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Abstrakt

Digitalni holograficka mikroskopie je interferenéni zobrazovaci metoda vyuzivajici principu
mimoosové obrazové holografie. Z principu této metody vyplyva moznost rekonstruovat
z vystupniho signdlu mikroskopu jak obrazovou amplitudu, tak i obrazovou fazi, a to
prakticky v realném case. Tato dvé zobrazeni lze ziskat z jediného obrazového hologramu.
Rychlost zpracovani obrazového hologramu je omezena rychlosti detekce a vykonem vypo-
¢etni techniky.

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem obsluzného softwaru pro komunikaci se
snimaci kamerou a pro zpracovani obrazového hologramu. Cilem bylo dosahnout co nejvys-
ST pocet rekonstrukei komplexni amplitudy provedenych za jednotku ¢asu a dosahnout
takovych vysledku, aby software vyuzil maximalné moznosti datového prenosu mezi ka-
merou a pocitacem.

Dale se tato prace zabyva stabilizaci polohy optického stolku reflexniho digitalniho ho-
lografického mikroskopu, ktera je v principu zaloZena na zpracovani rekonstruované obra-
zové faze a na zavedeni zpétné vazby mezi obrazovou fazi a piezoelektrickym aktuatorem
optického stolku. V praci jsou prezentovany vysledky méreni potvrzujici funkénost 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

Uvod

Ve své diplomové praci jsem se zabyval vyvojem softwaru urceného pro fizeni a stabili-
zaci optického stolku reflexniho digitalniho holografického mikroskopu (déle jen RDHM).
V principu je RDHM dvousvazkovy interferometr Linnikova typu s nekoherentnim plosnym
zdrojem svétla a difrakéni mfizkou jako délicem svazku. Ve vystupni roviné tohoto mi-
kroskopu vznikd interferenéni obrazec (hologram), jehoz zpracovanim ziskdvame, na-
rozdil od béznych mikroskopu, informaci nejen o obrazové amplitudé, ale také o ob-
razové fazi. Ziskana fazovad mapa obrazu citlivé zavisi na vysce sledovaného bodu na
povrchu vzorku a jejim prevodem na mapu vysek muzeme ziskat informaci o poloze sledo-
vaného bodu vzorku s vyskovym rozlisenim fadové v nanometrech. Muzeme tak provést
3D rekonstrukci zkoumaného vzorku, a to jen z jednoho snimku hologramu. V diplo-
mové praci jsem se predevsim vénoval vyvoji obsluzného softwaru, konkrétné pak komu-
nikaci se snimaci kamerou a podpore zpracovani hologramu na vicejadrovych pocitacich.
K myslence vyuziti vicejadrovych pocitacu mé vedla vysoka naro¢nost rychlé Fourierovy
transformace na vypocetni vykon procesoru pocitace a zaroven snaha o co nejvyssi pocet
rekonstrukei komplexni amplitudy provedenych za jednotku ¢asu. Snahou bylo dosdhnout
takovych vysledku, aby software vyuzil maximélné moznosti datového prenosu mezi kame-
rou a pocitacem, coz by vedlo k moznosti praktického pouziti mikroskopu pii sledovani
a zobrazovani rychlych déju a s tim spojené moznosti sefizovat mikroskop na zdkladé
okamzité rekonstrukce obrazové amplitudy a obrazové faze.

Koneénym cilem této prace bylo zavedeni zpétné vazby mezi rekonstruovanou ob-
razovou fazi a piezoelektricky posuv optického stolku mikroskopu. Vysledkem méla byt
stabilizace polohy optického stolku ve sméru optické osy mikroskopu a kontrolovany posuv
stolku.

V druhé kapitole se vénuji popisu funkce, usporadani a vlastnostem RDHM.

Tteti kapitola diplomové prace je vénovana optickému stolku ovldadanému pomoci
piezoelektrického aktuatoru. Zde je uveden i konkrétni typ pouzitého akcéniho ¢lenu, jeho
katalogova charakteristika, parametry a také popis fidici jednotky.

Ctvrtd kapitola popisuje techniku sniméni interferenéniho obrazce. Nejprve zminuji,
jakymi zpusoby se obraz snimal diive, poukazuji na jich nevyhody a néasledné rozebiram
soucasny zpusobu snimani hologramu. V zavéru pak rozepisuji parametry pouzité kamery
véetné seznamu ovladacich funkei uréenych pro jazyk C.

V paté kapitole zminuji zakladni typy reguldtoru a nésledné prechdzim k popisu
diskrétniho PID (Proportional Integral Derivative ) reguldtoru, ktery byl proveden jako
soucast softwaru pro RDHM.



4 KAPITOLA 1. UVOD

Sest4 kapitola prezentuje jednotlivé vysledky experimenti provedené na RDHM za
pomoci obsluzného softwaru. V zavéru je pak prokdzana funkcénost stabilizace optického
stolku pomoci numerického regulatoru PID.

Sedma kapitola se vénuje detailnimu popisu obsluzného programu a pouzitych kniho-
ven spoleéné s vysvétlenim jejich vyznamu.

V osmé kapitole je uveden navrh konstrukéni tpravy osvétlovaci ¢asti mikroskopu
a jsou zde zminény duvody, které meé k této upravé vedly.

V zaveéru diskutuji vysledky celé prace.



Kapitola 2

Reflexni digitalni holograficky
mikroskop

Reflexni digitalni holograficky mikroskop (RDHM) umoznuje hloubkové diskriminované
zobrazeni vzorku, podobné jako je tomu u konfokalni mikroskopie. Vytvareni obrazu je
vsak u RDHM zalozeno na principu mimoosové obrazové holografie s nekoherentnim zdro-
jem sveétla. Cela cast vzorku v zorném poli objektivu je zobrazovana v realném case,
a proto schéma mikroskopu nevyzaduje rastrovaci soustavu.

