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Kapitola 5

Regulace

V hlavńı části mé diplomové práce se zabývám vytvořeńım zpětné vazby mezi rekon-
struovanou fáźı a piezoelektrickým aktuátorem. Aktivńı součást́ı této zpětné vazby je
piezo-stolek (viz kapitola 3), ř́ıd́ıćı jednotka (viz kapitola 3.2) a program, který provád́ı
rekonstrukce fáze a na jejich základě realizuje numerickou zpětnou vazbu. V technické
praxi se setkáváme s r̊uznými typy zpětných vazeb. Technická zař́ızeńı, která tyto vazby
využ́ıvaj́ı se obecně nazývaj́ı regulátory.

Základńı rozděleńı regulátor̊u :

• Mechanické

• Analogové spojité

– P (Proportional) regulátor

– PI (Proportional Integral) regulátor

– PID (Proportional Integral Derivative) regulátor

• Analogové nespojité

– Dvoupolohová regulace

– Kroková regulace

• Č́ıslicové

– P regulátor

– PI regulátor

– PID regulátor

Protože celý system je připojen k poč́ıtači nab́ıźı se jako vhodná alternativa právě č́ıslicový
(diskrétńı) regulátor. Podstatnou výhodou těchto typ̊u regulátor̊u je možnost změnou
v programu vytvořit přesně takový typ regulátoru, který je pro dané účely nejvhodněǰśı.
Z uvedených typ̊u č́ıslicových regulátor̊u se jako nejvhodněǰśı jevil regulátor PID, který
svými parametry zajǐst’uje nulovou odchylku v ustáleném stavu a oproti PI regulaci reaguje
rychleji na změnu požadované hodnoty signálu a mı́rněji na vznik poruchy v signálu.



26 KAPITOLA 5. REGULACE

Principiálńı schema PID regulátoru je na obrázku 5.0.1, kde w je požadovaná hod-
nota, y je změřená hodnota, e je chyba a u je akčńı veličina. V tomto př́ıpadě se jedná

PP Σ
I

D

Obrázek 5.0.1: Schéma paralelńıho PID regulátoru.

o tzv. paralelńı uspořádáńı regulátoru dobře realizovatelné jedině elektronickou cestou. Ze
schématu je patrné, že PID regulátor vzniká spojeńım tř́ı složek P, I, D:

• P jako proporcionálńı složka realizuje pouze ześıleńı chyby regulace, sama o sobě
může fungovat jako regulátor, ale nezajǐst’uje nulovou regulačńı odchylku. Teoretický
popis je nejjednodušš́ı a spoč́ıvá pouze v násobeńı regulačńı chyby proporcionálńım
ześıleńım r0

P (k) = r0e(k). (5.0.1)

• I je integračńı složka, pr̊uběžně zohledňuje změnu chyby regulace. Také tato složka
může pracovat samostatně jako regulátor

I(k) =
r0Tv

Ti

k∑
i=1

e(i). (5.0.2)

• D složka poč́ıtá s rychlost́ı změny chybové veličiny a pomáhá tak rychleǰśımu ustáleńı
na požadovanou hodnotu. Tato složka samostatně pracovat nemůže pro př́ılǐs velkou
citlivost numerické derivace na šum

D(k) =
r0Td

Tv

[e(k)− e(k − 1)]. (5.0.3)

Kombinaćı uvedených vztah̊u dostaneme obvykle uváděné rovnice diskrétńıho PID re-
gulátoru

u(k) = P (k) + I(k) +D(k) = r0e(k) +
r0Tv

Ti

k∑
i=1

e(i) +
r0Td

Tv

(e(k)− e(k − 1)), (5.0.4)

kde Tv je perioda vzorkováńı, r0, Ti a Td jsou specifické konstanty, jejichž velikost se
převážně určuje experimentem a chybu regulace můžeme vyjádřit pomoćı vstupńıch veličin:

e(k) = y(k)− w(k). (5.0.5)

Toto uspořádáńı jsem použil ve své práci. Jeho hlavńı výhodou je nezávislost speci-
fických konstant jednotlivých složek, narozd́ıl od sériového uspořádáńı, kde jsou na sobě
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jednotlivé konstanty př́ımo závislé. Regulátor je realizován jako součást obslužného pro-
gramu, která zajǐst’uje v pr̊uběhu rekonstrukćı reakce piezo-stolku na právě vypočtenou
fázi. Důsledkem je, že kvalita regulace záviśı na počtu rekonstrukćı fáze za jednotku času
a tedy př́ımo na výpočetńım výkonu použitého poč́ıtače. Experimentu a praktické realizaci
regulace se věnuji v části 6.4.3.
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Kapitola 6

Experiment

Ovládáńı mikroskopu společně s veškerým vyhodnocováńım jsem prováděl nejprve na
poč́ıtači s procesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+, později byl zakoupen výkonněǰśı
poč́ıtač s procesorem Intel R© CoreTM2 Quad 6600. Veškerá měřeńı jsem prováděl pomoćı
vlastnoručně napsaných programů, zpracováńı graf̊u z naměřených hodnot jsem provedl
v prostřed́ı Microsoft Excel.

6.1 Parametry experimentálńı sestavy

Základńı parametry byly pro všechna měřeńı stejné. V posledńım měřeńı jsem z mikro-
skopu vyjmul dělićı hranol, který jako poz̊ustatek po uspořádáńı s dvěmi kamerami (viz
kapitola 4) odrážel 50% svazku do slepé větve mikroskopu. Po jeho odebráńı stačilo při
stejné expozici a zisku sńımaćı kamery nastavit zdroj pouze na 50% výkonu.

Parametry kamery:

• chlazeńı na ... 10 ◦C,

• doba expozice ... 5 ms,

• zisk ... 0 dB.

Osvětlovaćı soustava:

• halogenová žárovka o výkonu 100 W s interferenčńım úzkopásmovým filtrem
o maximu propustnosti pro vlnovou délku λ = 546, 6 nm a pološ́ı̌rkou maxima
∆λ = 11 nm.