2.1 Schéma mikroskopu a popis jeho funkce

Celou sestavu mikroskopu lze v principu rozdélit na tii zakladni ¢asti: osvétlovaci sou-
stavu, jadro mikroskopu a detekéni ¢ast. Optické schéma mikroskopu je priméarné navrzeno
pro vlnovou délku A = 547nm. Jako svételny zdroj nejcastéji pouzivame halogenovou
zarovku OSRAM 100W v kombinaci s interferenénim filtrem s maximem propustnosti
na vlnové délce 546,6 nm a polositkou maxima 11 nm. Ackoliv je mikroskop navrzen pro
vlnovou délku 547 nm, je mozno pouzit i zdroje svétla s jinou vlnovou délkou v rozsahu
spektralni propustnosti optické soustavy mikroskopu. V piipadé pouziti laserové diody
jako zdroje svétla, je nutné, aby svazek prochézel soustavou pevné a rotujici matnice,
¢imz dojde ke snizeni koherenéni délky laserového svazku. Body matnice se pak chovaji
jako kvazimonochromatické vzajemné nekoherentni svételné zdroje.

Jadro mikroskopu je v podstaté dvousvazkovym interferometrem (viz obrazek 2.1.1).
Je tvoreno fazovou bindrni difrakéni miizkou DM s hustotou 150 ¢ar/mm, dvéma zrcadly
721, 72, dvéma déli¢i svazku DS1 a DS2, dvojici ekvivalentnich achromatickych mikro-
skopovych objektivii O1 a O2 se zvétSenim 10 X a numerickou aperturou NA = 0,25
a referen¢nim zrcadlem RZ. Plosny zdroj je zobrazen do ohniskovych rovin obou mikro-
skopovych objektivu, ¢imz je zavedeno Kohlerovo osvétleni vzorku i referencniho zrcadla.

Svételnd vlna z osvétlovace S dopadd na difrakéni mtizku, kde se déli na jednotlivé
difrakéni Fady. Uhel, ktery sviraji 1. a -1. difrakéni f4d pro vlnovou délku A = 547nm
je B =9,4°. Zrcadla Z1 a Z2 smétuji prave 1. a -1. difrakéni rad do predmétové a referencni
vétve mikroskopu. Pouzitim 1. a -1. difrakéniho fadu se zajisti stejna intenzita svétla
v obou vétvich. Nulty difrakéni tad prochézi prostorem mezi témito zrcadly a dale se ho
nevyuziva.

Predmeétova vina dopada na zrcadlo Z1, kterym je smérovana pres déli¢ svazku DS1
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Obrazek 2.1.1: Schéma mikroskopu.
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do obrazové roviny objektivu O1. Po pruchodu objektivem se predmétova vlna odrazi od
vzorku zpét. Znovu prochézi objektivem O1 a délicem svazku DS1 do vystupni (obrazové)
roviny VR mikroskopu.

Referencni vina je, podobné jako vlna predmétova smérovana zrcadlem Z2 a po pruchodu
délicem svazku DS2 je objektivem O2 soustfedéna na referencni zrcadlo RZ, kterym je
odrazena zpét a po dopadu na déli¢ svazku DS2 je rovnéz tato vina smérovana do vystupni
roviny VR mikroskopu.

Obé viny vzniklé za difrakéni miizkou prochézeji optickymi prvky se shodnymi para-
metry a urazi stejnou optickou drahu. Rozdil mezi nimi je pouze v tom, ze v predmétové
vétvi je misto zrcadla vzorek. Ve vystupni roviné VR tedy dochézi k jejich interferenci. In-
terferencni podminka je vSak splnéna pouze pro svétlo, které vychazi z oblasti vzorku lezici
v tésném okoli predmeétové roviny objektivu O1. Z tohoto duvodu vznika v predmétové
roviné objektivu O3 (10x /NA= 0,3) obrazovy hologram fezu vzorku predmétovou rovi-
nou objektivu O1. Vzhledem k tomu, ze je vzorek pripevnén na stolku, ktery je opatfen
mikrometrickym posuvem a da se jim tak posouvat ve sméru optické osy, lze provadét
fezy vzorkem v ruznych polohéach (hloubkéch) na optické ose.

Obrazovy hologram je nutné zaznamenat, proto je s vystupni rovinou VR ztotoznéna
predmétovd rovina objektivu O3, ktery hologram zobrazuje na ¢ip CCD kamery (viz ka-
pitola 4 tabulka 4.2). Obraz se zaznamend a je déle pocitacové zpracovavan.

2.2 Tvorba obrazu a jeho zpracovani

Snimek porizeny CCD kamerou je obrazovym hologramem rezu vzorku predmeétovou rovi-
nou objektivu. Je tedy tvoren soustavou jemnych rovnobéznych interferencénich prouzku,
jejichz kontrast odpovida amplitudé zobrazeni optického tezu.

Na snimek je aplikovdna dvourozmérna rychld Fourierova transformace — FFT (Fast
Fourier Transform). Touto procedurou ziskdme spektrum prostorovych frekvenci obrazu.
Spektrum je tvoreno centrdalnim maximem ve tvaru kiize, ktery odpovida souctu auto-
korelacnich funkei obrazu v referenéni a v predmétové vétvi a dvéma vedlejsimi maximy
(bud'to v 1. a 3. kvadrantu nebo ve 2. a 4. kvadrantu — podle orientace CCD kamery),
ktera jsou tvorena spektrem prostorovych frekvenci zobrazeni vzorku posunutym o nosnou
frekvenci interferenc¢nich prouzku.

Z celého spektra prostorovych frekvenci je vybrana prave ¢ast obsahujici nosnou frek-
venci véetné jejiho okoli tak, aby vybrana oblast byla co nejvétsi a aby pritom nezasahovala
do centralniho kiize. Na tento vytez se aplikuje inverzni FFT, ¢imz ziskdme komplexni
amplitudu zobrazeni optického fezu vzorkem. Obrazovou amplitudu lze ziskat jako modul
komplexni amplitudy a obrazova faze je pak argument. Schéma celého procesu zpracovani
je graficky zndzornéno na obr. 2.2.1. Popsanym zpusobem tedy ziskdvame nejen informaci
nesenou amplitudou vlny, jako je tomu u vétsiny ostatnich zobrazovacich metod, ale také
informaci nesenou jeji fazi.

Celym vyse popsanym zpusobem ziskdvame obraz pochézejici pouze z bodu vzorku,
které lezi v pfedmétové roviné objektivu a jejim nejblizsim okoli, tedy informace z fezu
vzorku predmétovou rovinou. Zobrazeni ma tedy shodné vlastnosti jako zobrazeni v kon-
fokdlnim mikroskopu. Teoreticky lze potvrdit, ze tomu tak skutecné je [1], vysledek prak-
tického ovéreni je uveden v ¢ésti 6.5 této diplomové prace. Rekonstruovanou fazi muzeme
prevést na mapu vysek, pripadné provést trojrozmérnou rekonstrukei a k tomu nam staci
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Obréazek 2.2.1: Princip zpracovani obrazu.
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pouze jeden snimek. Pokud se jedna o struktury s vétsim vyskovym rozdilem, je nutné
provést rezy vzorkem s definovanym odstupnovanym vyskovym krokem. Muze se jednat
o trojrozmeérnou rekonstrukei povrchu odraznych vzorku (jako napt. ruznych litograficky
pripravenych vzorku, biologickych objektu, ... ), nebo o trojrozmérnou objemovou rekon-
strukei transparentnich vzorku.

2.3 Teorie zobrazeni

Svétlo je v kazdém bodé vzorku rozptylovano do vsech sméru. Uvazujme nejprve paprsky
pochézejici z jediného bodu plosného zdroje S (viz obrazek 2.1.1), protoze z duvodu pro-
storové nekoherence zdroje svétla, pouze ty spolu budou ve vystupni roviné interferovat
za vzniku prouzku. Jelikoz vzdalenost vystupni roviny od ohniskovych rovin mikroobjek-
tivu je velkd (150 mm) ve srovndni s velikosti snimaného pole ve vystupni roviné (0,5
mm), muzeme predmétovou i referencéni vinu aproximovat rovinnou vlnou. Komplexni
amplitudu predmétové viny ve vystupni roviné vyjadiime vztahem (teorie je prevzata
z [3]): B

p(Z) = Cp(Z) exp(if) expli®, (Z)] exp[iP(d)] exp(i27 fo - T), (2.3.1)

kde ¥ = (x1,22) je polohovy vektor ve vystupni roviné, C,(Z) je redlna amplituda
predmétové viny a 6 je faze vinéni vychéazejictho z bodu plosného zdroje S. @,(Z) je
fazovy posuv, ktery predmétova vina odrazena od predmétové roviny ziskala prichodem
predmétovym prostorem mikroobjektivu. ®(4) je fazovy posuv predmétové viny zptusobeny
posunutim roviny odrazu z predmétové roviny mikroobjektivu o vzdéalenost o a ﬁ) je pro-
storova frekvence difrakéni miizky. Pro referen¢éni vinu muzeme psat:

(%) = Cp(Z) exp(if) expli®, (7)] exp(—i2n fy - T), (2.3.2)

kde C, (%) je redlnd amplituda referencni viny a &@,.(%) je fazovy posuv, ktery referencni
vlna ziskala pruchodem predmétovym prostorem mikroobjektivu. Protoze referencni zrca-
dlo zustava v predmeétové roviné mikroobjektivu (6 = 0), je tieti fazor uvedeny v rovnici
(2.3.1) roven jedné. Posledni fazor na pravé strané rovnic (2.3.1) a (2.3.2) se lisi pouze
znaménkem argumentu a udava fazovy posuv predmétové, resp. referencéni viny v bodé
Z zpusobeny sklonem predmétové, resp. referencni vétve vzhledem k normaéle vystupni
roviny. Protoze obé vlny, referencni i predmétova, pochézeji ze stejného bodu plosného
zdroje, jsou vzajemné koherentni a ve vystupni roviné se sc¢itaji v amplitudé. Kamera
snimd intenzitu vzniklého interferenéniho obrazce

i(Z) = [p() + (@) (2.3.3)

Fourierovskymi metodami lze z obrazu vzniklého ve vystupni roviné mikroskopu rekon-
struovat koherentni amplitudové a fazové zobrazeni pozorovaného predmétu. Zobrazeni
je koherentni jako primy dusledek linearity Fourierovy transformace. Plati, Zze Fourierova
transformace souctu je rovna souctu Fourierovych transformaci. Obraz ve vystupni roviné
je souctem piispévku (2.3.3) od jednotlivych bodu K plosného zdroje:

1(Z) =) ix(&).

Fourierova transformace tohoto souctu je proto rovna souctu Fourierovych transformaci
jednotlivych prispéevku:
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FT{I(Z)} = ZFT{ZK
= ZFT{M?K ) + (D)} =

= Z FT{C% (%) + C% (%) +
K

Cip (%) Cic (&) expli(@1c(7) — B, ()] %
expli (6)] exp(idmfy - &) +

Cicp (@) i (&) exp[ (@1 () — D (2))]
expl—i (6] exp(—idn fy - 7)}.

Pomoci linearity Fourierovy transformace muzeme rovnici prepsat do tvaru
FT{I(%)}= Z FT{C% (%)} + Z FT{C% .(7)}+

- ZFT{OKP< )Cicr (&) expli( @ (7) — D ()]

X 4+ X -+

X exp[1<I>K(5)] exp(147rf0- )} +
£ 3 Tyl ) ol (0l ) — 0 ()

X exp[—1<I>K(5)] exp(—idnfy - )}, (2.3.4)

Ve fourierovském prostoru lze od sebe snadno oddélit jednotlivé séitance, protoze mikro-
skop je navrzen tak, aby se oblasti nenulovych hodnot téchto ¢lenu vzajemné nepiekryvaly.
Z celého fourierovského prostoru vybirame pouze oblast reprezentujici tfeti ¢len na pravé
strané rovnice (2.3.4):

5 FT{Cocy ()t ) bl o) — i)

X expli®x(8)] exp(idr fo - 7)}. (2.3.5)

Protoze realna amplituda referencni viny C ,.(Z) je konstantni pro vsechny body Z, a také
pro vsechny body K plosného zdroje S, muzeme ¢len Ckg (%) z vyrazu (2.3.5) vytknout,

wi (T) = Ck p(T) k. (T) expli( Pk p(T) — P, (T))] expli®i ()],

kde wg(Z) je komplexni amplitudou zobrazeni vzorku, které vznikd ve vystupni roviné
mikroskopu pii osvétleni bodem K plosného zdroje S. Redlnd amplituda viny wg (%) je
rovna Ck (7). Faze je dana rozdilem @ () — Pk, (%) zvétsenym o Px(6).