Objektivy:

• Nikon, planachromát 10×/ 0,25.
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6.2 Měřeńı stability mikroskopu

Pokud nebude uvedeno jinak, v této práci stabilitou rozumı́me časovou stabilitu obra-
zové fáze. Stabilita hodnot obrazové fáze odpov́ıdá mechanické stabilitě optického stolku.
Budeme-li provádět dlouhodobá měřeńı (v jednotkách až deśıtkách hodin), je d̊uležité
vědět, jakým zp̊usobem se v časovém pr̊uběhu naměřených hodnot fáze projevuje me-
chanická nestabilita mikroskopu. Z tohoto d̊uvodu jsem na mikroskopu provedl několik
měřeńı, která měla ukázat závislost stability mikroskopu (resp. hodnot obrazové fáze) na
čase. Většina měřeńı prob́ıhala v noci, abych alespoň částečně eliminoval vliv vibraćı na
mikroskop. Ve všech následuj́ıćıch měřeńıch je jako mezivýsledek experimentu komplexńı
amplituda, z té nás zaj́ımá předevš́ım obrazová fáze, kterou převád́ıme na výšku pomoćı
vztahu (viz [2] kapitola 6.4.2)

z =
−Φ(z)λ

2π(1 + cosα)
, (6.2.1)

kde Φ(z) je rekonstruovaná fáze a úhel α vyplývá z numerické apertury a indexu lomu
prostřed́ı před objektivem. Pro zobrazeńı výsledk̊u v grafu je vhodné poč́ıtat pr̊uměrnou
hodnotu fáze na zvolené oblasti, t́ım doćıĺıme menš́ıho vlivu šumu na výslednou hodnotu
výšky. Vzhledem k tomu, že v některých měřeńıch došlo k samovolnému posunut́ı op-
tického stolku i o několik mikrometr̊u, musel jsem obrazovou fázi navazovat. Pokud byla
oblast přes kterou se poč́ıtá pr̊uměrná fáze právě na fázovém skoku 2π (viz obrázek 6.2.1),
pak pr̊uměrná fáze na této oblasti je t́ımto skokem ovlivněna, data obsahuj́ı chybné body
a po navázáńı se ve výsledném zobrazeńı projev́ı jako špička (viz obrázek 6.2.2). Ve všech
daľśıch grafech jsem ručně vyloučil tyto evidentně chybné body tak jak je to na obrázku
6.2.3. V těchto př́ıpadech nás zaj́ımá předevš́ım celková velikost posunut́ı, proto je ručńı
vyloučeńı vadných bod̊u př́ıpustné. V grafech je na ose x uveden skutečný čas, ve kterém
bylo měřeńı prováděno.

oblast průměrování fáze

Obrázek 6.2.1: Oblast pr̊uměrováńı fáze se nacháźı na fázovém skoku 2π.

V př́ıpadě měřeńı, v nichž by nám záleželo na přesněǰśım zp̊usobu eliminace těchto
fázových skok̊u, jsem navrhl metodu, která by měla být ve většině př́ıpad̊u vyhovuj́ıćı.
Spoč́ıvá ve výběru dvou oblast́ı pr̊uměrováńı fáze. Na začátku měřeńı se provede odečet
hodnot pr̊uměrných fáźı a následně se ulož́ı jejich rozd́ıl. V pr̊uběhu experimentu se kontro-
luje rozptyl hodnot pr̊uměrných fáźı na jednotlivých oblastech. Pokud přes jednu z oblast́ı
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Obrázek 6.2.2: Posuv optického stolku v pr̊uběhu experimentu zat́ıžený přechodem přes
fázový skok.

Obrázek 6.2.3: Vyloučeńı vadných bod̊u z graf̊u.
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právě procháźı fázový skok, zvýš́ı se na ńı výrazně rozptyl hodnot a v tento okamžik se
použije pro daľśı výpočet druhá oblast spolu s informaćı o fázovém rozd́ılu mezi oblastmi.

6.2.1 Optický stolek s planžetovým mechanismem a diferenciálńım
šroubem

Součást́ı RDHM je optický stolek (obrázek 6.2.4) s možnost́ı posuvu ve třech osách pomoćı
mikrometrických šroub̊u. V ose z totožné s optickou osou mikroskopu je možný pomoćı di-
ferenciálńıho mikrometrického šroubu jemný posuv s minimálńım krokem 0,5µm. Součást́ı
stolku je také piezoelektrický aktuátor, pro velmi jemný posuv v ose z.

Obrázek 6.2.4: Optický stolek s planžetovým mechanismem a diferenciálńım šroubem.

Parametry experimentu:

• velikost oblasti rekonstruované komplexńı amplitudy ... 320 px × 240 px;

• velikost oblasti pr̊uměrováńı fáze ... 20 px × 20 px;

• délka měřeńı ... 10 hodin 48 minut;

• ukládáńı rekonstruované komplexńı amplitudy ... vždy po 1 minutě;

• počet vyhodnocených měřeńı ... 651.

Z uvedených výsledk̊u (viz obrázek 6.2.5) je zřejmé, že mikroskop je pro dlouhodobá
měřeńı značně nestabilńı. Z d̊uvodu zjǐstěńı, jakou měrou se na této nestabilitě účastńı
samotný optický stolek, který pro svoji komplikovanost může akumulovat a v pr̊uběhu
měřeńı uvolňovat vnitřńı pnut́ı, jsem provedl stejné měřeńı, ve kterém jsem nahradil
p̊uvodńı stolek pevným optickým stolkem.
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Obrázek 6.2.5: Posuv optického stolku s diferenciálńım šroubem v pr̊uběhu experimentu.

6.2.2 Pevný optický stolek

Původńı optický stolek s posuvy byl nahrazen prostým stolkem (obrázek 6.2.6) od firmy
ThorLabs s jednoosým posuvem, jehož př́ıpadná v̊ule je vymezována pružinou. Stolek
byl na mikroskopu volně položen, aby nedošlo ke vzniku deformaćı a pnut́ı. Měřeńı jsem
prováděl stejně jako v předchoźım př́ıpadě v pr̊uběhu noci.

Obrázek 6.2.6: Pevný optický stolek.

Výsledkem tohoto měřeńı bylo zjǐstěńı, že jednoduchý optický stolek částečně zlepšil
stabilitu mikroskopu (viz obrázek 6.2.7). Vzhledem k p̊uvodńımu stolku (obrázek 6.2.5)
s diferenciálńım šroubem je celkový posuv během doby měřeńı méně než polovičńı. V grafu
také vid́ıme větš́ı rozptyl naměřených hodnot, což pravděpodobně ukazuje na větš́ı cit-
livost tohoto stolku na okolńı vibrace. Během měřeńı se v pr̊uběhu rekonstruované am-
plitudy projevily náhlé skoky (viz obrázek 6.2.8). Protože tyto skoky žádným zp̊usobem
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nekoresponduj́ı s rekonstruovanou fáźı, je pravděpodobné, že se jedná o koĺısáńı inten-
zity zdroje světla. Tato teorie se potvrdila a v kapitole 6.4.5 je vysvětleno, jakou úpravou
v programu je dosáhnuto nezávislosti rekonstruované amplitudy na intenzitě osvětlovaćıho
zdroje.

Parametry experimentu:

• velikost oblasti rekonstruované komplexńı amplitudy ... 320 px × 240 px;

• velikost oblasti pr̊uměrováńı fáze ... 20 px × 20 px;

• délka měřeńı ... 14 hodin 39 minut;

• ukládáńı rekonstruované komplexńı amplitudy ... vždy po 1 minutě;

• počet vyhodnocených měřeńı ... 879.

Obrázek 6.2.7: Posuv prostého optického stolku v pr̊uběhu experimentu.
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Obrázek 6.2.8: Rekonstruovaná amplituda v pr̊uběhu experimentu s pevným stolkem.

6.2.3 Optický stolek s piezoelektrickým aktuátorem v jedné
poloze

V daľśım měřeńı nás zaj́ımalo, jestli na stabilitu mikroskopu bude mı́t nějaký výrazný vliv
také piezoelektrický aktuátor zabudovaný v optickém stolku. Provedl jsem měřeńı stabi-
lity mikroskopu, při kterém jsem nastavil napájećı napět́ı piezoelektrického aktuátoru na
konstantńı hodnotu. Tomu by mělo odpov́ıdat i konstantńı prodloužeńı a t́ım i konstantńı
posuv celého optického stolku.

Parametry experimentu:

• velikost oblasti rekonstruované komplexńı amplitudy ... 320 px × 240 px;

• velikost oblasti pr̊uměrováńı fáze ... 20 px × 20 px;

• délka měřeńı ... 11 hodin 13 minut;

• ukládáńı rekonstruované komplexńı amplitudy ... vždy po 1 minutě;

• počet vyhodnocených měřeńı ... 673.

Z výsledného pr̊uběhu (obrázek 6.2.9) je patrné, že ve srovnáńı s výsledkem prvńıho
měřeńı (viz obrázek 6.2.5) se zapnut́ı piezoelektrického aktuátoru nijak výrazně neproje-
vilo. Celkový samovolný posuv v době experimentu byl přibližně stejný. V grafu rekon-
struované amplitudy (obrázek 6.2.10) můžeme opět sledovat náhlé skoky.
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Obrázek 6.2.9: Posuv optického stolku s diferenciálńım šroubem a zapnutým piezoelek-
trickým aktuátorem v pr̊uběhu experimentu.

Obrázek 6.2.10: Rekonstruovaná amplituda v pr̊uběhu experimentu s pevným stolkem.
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6.2.4 Vyhodnoceńı

Z provedených experiment̊u jasně plyne, že poloha optického stolku v ose z je nestabilńı,
a proto mikroskop neńı vhodný pro dlouhodobá sledováńı vzork̊u. Z velké části se na
nestabilitě mikroskopu pod́ıĺı samotný optický stolek, po jehož výměně za jednoduchý
stolek se nestabilita mikroskopu sńıžila. Ve všech uvedených grafech závislosti polohy
optického stolku (ve směru optické osy) na čase, si můžeme povšimnout zlomu, který
nastával vždy přibližně ve stejnou dobu kolem 6 hodiny ráno. Z toho usuzuji, že na
stabilitu mikroskopu má výrazný vliv výskyt vibraćı zp̊usobených každodenńım provozem
na fakultě. V tabulce 6.1 jsou shrnuty výsledky předchoźıch měřeńı.

měřeńı celkový posuv [µm] rychlost posuvu [µm/h]

optický stolek s diferenciálńım šroubem 2,480 0,229
prostý optický stolek 0,988 0,067
optický stolek s piezoelektrickým aktuátorem 2,320 0,210

Tabulka 6.1: Shrnut́ı výsledk̊u měřeńı.

Pokud tedy z nějakého d̊uvodu potřebujeme provádět dlouhodobá měřeńı, je nutné
polohu optického stolku stabilizovat.
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6.3 Zp̊usoby sńımáńı polohy

V předchoźı kapitole jsem uvedl d̊uvody, ze kterých vyplývá, že je nutné optický sto-
lek stabilizovat. Aby bylo možné tento záměr uskutečnit, je potřebné źıskávat informaci
o aktuálńı poloze optického stolku. V praxi se nejčastěji použ́ıvaj́ı dva základńı typy
sńımač̊u polohy: indukčńı a kapacitńı. V př́ıpadě RDHM je možno ještě využ́ıt obrazové
fáze jako př́ımého ukazatele polohy stolku. Jsou zde probrány výhody a nevýhody jednot-
livých metod sńımáńı polohy.

6.3.1 Indukčńı sńımač polohy

Indukčńı sńımače polohy patř́ı mezi bezkontaktńı sńımače. Pracuj́ı na principu změny
indukčnosti sńımaćı ćıvky změnou magnetické vodivosti magnetického obvodu. Existuje
několik základńıch uspořádáńı, která se lǐśı pr̊uběhem závislosti indukčnosti na změně
v magnetickém obvodu. Většina indukčńıch sńımač̊u je lineárńıch jen v malé oblasti. Nej-
jednodušš́ı uspořádáńı je tvořeno vzduchovou ćıvkou, do které se zasouvá magneticky
vodivé jádro, t́ım se měńı permeabilita dutiny ćıvky a p̊uvodně malá vodivost magne-
tického obvodu se zvětšuje. Běžně dostupné indukčńı sńımače polohy se dle typu vy-
značuj́ı přesnost́ı měřeńı v jednotkách mikrometr̊u a měř́ıćım rozsahem do deśıtek metr̊u.
Principiálńı uspořádáńı takového sńımače je na obrázku 6.3.1.

posuv

L

Obrázek 6.3.1: Indukčńı sńımač polohy.

6.3.2 Kapacitńı sńımač polohy

Pro měřeńı polohy můžeme také využ́ıt kapacitńı sńımače, které pracuj́ı na principu kon-
denzátoru s proměnnou kapacitou. Při konstrukci kapacitńıch sńımač̊u se využ́ıvá změny
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účinné plochy elektrod, změny jejich vzdálenosti nebo změny dielektrika. Tyto sńımače
jsou vhodné pro měřeńı malých posunut́ı (1 mm až 15 mm). Pr̊uběh kapacity je však
nelineárńı. Výhodou kapacitńıch sńımač̊u je jejich konstrukčńı jednoduchost a možnost
snadné úpravy pro daný účel. Nevýhodou bývá poměrně obt́ıžné měřeńı kapacity. Změny
kapacity jsou malé, jejich měřeńı vyžaduje použit́ı citlivých měř́ıćıch metod. Měř́ı se při
stř́ıdavém napájećım napět́ı s kmitočtem řádově až několik MHz. Měřićı obvod obvykle
vyžaduje stř́ıdavý generátor a stř́ıdavý měř́ıćı zesilovač. Obrázek 6.3.2 ukazuje principiálńı
uspořádáńı kapacitńıho sńımače.

posuv

C l

Obrázek 6.3.2: Kapacitńı sńımač polohy.