Vyraz (2.3.5) upravime do tvaru:

ZFT{wK #) exp(idr fo - 7)} = ZQK —2f0), (2.3.6)

kde .
Qr(X) = FT{wk(2)}. (2.3.7)
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Z pravé strany rovince (2.3.6) je ziejmé, ze oblast ve fourierovském prostoru, kde vyraz
(2.3.5) nabyvé nenulovych hodnot, mé stfed v bodé X, = 2%.

Vysledna komplexni amplituda zobrazeni w(Z) je sou¢tem prispévku wg (%) od vsech
bodu K plosného zdroje S. Vyjadiime-li wk (Z) z rovnice (2.3.6), bude mit vysledny soucet
tvar:

w(T) = ///ZQK()Z — Xo)exp(i2ni - (X — Xp))dX. (2.3.8)

Presuneme-li vybranou oblast tak, aby jeji stied lezel v bodé X, = 0, bude pravé strana
rovnice (2.3.8) piimo vyjadiovat inverzni F'T souctu vyrazu (2.3.7).

2.4 Shrnuti

Nejvétsi vyhodou digitalniho holografického mikroskopu s nizkokoherentnim osvétlenim
je bezesporu skutecnost, ze intenzita zobrazeni ma hloubkové diskriminovany charakter.
Zobrazeni tak neni ruseno svétlem rozptylenym ¢astmi vzorku, jez nelezi v predmétové
roviné. Na zakladé hloubkové diskriminované intenzity lze vytvaret nedestruktivni optické
tezy vzorkem, z ¢ehoz plyne, Ze se daji zobrazovat i ¢asti zivych tkani. Celé zorné pole
vzorku lze pozorovat ve stejném case, bez nutnosti rastrovat. Rychlost zobrazeni obra-
zové amplitudy a obrazové faze nezavisi na zadné konstrukéni ¢asti mikroskopu, je ome-
zena rychlosti snimani a nasledné pocitacové rekonstrukce. Na modernich vicejadrovych
pocitacich je rekonstruovany obraz k dispozici témér v realném case. Rekonstruovanou
komplexni amplitudu lze vyuzit pro dalsi numerickd zpracovani. Nevyhodou je, Ze pfti
pruchodu svétla vzorkem nesmi dojit ke zhorseni jeho koherence. To se déje napt. pii pozo-
rovani disperznich vzorku v polychromatickém svétle, kdy dochézi k ruznym fazovym po-
suvum pro ruzné vlnové délky, a proto se musi pouzivat kvazimonochromatické osvétleni.
Tato nevyhoda je dusledkem toho, ze cely proces zobrazeni je interferenéniho charakteru.
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Kapitola 3

Posuv rizeny piezoelektrickym
akénim c¢lenem

Pod pojmem piezo-posuv rozumime klasicky posuv navic vybaveny kromé bézného mik-
rometrického Sroubu jesté ovladanim posuvu v jednom nebo vice smérech pomoci zabudo-
vaného piezoelektrického aktuatoru. Elementarni ¢asti piezoelektrickych aktudtoru jsou
tzv. piezo-krystaly. Krystal se rozpind pripadné zkracuje podle napéti, které je privedené
na jeho elektrody. Tento jev se obecné nazyva elektrostrikce a je opacny k piezoelek-
trickému jevu. Vubec prvni akéni ¢len zalozeny na elektrostrikei vytvoril uz roku 1922
Paul Langevin. Jeho feseni mélo nevyhodu v prilis vysokém ovlddacim napéti (az 1500 V)
a v malém rozsahu posuvu. Ke skute¢nému rozvoji doslo teprve po objeveni PZT (Polari-
zed Lead Zirkonate-Titanate) keramik v 60. letech minulého stoleti. Pro PZT keramiku se
nejcastéji pouziva pracovni napéti do 150 V. Prvni posuv konstruovany na bazi vicevrstvé
PZT keramiky byl navrzen v roce 1988.

Tyto keramické materidly nejsou ze své podstaty piezoelektrické. Tuto vlastnost ziska-
vaji upravou, pii které se material ohtiva na tzv. Curieho teplotu. V tomto stavu se na
urcity ¢as vlozi do silného elektrického pole. Po pomalém ochlazeni pak takto upraveny
material ziskava piezoelektrické vlastnosti. Nad Curieho teplotou material ztraci svoje
piezoelektrické vlastnosti, a proto provozni teplota musi lezet hluboko pod touto hranici.

Piezoelektrické materialy maji Siroké vyuziti v ruznych oblastech jako senzory tlaku,
oscilatory, detektory zvuku, generatory ultrazvuku, generatory kratkodobych vyboju a v ne-
posledni tadé i jako mikroaktudtory pro manipulaci s velmi jemnymi posuvy.

3.1 Piezoelektricky aktuator AE0505D16

Soucasti RDHM je manipulacni stolek osazeny piezoelektrickym aktuatorem AE0505D16
japonské spolecnosti NEC/TOKIN. Uspofadani stolku je provedeno tak, ze je pomoci
manualnich mikrometrickych sroubt mozné hrubé nastaveni stolku ve vSech ttech osach.
V ose z, totozné s optickou osou objektivu, je mozné pouzit jako jemny posuv diferencialni
mikrometricky sroub s krokem 0,5 pm, a navic také uvedeny aktuator.

3.1.1 Struktura aktuatoru

Jednd se o tzv. vicevrstvy (multilayer) aktuator (viz obrazek 3.1.1), ktery je slozen z bloku
keramiky, vzdjemné oddélenych elektrodami. Po stranach jsou odpovidajici si elektrody
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propojeny po celé délce aktuatoru. Na takto vznikla spojeni se privadi fidici napéti. Prak-
ticky se jednd o paralelni elektrické spojeni jednotlivych keramickych bloku, jejichz prod-
louzeni se po privedeni fidictho napéti s¢itaji. Prakticka provedeni nékterych vicevrstvych
piezoelektrickych aktudtoru jsou zobrazena na obrazku 3.1.2.