6.3.3 Sńımáńı polohy na základě vyhodnoceńı obrazové fáze

Měřeńı polohy vyhodnoceńım informace z obrazové fáze je možné jen u interferenčńıch
zař́ızeńı jako je RDHM. Výhodou je možnost měřit polohu př́ımo na definované oblasti
vzorku nezávisle na použitém optickém stolku s podélnou rozlǐsovaćı schopnost́ı měřeńı v
jednotkách nanometr̊u. Nevýhodou je rozsah spojitého měřeńı jen v intervalu 2π, a s t́ım
spojený vznik fázových skok̊u při změně polohy optického stolku o větš́ı hodnotu. Daľśı
nevýhodou je rychlost rekonstrukce obrazové fáze (viz obrázek. 2.2.1), která může u méně
výkonných poč́ıtač̊u trvat v řádu desetin sekundy. U rychlých stroj̊u už je tato nevýhoda
nepodstatná.

6.3.4 Závěr

Pro použit́ı indukčńıho nebo kapacitńıho sńımače by byly nutné mechanické úpravy mi-
kroskopu a sńımač by byl vázán na jediný typ optického stolku. Rozlǐseńı metod měřeńı
indukčńım a kapacitńım sńımačem jsou ve srovnáńı s rozlǐseńım, které dosahujeme u me-
tody vyhodnoceńı obrazové fáze malé. Vzhledem k tomu, že výsledkem zobrazeńı je u
RDHM také obrazová fáze, je nejvhodněǰśı metodou použit́ı právě sńımáńı polohy op-
tického stolku pomoćı obrazové fáze. Jelikož se snaž́ıme o stabilizaci optického stolku,
nemuśıme se zabývat fázovým skokem a tento problém t́ım odpadá. Źıskáváme tak př́ımo
informaci o poloze optického stolku, resp. o poloze oblasti na zkoumaném vzorku, což je
mnohem výhodněǰśı, protože zavedeńım zpětné vazby stabilizujeme př́ımo polohu vzorku
a nikoliv polohu sńımače. V př́ıpadě indukčńıho nebo kapacitńıho sńımače, který nelze
umı́stit př́ımo na vzorek, by se sńımala pouze poloha některé části optického stolku,
přičemž v závislosti na konstrukčńım provedeńı nemuśı být zaručeno, že posuv sńımače
odpov́ıdá přesně posuvu vzorku.
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6.4 Stabilizace

6.4.1 Měřeńı linearity ř́ıdićı jednotky

Pro ovládáńı piezoelektrického aktuátoru použ́ıváme ř́ıdićı jednotku, která je popsána
v kapitole 3.2. Tato ř́ıdićı jednotka dostává povely z poč́ıtače ve formě č́ıselného para-
metru v rozsahu 0 až 65535, tomuto intervalu pak odpov́ıdá výstupńı napět́ı v rozsahu
0 až 136 V. Provedl jsem měřeńı linearity tohoto zdroje. Pro tento účel jsem napsal jedno-
duchý program, který ukládal změřenou hodnotu napět́ı z digitálńıho měřićıho př́ıstroje
typu UT60G. Program postupně proměřoval charakteristiku zdroje po skoku ve vstupńım
parametru ř́ıd́ıćı jednotky 100. Výsledný pr̊uběh ukazuje obrázek 6.4.1. Je zcela lineárńı,
a proto ho lze bez daľśıch přepočt̊u použ́ıt pro měřeńı.

Obrázek 6.4.1: Linearita ř́ıdićı jednotky.

6.4.2 Měřeńı charakteristiky aktuátoru

V zadáńı diplomové práce jsem měl zadán úkol proměřit charakteristiku piezoelektrického
aktuátoru. Jedná se o závislost prodloužeńı piezoelektrického elementu na přiloženém
napět́ı. Měřeńı jsem prováděl v RDHM a prodloužeńı jsem źıskal z rekonstruované fáze.
Měřeńı jsem provedl automaticky pomoćı programu, který jsem napsal pro obsluhu RDHM,
a prob́ıhalo dle následuj́ıćıho postupu. Nejprve jsem nastavil nulové napájećı napět́ı aktuáto-
ru a manuálně pomoćı mikrometrických šroub̊u jsem seř́ıdil mikroskop. V obslužném pro-
gramu jsem zvolil krok napájećıho napět́ı 200 mV (ve vstupńım parametru ř́ıd́ıćı jed-
notky odpov́ıdá kroku 100) a spustil jsem měřeńı celé charakteristiky. V intervalech 1 s se
ukládala rekonstruovaná fáze. Provedl jsem celkem čtyři měřeńı se stoupaj́ıćım a klesaj́ıćım
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napět́ım, dvě na plnou hodnotu zdroje 136 V a daľśı dvě na hodnotu polovičńı, 68 V.
Výsledky měřeńı jsem vynesl do grafu (obrázek 6.4.2), charakteristiky odpov́ıdaj́ı katalo-
govému pr̊uběhu jak je uvedeno v kapitole 3.1.3. V grafu je vhodné si povšimnout oblasti
kolem nulového napájećıho napět́ı. Je zřejmé, že aktuátor se ihned po odstaveńı napájećıho
napět́ı nevraćı zcela na p̊uvodńı délku, ale z̊ustává zde zbytkové prodloužeńı.

Obrázek 6.4.2: Změřená charakteristika piezoelektrického aktuátoru.

6.4.3 Popis regulace

Regulace využ́ıvá zpětné vazby s vřazeným PID regulátorem. Teoretický popis PID re-
gulace je uveden v kapitole 6.4.4. Prakticky je PID regulátor realizován v poč́ıtači jako
součást programu pro obsluhu RDHM. Uspořádáńı zpětné vazby je na obrázku 6.4.3.
Z uspořádáńı je vidět, že zpětná vazba se uzav́ırá mezi rekonstruovanou fáźı a piezoelek-
trickým aktuátorem v optickém stolku. Měřeńım jsem si ověřil, že kvalita regulace záviśı
jak na vhodném nastaveńı parametr̊u PID regulátoru, tak na rychlosti zpracováńı rekon-
strukce poč́ıtačem a t́ım př́ımo na rychlosti se kterou může sestava reagovat na změny ve
fázi. Pro výpočet zpětné vazby slouž́ı funkce UpdatePID.

double UpdatePID(SPid *pid, double error, double position) {

double pTerm,dTerm,iTerm;

pTerm = pid->pGain * error; // výpočet proporcionálnı́ složky

pid->iState += error; // výpočet integračnı́ složky

iTerm = pid->iGain * pid->iState;

dTerm = pid->dGain * (position - pid->dState); // výpočet
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derivačnı́ složky

pid->dState = position;

return pTerm + iTerm - dTerm; // návratová hodnota funkce

}

Po spuštěńı obslužného programu jsou rekonstrukce komplexńı amplitudy prováděny v ne-
konečné smyčce. Funkce UpdatePID je volána v každém cyklu rekonstrukce a ihned rea-
guje na změny ve fázi.

100 um

Obrázek 6.4.3: Schéma prakticky realizované zpětné vazby.



6.4. STABILIZACE 43

6.4.4 Měřeńı stability s regulaćı

Prvńı měřeńı byla prováděna na poč́ıtači s procesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+.
Maximálńı počet rekonstruovaných komplexńıch amplitud za sekundu se pohyboval ko-
lem 2,5. Po spuštěńı programu je v okně obrazové fáze nutné vybrat oblast stabilizace,
je vhodné zvolit rovinnou část. Na této oblasti se bude PID regulátor snažit přibĺıžit
požadované hodnotě fáze. V našem př́ıpadě regulujeme na hodnotu fáze 0 rad, tato volba
je nejvhodněǰśı, protože je nejv́ıce vzdálená od fázového skoku. Přechod fázového skoku
přes regulovanou oblast může mı́t za následek rozkmitáńı systému. Parametry regulátoru
zadáváme v podobě zisku proporcionálńı, integračńı a derivačńı části regulátoru PID
v konfiguračńım souboru obslužného programu. Nastaveńı regulátoru jsem učinil pomoćı
několika pokus̊u.

Parametry experimentu:

• velikost rekonstruované komplexńı amplitudy 320 px × 240 px;

• velikost oblasti pr̊uměrováńı fáze 20 px × 20 px;

• délka měřeńı - 12 hodin 8 minut;

• ukládáńı rekonstruované komplexńı amplitudy vždy po 30 sekundách;

• počet vyhodnocených měřeńı 1456;

• parametry PID (viz kapitola )

– r0 = 3 (v programu odpov́ıdá konstantě pGain),

– r0/Ti = 0, 4 (v programu odpov́ıdá konstantě iGain),

– r0Td = 0, 1 (v programu odpov́ıdá konstantě dGain);

• poč́ıtač AMD R© AthlonTM 64 3200+.

Z grafu (obrázek 6.4.4) je patrné, že hned v prvńıch měřeńıch se podařilo dosáhnout
velmi dobré stabilizace posuvu optického stolku. Z výsledných dat vyplývá, že 95% změře-
ných hodnot se nacháźı v intervalu ±5,3 nm od středńı polohy optického stolku. V př́ımém
kontrastu s předchoźımi výsledky došlo k výraznému ustáleńı polohy optického stolku až
v době, kdy na fakultě zač́ıná denńı provoz. V grafu rekonstruované amplitudy si můžeme
opět povšimnout strmých skok̊u.
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Obrázek 6.4.4: Posuv optického stolku se zapnutou stabilizaćı.

Obrázek 6.4.5: Pr̊uběh rekonstruované amplitudy.
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6.4.5 Koĺısáńı intenzity zdroje

Vzhledem ke skok̊um v rekonstruované amplitudě jsem se rozhodl nejprve prověřit, jakým
zp̊usobem je napájena žárovka osvětlovaćıho zdroje. Provedl jsem proto demontáž zdroje
světla a zjistil jsem následuj́ıćı fakta:

• žárovka je napájena stř́ıdavým proudem,

• je připojena př́ımo na sekundárńı vinut́ı transformátoru,

• regulace světelného výkonu je prováděna na primárńım vinut́ı transformátoru,

• jedná se o prostou regulaci pomoćı triaku a potenciometru,

• výkon žárovky je tedy př́ımo závislý na śıt’ovém napět́ı, které v pr̊uběhu dne značně
koĺısá.

Pokud tedy vycháźıme z hypotézy koĺısaj́ıćı intenzity zdroje osvětleńı, mělo by k zajǐstě-
ńı rezistence rekonstruované amplitudy stačit znát skutečnou intenzitu zdroje (nebo j́ı
úměrnou veličinu) v okamžiku sńımáńı hologramu kamerou. Ze znalosti skutečné inten-
zity zdroje pak můžeme vypoč́ıtat rekonstruovanou amplitudu relativně k intenzitě zdroje.
Výsledkem by měla být stabilńı rekonstruovaná amplituda v určitém rozmeźı nezávislá
na intenzitě osvětleńı. S odkazem na [7] je intenzita interferenčńıho obrazce dána:

I = Ir + Ip + 2
√
IrIp|γ| cos(ϕp − ϕr) (6.4.1)

kde γ je stupeň koherence, Ir je intenzita v referenčńı větvi, Ip je intenzita v předmětové
větvi mikroskopu a ϕp−ϕr odpov́ıdá rozd́ılu optických drah v jednotlivých větv́ıch. Člen√
IrIp je závislý na intenzitě zdroje a vnáš́ı tuto závislost do rekonstruované obrazové am-

plitudy. Součet intenzit Ip + Ir lze také považovat za intenzitu úměrnou intenzitě zdroje,
resp. intenzitu světelného zdroje po pr̊uchodu optickou soustavou mikroskopu a vid́ıme,
že je nezávislá na stupni koherence γ. V našem př́ıpadě dle rovnice 2.3.4 odpov́ıdá součet
intenzit dvěma prvńım člen̊um a jejich Fourierova transformace odpov́ıdá ve spektru pro-
storových frekvenćı hlavńımu kř́ıži (spektrum na obrázku 2.2.1). Abychom zajistili re-
zistenci obrazové amplitudy proti koĺısáńı intenzity zdroje, je dostačuj́ıćı uvažovat nultou
prostorovou frekvenci, která nese informaci o intenzitě obrazu a odpov́ıdá středu hlavńıho
kř́ıže. Hodnoty rekonstruované obrazové amplitudy jsou v posledńı fázi děleny źıskanou
hodnotou nulté prostorové frekvence a tento pod́ıl již neńı závislý na intenzitě zdroje.