Vnitini Izolator
elektroda

——— Vnitini
elektroda

_—— Vng&jsi
elektroda

Keramika

Obrazek 3.1.1: Struktura vicevrstvého aktuatoru.

Obrazek 3.1.2: Prakticka provedeni vicevrstvych piezoelektrickych aktuatoru.

Timto usporadanim ziskava vicevrstvy aktuator nékteré vyhodné vlastnosti, jak oproti
béznym usporadanim, tak proti aktudtorum vyuzivajicich jinych fyzikalnich principu.
Hlavni vyhody jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Elektromagnetické aktuatory

Mezi elektromagnetické aktudtory radime vSechny typy aktudtoru, které vyuzivaji elek-
tromagnetického pole k vytvofeni silového ticinku. Délime je do dvou skupin:

e aktudtory s linedrnim pohybem (linearni elektromotory)
e aktudtory s rotacnim pohybem (elektrické tocivé stroje)

Casto pouzivanym typem rotacnich aktugtort jsou krokové motory.
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Bimorfni piezoelektrické aktuatory

Bimorfni piezoelektrické aktuatory jsou ve tvaru planzety piipadné disku. Z jedné nebo
obou stran jsou vrstvy PZT keramiky. Po privedeni napajeni se tento typ aktuatoru
prohyba podobné jako bimetalovy pasek.

Vrstvené piezoelektrické aktuatory

Vrstvené (multistack) piezoelektrické aktudtory jsou tvoreny navrstvenim PTZ keramiky
ve vrstvach jedna na druhou, ¢imz dochéazi k sériovému propojeni jednotlivych PTZ vrstev.

Vyhody oproti elektromagnetickym aktuatorim

Rychlejsi odezva

Vyrazné mensi krok

Nizka spotteba

Nevznika elektromagnetické rusent

Vyhody oproti bimorfnim piezoelektrickym aktuatortim

Neékolikrat vyssi tc¢innost premény elektrické energie na mechanickou
Nizsi spotieba

Vyssi generovana sila

Stabilnéjsi posunuti

Rychlejsi odezva (az 100-krat)

Vyhody oproti vrstvenym piezoelektrickym aktuatorim

Vyrazné mensi rozmeéry
Nizsi ridici napéti
Nizsi cena

Tabulka 3.1: Vyhody vicevrstvého aktuatoru.

3.1.2 Parametry

NEC/TOKIN vyrdbi mnoho druhu piezoelektrickych aktuatoru, které se lisi vnéjsimi
rozméry, zpusobem vyvedeni elektrod nebo prurezem téla. V tabulce 3.2 uvadim parame-
try nami pouzivaného aktudtoru s typovym oznacenim AE0505D16.

3.1.3 Charakteristika

Meéfteni charakteristiky piezoelektrického aktuatoru je jednim z ukolu, které jsem dostal
v zadani diplomové prace a vénuji se mu v kapitole 6.4.2. Obrazek 3.1.3 ukazuje charak-
teristiku tak, jak ji muzeme najit v katalogovém listu [6]. Na prvni pohled je zfejmé, ze
se nejedna o linedarni prevod, aktudtor se vyznacuje jistou hysterezi.
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Generated displacement (um)

Maximalni ovladaci napéti
Doporucené ovladaci napéti

Prodlouzeni pii maximalnim napéti
Prodlouzeni pii doporuceném napéti

Generovana sila
Rezonanc¢ni frekvence
Kapacita

Minimalni izola¢ni odpor
Vyska

Stika

Hloubka

150 V ss

100 V ss
(17,442,0) pum
(11,642,0) pm
850 N

69 kHz

1,4 uF

10 M€Q
(20,04+0,1) mm
(5,0£0,1) mm
(5,0£0,1) mm

40

30

20

10

Tabulka 3.2: Parametry aktuatoru AE0505D16.

Measured temperature : 23°C
(with use of unpolarized element)
AE0505D16

50

100

150

Voltage (V)

Obrazek 3.1.3: Charakteristika piezoelektrického aktudtoru [6].
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3.2 Ridici jednotka piezoelektrického aktudtoru

Ridici jednotkou rozumime elektronicky regulovatelny zdroj napéti, ktery nap4jf aktudtor.
V naSem pripadé se jedna o zdroj vyrobeny v Ustavu pifstrojové techniky CSAV pifmo
pro ucely ovladani piezoelektrickych aktuatoru. Pro komunikaci s poéitacem je vyba-
ven sériovym portem RS-232. Celnf strana fidici jednotky obsahuje kontrolku zapnutého
napéjeni, kontrolku probihajici komunikace s pocitacem a dva nezavisle fiditelné napétové
vystupy. Uvnitt fidici jednotky jsou tii zakladni ¢asti:

e Deska zdroje napajectho napéti je tvorena toroidnim transformatorem. Stiidavé sy-
metrické napéti je usmérnéno a pomoci ¢tyi stabilizatoru napéti (7805, 7905, 7812,
7912) upraveno na symetrické stejnosmérné napajeci napéti £12 V. a £5 V.

e Deska mikroprocesoru je tvorena 8 bitovym procesorem Motorola MC6811. Dulezitou
soucastkou je integrovany obvod MAX232, ktery prevadi droven signdlu komu-
nika¢niho portu RS-232 na troven TTL (transistor-transistor-logic, odpovida napé-
jecimu napéti +5 V), aby byla moznd komunikace s procesorem.

e Deska D/A prevodniku je dvoukandlovd. Kazdy kandl obsahuje integrovany obvod
AD1856, coz je 16 bitovy D/A prevodnik uréeny pro zpracovani zvuku a presny refe-
rencni zdroj AD780. Vystup D/A prevodniku je vykonové zesilen pomoci operaéniho
zesilovace 3584MJ a priveden na vystupni svorku.

V nasledujici tabulce 3.3 jsou uvedeny dulezité parametry fidici jednotky. Jednim z expe-
rimentu, které jsem provedl je méreni linearity zavislosti vystupniho napéti na nastavené
hodnoté tohoto zdroje (viz kapitola 6.4.1).

Komunikace s tidici jednotkou probih& v nékolika krocich. Odesila se vzdy dvakrat
16 bitu jako data pro nastaveni jednotlivych vystupu a jednou 8 bitu jako kontrolni
soucet v néasledujicim potadi:

e Odeslani spodniho bajtu pro prvni vystup.

e Odeslani horniho bajtu pro prvni vystup.

Odeslani spodniho bajtu pro druhy vystup.

Odeslani horniho bajtu pro druhy vystup.

Odeslani kontrolniho souctu vech ¢tyr bajtu.

Maximalni napéti 136 V ss

Rozliseni D/A prevodniku 16 bitt

Pocet nastavitelnych trovni napéti 65536

Minimalni krok 2mV

Komunika¢ni rozhrani sériovy port RS-232
Komunika¢ni rychlost 9600bps 1 stop bit

Tabulka 3.3: Parametry tidici jednotky piezoelektrického aktuatoru.

Vzhledem k uvedenym parametrum a vzhledem k tomu, ze pouzity D/A prevodnik je
urceny ke zpracovani audio signalu, lze s jistotou fici, ze rychlost s jakou muzeme zménit
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hodnotu vystupniho napéti je omezena rychlosti prenosu po sériovém rozhrani RS-232.
Tuto Fidici jednotku spolu s popsanym piezoelektrickym aktuatorem (viz ¢ast 3.1) jsem
vyuzil ke stabilizaci mikroskopového stolku ve sméru optické osy (viz kapitola 6.4.4).
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Kapitola 4

Snimani obrazu v reflexnim
digitalnim holografickém mikroskopu

Abychom ziskali z obrazového hologramu, ktery vznikd ve vystupni roviné interferencéniho
mikroskopu, informace o zkoumaném objektu, je nutné nejprve obraz digitalizovat a na-
sledné pocitacové zpracovat. V prubéhu ¢asu bylo pro tento ucel pouzito nékolik ruznych
typu feseni. Cilem je snimat obraz v co nejlepsim mozném rozlieni a v co nejvyssi kvalite.

V puvodnim usporadani mikroskopu bylo pouzito snimani obrazu pomoci klasické
televizni kamery. V dalsi varianté se k této kamete piidala digitalni kamera, ktera sice po-
skytovala lepsi kvalitu snimku, ale nedokazala snimat kontinualné v rychlych sekvencich.
Posledni usporadani je s jedinou digitalni kamerou. Toto usporadani uz netrpi nedostatky
predchozich provedeni. V nasledujicich podkapitoldch se budu vénovat srovnani téchto
zpusobu snimani.

4.1 Snimani v usporadani televizni a digitalni kamera

Toto usporadani se pouzivalo v dobé, kdy nebyla dostupnéd rychla digitalni kamera.
Snimani v usporadani televizni a digitalni kamera je realizovano tak, ze svazek svétla
vystupujici z mikroskopu je rozdélen pomoci hranolu na dva svazky. Jeden vstupuje do
televizni kamery, druhy do digitalni kamery. Televizni kamera snimé 25 snimku/s, a proto
ji pouzivame pro sefizovani mikroskopu, ptipadné pro pocitacové zpracovani s nizkou
kvalitou. Tuto kameru miZeme piipojit bud pifmo k monitoru, nebo pomoci digitalizaén{
karty k pocitaci. Digitalni kamera dosahuje vétsiho dynamického rozsahu a pouzivame ji
pro zpracovani kvalitnéjsich rekonstrukei. K pocitaci je pripojena pomoci USB sbérnice.
Parametry obou kamer jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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TV kamera Astronomicka
Oznaceni Watec LCL-902K SBig ST-7XE
Typ kamery televizni digitalni astronomicka
Rezim snimani kontinudlné (25 snimku/s) jednotlivé snimky (1 snimek/s)
Velikost CCD ¢ipu (5 X 3) mm (6,9 x 4,6) mm
Velikost matice detektoru 640 px x 480 px 765 px x 510 px
Dynamicky rozsah 8-bit 16-bit
Pocet trovni Sedi 256 65 536
Aktivni chlazeni ne ano
Rozhrani digitalizacni PCI karta USB

Tabulka 4.1: Puvodni kamery pouzivané pro snimani.

Z uvedenych parametru je ziejmé, ze toto usporadani trpi hned nékolika zdsadnimi

nevyhodami. Pro praktické pouziti neni toto usporadani prilis vhodné.

Jedn3d se o tyto konkrétni nevyhody:

e Obé kamery maji témér stejnou rozliSovaci schopnost. Astronomicka kamera nam

poskytuje vysoky zisk (citlivost) oproti televizni kamefe, avsak omezeni je v mi-
nimalni expozi¢ni dobé. Zbavime se také nedokonalého analogového prenosu. Pod-
statnou vyhodou je vétsi dynamicky rozsah digitdlni kamery a chlazeni CCD ¢ipu
pomoci dvoustupnového Peltierova ¢lanku. Tim 1ze dosahnout ochlazeni CCD ¢&ipu
pod 0°C a vyrazné omezeni vystielového Sumu.

Digitalizace signédlu z televizni kamery muze vnaset do takto vzniklych dat nee-
xistujici hodnoty. Je to zpusobeno nedokonalou synchronizaci snimani z CCD ¢ipu
uvnitt kamery s digitalizaci uvnitt pocitace, dale pak analogovym Sumem a fazovym
posuvem, ktery muze signal ovlivnit pii pfenosu po koaxialnim kabelu. Prostorova
frekvence interferenéniho obrazce zpusobuje digitaliza¢nim kartdm pii vzorkovani
problémy.

Astronomické kamera tohoto typu obsahuje mechanickou uzavérku a chladici ven-
tildtor, coz muze pusobit rusivé pri sniméani obrazového hologramu vysoce citlivého
na otfesy a vibrace.

TV kameru je mozné pouzit k nastaveni mikroskopu, to ale vzhledem k absenci re-
konstruované amplitudy a faze vyzaduje zkuSené oko uzivatele, ktery se musi tidit
pouze podle subjektivniho vniméni kontrastu interferenénich prouzku. Pro rekon-
strukei obrazu ma TV kamera nevyhovujici dynamicky rozsah.