Programově je popsaná metoda realizována tak, že ve fourierovském prostoru se
současně s detekćı nosné frekvence hledá i hodnota nulté prostorové frekvence ve středu
hlavńıho kř́ıže. Po výpočtu inverzńı FFT se výsledné hodnoty děĺı touto hodnotou a
následně se upravuje jejich dynamický rozsah na 256 stupň̊u šedi tak, aby bylo možné
jejich zobrazeńı na obrazovce poč́ıtače.

Posledńı experiment jsem prováděl na poč́ıtači Intel R© CoreTM2 Quad 6600, který je
výrazně výkonněǰśı něž p̊uvodńı poč́ıtač a dosahoval tak až 9,5 rekonstrukćı komplexńı
amplitudy za sekundu. Naměřené hodnoty jsou opět vyneseny do graf̊u. Na obrázku
6.4.6 je zobrazen pr̊uběh posuvu optického stolku v závislosti na čase. Výsledkem je, že
95% změřených hodnot spadá do intervalu ±0,77 nm od středńı polohy optického stolku.
Došlo tedy k výraznému zlepšeńı kvality stabilizace optického stolku, což bylo zp̊usobeno
částečně doladěńım integračńıho parametru PID regulátoru a částečně vyšš́ım počtem
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Obrázek 6.4.6: Posuv optického stolku se zapnutou stabilizaćı.

Obrázek 6.4.7: Pr̊uběh rekonstruované amplitudy.
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rekonstrukćı za jednotku času. Následuj́ıćı graf (viz obrázek 6.4.7) zobrazuje závislosti
rekonstruovaných amplitud na čase, můžeme zde porovnat kontrast mezi pr̊uběhem re-
konstruované amplitudy normované k maximálńı hodnotě a pr̊uběhem rekonstruované
amplitudy, která bere v úvahu intenzitu zdroje. Z uvedeného plyne, že skoky v rekon-
struované amplitudě byly opravdu zp̊usobeny koĺısáńım intenzity zdroje a popsaným
zp̊usobem jsem tuto závislost odstranil. Důležitost stabilńı hodnoty rekonstruované am-
plitudy si uvědomı́me, pokud budeme proměřovat osovou intenzitńı odezvu mikroskopu,
kde by se skoky v rekonstruované amplitudě mohly výrazným zp̊usobem projevit, dále
pak v př́ıpadě, kdy seřizujeme polohu optického stolku na maximálńı rekonstruovanou
amplitudu můžou náhodné skoky v intenzitě zdroje tuto proceduru zcela znemožnit.

Parametry experimentu:

• velikost rekonstruované komplexńı amplitudy 400 px × 320 px;

• velikost oblasti pr̊uměrováńı fáze 20 px × 20 px;

• délka měřeńı - 12 hodin 21 minut;

• ukládáńı rekonstruované komplexńı amplitudy vždy po 30 sekundách;

• počet vyhodnocených měřeńı 1482;

• parametry PID

– r0 = 3 (v programu odpov́ıdá konstantě pGain),

– r0/Ti = 0, 9 (v programu odpov́ıdá konstantě iGain),

– r0Td = 0, 1 (v programu odpov́ıdá konstantě dGain);

• poč́ıtač Intel R© CoreTM2 Quad 6600.

6.5 Osová intenzitńı odezva reflexńıho digitálńıho ho-

lografického mikroskopu

Měřeńı osové intenzitńı odezvy RDHM jsem provedl pouze jako demonstraci použitelnosti
programu. Stejně jako u konfokálńıho mikroskopu má zobrazeńı RDHM hloubkově dis-
kriminuj́ıćı charakter, což má za d̊usledek zobrazeńı pouze těch bod̊u vzorku, které lež́ı
v předmětové rovině objektivu a jej́ım bĺızkém okoĺı. Schopnost hloubkově diskrimino-
vaného zobrazeńı charakterizuje osová intenzitńı odezva, což je závislost rekonstruované
amplitudy na poloze optického stolku vzhledem k předmětové rovině objektivu. Během
experimentu jsem nejprve nastavil piezoelektrický posuv na středńı hodnotu prodloužeńı,
mikrometrickým šroubem jsem manuálně seř́ıdil přibližně maximálńı pr̊uměrnou hodnotu
rekonstruované amplitudy. Přesunul jsem polohu piezoelektrického aktuátoru do počátečńı
polohy. V programu jsem nastavil krok parametru ř́ıd́ıćı jednotky piezo-posuvu na 100
(odpov́ıdá posuvu o 0,023 µm) a ukládáńı sńımku každou sekundu.

Po provedeńı měřeńı a vyhodnoceńı výsledk̊u jsem źıskal graf závislosti intenzity zobra-
zeńı na poloze vzorku vzhledem k předmětové rovině objektivu (obrázek 6.5.1). Pološ́ı̌rka
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maxima odpov́ıdá 4,7 µm.

Parametry kamery:

• chlazeńı na ... 10 ◦C,

• doba expozice ... 5 ms,

• zisk ... 0 dB.

Osvětlovaćı soustava:

• halogenová žárovka o výkonu 100 W s interferenčńım úzkopásmovým filtrem
o maximu propustnosti pro vlnovou délku λ = 546, 6 nm a pološ́ı̌rkou maxima
∆λ = 11 nm.

Objektivy:

• Nikon, planachromát 10×/ 0,25.

Obrázek 6.5.1: Pr̊uběh osové intenzitńı odezvy.
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Kapitola 7