Astronomickou kameru nelze pouzit pro kontinualni vypocet rekonstrukce z duvodu
velmi dlouhé doby snimani jednoho snimku a jiz zminénou mechanickou uzavérku.

Posledni velkou nevyhodou je nutnost délit svazek vychéazejici z mikroskopu na dva.
Tim se do kazdé kamery z vystupni roviny mikroskopu dostava pouze polovina
puvodni intenzity svazku a je nutnd delsi expozice.
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4.2 Snimani v usporadani s jednou digitalni kamerou

V posledni dobé byla pro mikroskop zakoupena nova kamera s typovym oznacenim Astro-
pix 1.4. Jednd se o univerzalni digitalni CCD kameru s vysokorychlostnim rozhranim Fi-
reWire a elektronickou uzavérkou urcenou (predevsim) pro astronomické icely. Pro tucely
snimani a nésledného digitalniho zpracovani se v soucasné dobé jednd o nejvhodnéjsi
volbu. Parametry kamery jsou uvedeny v tabulce 4.2. Za zminku také stoji spektralni
citlivost kamery (viz obrazek 4.2.1) z niz je vidét, Ze v mikroskopu pouzita vinova délka
osvétleni odpovida oblasti maximélni citlivosti CCD ¢ipu.

Oznaceni Astropix 1.4

Typ kamery astronomické digitalni ¢ernobild

Rezim sniméni kontinualné (12,5 snimku/s dle expozi¢ni doby)
Expozi¢éni doba 1 ms az 60 s

Velikost ¢ipu CCD (10,2 x 8,3) mm

Velikost matice detektoru 1376 px x 1038 px

Dynamicky rozsah 12-bitu

Pocet trovni sedi 4096

Aktivni chlazeni Peltieruv c¢lanek

Rozhran{ IEEE1394a (FireWire)

Tabulka 4.2: Soucasna CCD kamera pouzita pro sniméani obrazu.

Oproti predchozi varianté ziskavame hned nékolik zasadnich vyhod:
e CCD c¢ip kamery ma vyssi rozliSovaci schopnost.

e Kamera dosahuje dostatecného poctu snimku/s, takze ji lze pouzit piimo k sefizovani
mikroskopu.

e Nedochazi k zavadéni analogového sumu, prevod na digitdlni signal se déje ptimo
v kamefe.

e Kamera neobsahuje pohyblivé mechanické ¢asti.

e K pocitaci je kamera pripojena prostiednictvim vysokorychlostni ho rozhrani IEEE1394a
(FireWire).

e Vyhodou je také napdjeni kamery pomoci stejného rozhrani piimo z pocitace.
e Expozicni doba je nastavitelnd v Sirokém rozmezi. Lze také nastavit zisk ¢ipu CCD.

e 7 mikroskopu bylo mozno vyjmout délici hranol a vyuzit tak plné intenzity svétla
vstupujictho do kamery z mikroskopu.

4.3 Prakticka realizace snimani

Jelikoz je kamera Astropix 1.4 cisté digitdlni, je pro praci s ni dulezitd znalost komu-
nikac¢niho protokolu. Spolecné s kamerou byl dodan také obsluzny program, ktery je
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Relative Response

400 500 600 700 800 800 1000
Wave Length [nm]

Obrazek 4.2.1: Spektralni citlivost kamery Astropix 1.4 [6].

urcen predevsim k astronomickym tcelum a pro nase potieby nebyl dostateéné pouzitelny.
Zpusob, jakym lze kameru nastavit a snimat pomoci ni jednotlivé snimky, aniz bychom
museli pouzivat puvodni program, je pro moji praci stézejni, a proto ji v této ¢asti po-
drobné priblizim. V tabulce 4.3 jsou uvedeny vSechny funkce nutné pro tispésné sejmuti
snimku. Nutno dodat, ze v dusledku Spatné dokumentace bylo hledani téchto funkci
a zaroven i jejich spravného sestaveni v programu jedna z casové nejvice naroc¢nych casti.

poradi funkce vyznam

1 mm40GetNumberDevices (szMM40_Name, &devices ) zjisténi poc¢tu pripojenych kamer
2 mm40GetDevice (0, &serial ) volba kamery 0

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

4 mm40GetResolution(h, &res, &bpl, &foffset, &bpp) zjisténi rozliseni ¢ipu

5 mm40SetExposure (h, 5000) nastaveni expozice v mikrosekundach
6 mm40SetGain(h, 1) nastaveni zisku

7 mm40StartImageAcquisition(h) spusténi zachytavani

8 mm40WaitForImage (h, 60000); ¢ekani na snimek

9 mm40AcquireImage( h, (PVOID*)&raw ) sejmuti snimku

10 mv40Unpack12(image,raw,bpl,res.cy,bpp,0,res.cx) prevod formétu 12 bita na 16 bitu
11 mm40StopImageAcquisition(h) ; ukonceni sniméni

12 mm40Uninitialize (h) deinicializace kamery

Tabulka 4.3: Vyznam zakladnich funkei pro snimani obrazu kamerou.
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Spusténi vldkna snimani.

Detekce pfipojenych kamer (funkce ¢. 1).

Byla nalezena alespor jedna kamera ?

Zvoleni a inicializace detekované kamery

(funkce ¢.2 a 3).

Nastaveni expozice a zisku kamery (funkce ¢. 5 a 6).

Zapnuti snimaciho rezimu (funkce ¢. 7).

g

Cekani na predani snimku (funkce ¢. 8).

Ulozeni snimku do paméti (funkce ¢. 9).

Prevod dynamického rozsahu 12b na 16b
(funkce €. 10).

Cekani na synchronizaci s dal$im zpracovanim.

Predani dat k dalsimu zpracovani.

Pokracovat ve snimani ?

Ukon¢eni snimani (funkce ¢. 11).

Deinicializace kamery (funkce ¢. 12).

Ukonceni vidkna snimani.