Popis obslužného programu IDE

Doposud prob́ıhalo zpracováńı obrazu hologramu sejmutého v RDHM pomoćı procedur
napsaných ve skriptovaćım jazyku MATLAB. Takto prováděné zpracováńı bylo sice spo-
lehlivé, ale nešlo použ́ıt pro zobrazeńı skutečně v reálném čase, nav́ıc při zpracováńı v́ıce
sńımk̊u trpělo značnými nedostatky. Hlavńı problém byl ve zp̊usobu práce s daty pomoćı
obrázk̊u s dynamickým rozsahem 8 bit̊u. Bylo nutné upravit dynamický rozsah p̊uvodńıch
dat tak, aby odpov́ıdal právě 8 bitovému. To se v tomto př́ıpadě dělo pro každý sńımek
zvlášt’. Pokud zpracováváme jen jednu rekonstrukci, je vše v pořádku, jestliže ale chceme
zpracovat v́ıce sńımk̊u a za předpokladu, že koĺısá intenzita zdroje osvětleńı (viz část
6.4.5), docháźı ke vneseńı tohoto koĺısáńı do zpracovávaných dat. Jinými slovy je každý
zpracovaný sńımek dynamicky upraven k jiné maximálńı intenzitě zdroje. V programo-
vaćım jazyku C jsem napsal program, který automatizuje zpracováńı obrazu přesně podle
schématu na obrázku 2.2.1, je rezistentńı v̊uči změně intenzity zdroje a jeho výstupem
mohou být jak klasické 8 bitové obrázky formátu tiff, tak i soubory typu cpx, které nesou
surovou informaci o rekonstruované komplexńı amplitudě. Zpracováńım těchto soubor̊u
źıskáváme přesněǰśı informace než zpracováńım obrázk̊u tiff. V následuj́ıćıch řádćıch je
popsána struktura programu a zp̊usob, j́ımž pracuje a jak se ovládá.

Aby zpracováńı hologramu bylo co nejrychleǰśı, je program od začátku koncipován
pro poč́ıtače s v́ıce procesory. Základńı část́ı (viz obrázek 7.0.1) je dynamická knihovna
(dll - dynamic linking library) a uživatelské rozhrańı. Neméně d̊uležité jsou i ostatńı
použité knihovny. Pro výpočet rychlé Fourierovy transformace použ́ıvám volně dostupnou
knihovnu libfftw3-3.dll ; bližš́ı informace včetně dokumentace jsou dostupné v [4]. Pro
ukládáńı grafických dat využ́ıvám knihovnu libtiff3.dll ; dokumentace je dostupná v [5].

Po spuštěńı programu souborem ide.exe se zobraźı okno uživatelského rozhrańı (viz
obrázek 7.0.2). Obsahuje posuvńıky pro nastaveńı zisku, expozičńı doby a posuvńık pro
manuálńı nastaveńı polohy piezoelektrického aktuátoru. V levém horńım rohu je tlač́ıtko
start, které spoušt́ı samotný proces sńımáńı a následné rekonstrukce. Pod ńım jsou pak
informace o úrovni rekonstruované amplitudy, fáze, počtu rekonstruovaných sńımk̊u za
sekundu a o aktuálńı poloze piezoelektrického aktuátoru. Dole vlevo jsou pak volby pro
změnu vlastnost́ı programu:

• detekce nosné - při zaškrtnut́ı tohoto poĺıčka docháźı k detekci nosné frekvence
při každém zpracovávaném sńımku, jinak je nosná detekována jen jednou při prvńı
rekonstrukci;

• náhled - zobrazuje v novém okně sńımky př́ımo z kamery;
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• pr̊uběh amplitudy - v novém okně zobrazuje pr̊uběh pr̊uměrné rekonstuované
amplitudy v závislosti na čase, v posledńı verzi zobrazuje i pr̊uběh fáze na vybrané
oblasti;

• zpětná vazba - spoušt́ı regulaci PID;

• 3D náhled - zobrazuje fázovou mapu v 3D projekci.

Vpravo dole pak nacháźıme tlač́ıtko save, po jehož stisku se ulož́ı právě zpracovávaná
data. Vedle tohoto tlač́ıtka je volba intervalu v sekundách a poĺıčko auto save, po jeho
zaškrtnut́ı se ve zvoleném intervalu ukládaj́ı data na disk poč́ıtače. V závislosti na au-
tomatickém ukládáńı je možno posouvat piezoelektrickým aktuátorem optický stolek po
zvoleném kroku poĺıčkem krokováńı posuvu.

Po stisku tlač́ıtka start jsou volány funkce knihovny dll. Podle schématu na obrázku
7.0.1 docháźı ke spuštěńı separátńıch vláken, operačńı systém si je rozlož́ı tak, aby došlo
k maximálńımu využit́ı výpočetńıho výkonu. Nejprve docháźı ke spuštěńı sńımáńı ob-
razu, následuje spuštěńı rychlé Fourierovy transformace, zpětné Fourierovy transformace
a v posledńım části ke spuštěńı vlákna zobrazeńı a zpracováńı výsledk̊u. Předáváńı pa-
rametr̊u je vyznačeno modrými šipkami, přesun dat je zobrazen šipkami červenými. Ve
výsledku se na monitoru poč́ıtače zobraźı mimo uživatelského rozhrańı ještě minimálně
daľśı dvě okna s rekonstruovanou obrazovou fáźı a obrazovou amplitudou. Celkový po-
hled na spuštěný program můžeme vidět na obrázku 7.0.3. V okně fáze je b́ılým čtvercem
vyznačena oblast, na které chceme stabilizovat fázi, levým tlač́ıtkem myši můžeme ob-
last libovolně přesunout. Program umı́ provést detekci maximálńı amplitudy, resp. posu-
nout optický stolek tak, aby v oblasti ohraničené b́ılým čtvercem v okně amplitudy došlo
k nalezeńı extrémńı hodnoty rekonstruované amplitudy. Výběr oblasti se děje stejně jako
u okna fáze levým tlač́ıtkem myši, spuštěńı detekce se provád́ı pravým tlač́ıtkem myši,
po dosažeńı maximálńı amplitudy program automaticky přecháźı do režimu stabilizace
optického stolku.

Velká část parametr̊u programu je nač́ıtána z konfiguračńıho souboru winkamera.ini,
který je uložen ve stejném adresáři jako zbytek programu. Některé tyto parametry je
možné měnit pomoćı uživatelského rozhrańı, jiné je zat́ım nutné změnit př́ımo v konfi-
guračńım souboru.
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jádro programu (dllknihovna.dll)uživatelské rozhraní

snímání obrazu kamerou Astropix
(mm40api.dll)

rychlá Fourierova transformace
(lib�tw3-3.dll)

separace, apodizace,
zpětná rychlá Fourierova transformace

zobrazení rekonstruované amplitudy 
a fáze, PID regulátor, ukládání výsledků
(libti�.dll) 

data

řídící povely

Obrázek 7.0.1: Struktura programu.

Obrázek 7.0.2: Uživatelské rozhrańı programu.
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Obrázek 7.0.3: Celkový pohled na program za běhu.
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Kapitola 8

Konstrukčńı úprava

Při měřeńı jsem měl občasné problémy s upevněńım osvětlovaćı soustavy. V současném
stavu je umı́stěna odděleně, a proto při každém vyjmut́ı optického kabelu př́ıpadně přesunu
mikroskopu docháźı k jej́ımu rozladěńı. V návrhu úpravy tedy uvád́ım zp̊usob, jak ji
upevnit k tělu mikroskopu tak, aby se stala jeho ned́ılnou součást́ı. Při konstrukci jsem
využil stávaj́ıćı optiky.

1

2

Obrázek 8.0.1: Držák optické soustavy (1 - obj́ımka pro vložeńı stávaj́ıćı optiky, 2 - nosná
část určená k přǐsroubováńı k tělu mikroskopu).

Obrázek 8.0.1 ukazuje 3D model uchyceńı optické soustavy k tělu mikroskopu. Č́ıslem 1
je označena pružná obj́ımka do které se vlož́ı p̊uvodńı osvětlovaćı optika. Po vložeńı se
sevře ve vhodné poloze pomoćı šroubu.

Č́ıslem 2 je označena část určená k upevněńı na základńı desku mikroskopu. K tomu
účelu slouž́ı čtyři otvory pro šrouby M5. Poloha vzhledem k základńı desce mikroskopu je
dána osazeńım. Náčrt montáže je na obrázku 8.0.2. S část́ı 2 je pružná obj́ımka spojena
pomoćı šroubu M6 a umožňuje pohyb obj́ımky v jednom směru. Výkresy jednotlivých
součást́ı jsou v př́ıloze.
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DM O

ZD

Obrázek 8.0.2: Upnut́ı držáku optické soustavy k tělu mikroskopu (ZD - základńı deska
mikroskopu, O - osvětlovaćı soustava, DM - difrakčńı mř́ıžka).



55

Kapitola 9

Závěr

V zadáńı diplomové práce jsem měl zpracovat tyto úkoly:

• naprogramovat procedury pro ovládáńı piezoposuvu a pro komunikaci a přenos ob-
razu z digitálńı kamery,

• určit reálnou charakteristiku piezoposuvu,

• naprogramovat ř́ızeńı piezoposuvu se zpětnou vazbou odvozenou z obrazové fáze,

• provést nezbytné konstrukčńı úpravy reflexńıho holografického mikroskopu.

V pr̊uběhu plněńı diplomové práce se mi povedlo úspěšně dokončit všechny zadané úkoly.
V programovaćım jazyku C jsem napsal procedury pro komunikaci a přenos obrazu

z digitálńı kamery Astropix 1.4 a procedury pro komunikaci s ř́ıd́ıćı jednotkou piezoelek-
trického aktuátoru. Na základě těchto procedur jsem napsal program pro obsluhu RDHM,
který ze sńımku hologramu provád́ı zcela automaticky rekonstrukce komplexńı amplitudy.
Povedlo se dosáhnout 9,5 rekonstrukćı komplexńı amplitudy za sekundu při velikosti ob-
lasti rekonstruované komplexńı amplitudy 400 px × 320 px. Komplexńı amplitudu lze
vyhodnotit a źıskat tak mapu výšek odpov́ıdaj́ıćı profilu zkoumaného vzorku v RDHM.

V pr̊uběhu experiment̊u jsem nejprve pomoćı tohoto programu prováděl měřeńı za
účelem zjǐstěńı, která mechanická část RDHM má největš́ı vliv na stabilitu. Měřeńı
prokázala, že pouze výměnou optického stolku za jednodušš́ı se stabilita mikroskopu
významně zlepšila. Největš́ı nestabilitu zp̊usobuje optický stolek, který je značně citlivý
na vibrace.

Zp̊usob řešeńı byl ve vytvořeńı zpětné vazby mezi polohou optického stolku a piezoelek-
trickým aktuátorem. Navrhl jsem řešeńı pomoćı numerického PID regulátoru, který jsem
implementoval do programu. Následně jsem pomoćı několika měřeńı PID regulátor nasta-
vil, tak abych dosáhl co možná nejlepš́ıch výsledk̊u. Následuj́ıćı měřeńı potvrdila dobrou
funkčnost tohoto uspořádáńı. Měřeńı jsem prováděl nejprve na pomaleǰśım poč́ıtači s pro-
cesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+, posledńı měřeńı jsem provedl na novém poč́ıtači
s procesorem Intel R© CoreTM2 Quad 6600 a ve výsledku se pozitivně projevil vyšš́ı výpočetńı
výkon poč́ıtače a t́ım také rychleǰśı reakce na změnu polohy optického stolku. Ve výsledném
pr̊uběhu rekonstruované obrazové amplitudy jsem pozoroval skokové změny, které byly
d̊usledkem koĺısaj́ıćı intenzity světelného zdroje. Úpravou programu jsem dosáhl nezávislosti
rekonstruované obrazové amplitudy na intenzitě zdroje světla. Výsledky posledńıho měřeńı
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prokazuj́ı, že 95% změřených hodnot v délce měřeńı 12 h 21 minut bylo v intervalu
±0,77 nm od středńı polohy optického stolku.

Provedl jsem také proměřeńı závislosti prodloužeńı použitého piezoelektrického aktuáto-
ru na přiloženém napájećım napět́ı, která je v dobré shodě s katalogově uváděnou.

V pr̊uběhu měřeńı se ukázalo, že osvětlovaćı soustava oddělená od základńı desky
mikroskopu je nevýhodou, která p̊usob́ı nutnost jej́ıho častého seřizováńı. Abychom tomu
předešli, navrhl jsem konstrukčńı úpravu tak, aby se osvětlovaćı soustava stala součást́ı
mikroskopu.
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Př́ılohy

Př́ıloha č. 1
Výkresová dokumentace:

RDHM 2008-0 obj́ımka - sestava,

RDHM 2008-1 obj́ımka,

RDHM 2008-2 pomocná deska.

Př́ıloha č. 2

Datové CD s následuj́ıćım obsahem:

• složka Program IDE - zdrojové kódy programu IDE;

• složka Model - 3D model uchyceńı osvětlovaćı soustavy vytvořený v programu In-
ventor 11;

• složka Vykresy - výkresová dokumentace vytvořená v programu AutoCAD 2007;

• složka Podpurne programy - programy využité v pr̊uběhu měřeńı

– cpx2pgm - převád́ı formát souboru komplexńı amplitudy (*.cpx) na formát
obrázku tiff;

– cpx2tex - zpracovává naměřená data ze soubor̊u komplexńı amplitudy (*.cpx)
do textového souboru (hodnoty jsou odděleny středńıkem);

– multimeter UT60G + zdroj - program určený na proměřeńı linearity ř́ıd́ıćı
jednotky piezoelektrického aktuátoru.
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