Obrézek 4.3.1: Vyvojovy diagram zachytavani snimku pomoci kamery Astropix 1.4.
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Na obrazku 4.3.1 je zobrazen vyvojovy diagram snimani obrazu kamerou Astropix 1.4
tak, jak je realizovan v obsluzném programu (viz kapitola 7). Popsand metoda snimani
obrazu je spusténa v samostatném vladkné a bézi nezdvisle na zbyvajici ¢asti programu.
Se zbyvajicimi vlakny programu je spoluprace zabezpecena pomoci kritické sekce a syn-
chronizac¢nich semaforu.
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Kapitola 5

Regulace

V hlavni casti mé diplomové prace se zabyvam vytvorenim zpétné vazby mezi rekon-
struovanou fazi a piezoelektrickym aktuatorem. Aktivni soucasti této zpétné vazby je
piezo-stolek (viz kapitola 3), fidici jednotka (viz kapitola 3.2) a program, ktery provadi
rekonstrukce faze a na jejich zdkladé realizuje numerickou zpétnou vazbu. V technické
praxi se setkavame s ruznymi typy zpétnych vazeb. Technicka zatizeni, kterd tyto vazby
vyuzivaji se obecné nazyvaji regulatory.

Zékladni rozdéleni regulatoru :

e Mechanické
e Analogové spojité
— P (Proportional) regulétor

— PI (Proportional Integral) regulator

— PID (Proportional Integral Derivative) regulator
e Analogové nespojité

— Dvoupolohova regulace

— Krokova regulace
o Cislicové
— P regulédtor
— PI regulator
— PID regulator
Protoze cely system je ptfipojen k pocitaci nabizi se jako vhodna alternativa prave cislicovy

(diskrétni) regulator. Podstatnou vyhodou téchto typu reguldtoru je moznost zménou
v programu vytvorit presné takovy typ regulatoru, ktery je pro dané ucely nejvhodné;jsi.
svymi parametry zajistuje nulovou odchylku v ustaleném stavu a oproti PI regulaci reaguje
rychleji na zménu pozadované hodnoty signalu a mirnéji na vznik poruchy v signalu.
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Principidlni schema PID reguldtoru je na obrazku 5.0.1, kde w je pozadovand hod-
nota, y je zmérend hodnota, e je chyba a u je akéni velicina. V tomto pripadé se jedna

Obréazek 5.0.1: Schéma paralelniho PID regulatoru.

o tzv. paralelni usporadani regulatoru dobte realizovatelné jediné elektronickou cestou. Ze
schématu je patrné, ze PID regulator vznika spojenim tii slozek P, I, D:

e P jako proporciondlni slozka realizuje pouze zesileni chyby regulace, sama o sobé
miuze fungovat jako reguldtor, ale nezajistuje nulovou regulaéni odchylku. Teoreticky
popis je nejjednodussi a spociva pouze v nasobeni regulacni chyby proporciondlnim
zesilenim r

P(k) = roe(k). (5.0.1)

e | je integracni slozka, prubézné zohlednuje zménu chyby regulace. Také tato slozka
muze pracovat samostatné jako regulator

I(k) = ”f Ze(z’). (5.0.2)

e D slozka pocita s rychlosti zmény chybové veli¢iny a poméaha tak rychlejsimu ustaleni
na pozadovanou hodnotu. Tato slozka samostatné pracovat nemuze pro prilis velkou
citlivost numerické derivace na Sum

~ roly
-7

D(k) le(k) — e(k — 1)]. (5.0.3)

Kombinaci uvedenych vztahu dostaneme obvykle uvadéné rovnice diskrétniho PID re-
gulatoru

u(k) = P(k) + I(k) + D(k) = roe(k) + ”f Z e(i) + T;fd(e(k) —e(k—1)), (5.0.4)

kde T, je perioda vzorkovani, rq, T; a T, jsou specifické konstanty, jejichz velikost se
prevazné urcuje experimentem a chybu regulace muzeme vyjadrit pomoci vstupnich velic¢in:

e(k) = y(k) — w(k). (5.0.5)

Toto usporadani jsem pouzil ve své praci. Jeho hlavni vyhodou je nezavislost speci-
fickych konstant jednotlivych slozek, narozdil od sériového uspotradani, kde jsou na sobé
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jednotlivé konstanty piimo zavislé. Regulator je realizovan jako soucést obsluzného pro-
gramu, kterd zajistuje v pribéhu rekonstrukef reakce piezo-stolku na pravé vypoétenou
fazi. Dusledkem je, ze kvalita regulace zavisi na poctu rekonstrukei faze za jednotku ¢asu

a tedy piimo na vypocetnim vykonu pouzitého pocitace. Experimentu a praktické realizaci
regulace se vénuji v ¢asti 6.4.3.
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Kapitola 6

Experiment

Ovladani mikroskopu spolecné s veskerym vyhodnocovanim jsem provadél nejprve na
pocitaci s procesorem AMD® Athlon™ 64 32004, pozdéji byl zakoupen vykonnéjsi
pocitaé s procesorem Intel® Core™?2 Quad 6600. Veskerd méfeni jsem provadél pomoct
vlastnoruéné napsanych programu, zpracovani grafu z namérenych hodnot jsem provedl
v prostiedi Microsoft Excel.

6.1 Parametry experimentalni sestavy

Zakladni parametry byly pro vSechna méteni stejné. V poslednim méfeni jsem z mikro-
skopu vyjmul délici hranol, ktery jako pozustatek po usporadani s dvémi kamerami (viz
kapitola 4) odréazel 50% svazku do slepé vétve mikroskopu. Po jeho odebrani stacilo pii
stejné expozici a zisku snimaci kamery nastavit zdroj pouze na 50% vykonu.

Parametry kamery:
e chlazeni na ... 10°C,
e doba expozice ... 5ms,
e zisk ... 0dB.
Osvétlovaci soustava:

e halogenova zarovka o vykonu 100 W s interferencénim uzkopasmovym filtrem
0 maximu propustnosti pro vlnovou délku A = 546,6 nm a polositkou maxima
AN = 11 nm.

Objektivy:

e Nikon, planachromét 10x/ 0,25.
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6.2 Meéreni stability mikroskopu

Pokud nebude uvedeno jinak, v této praci stabilitou rozumime ¢asovou stabilitu obra-
zové faze. Stabilita hodnot obrazové faze odpovidda mechanické stabilité optického stolku.
Budeme-li provadét dlouhodobd méfeni (v jednotkach az desitkach hodin), je dulezité
védeét, jakym zpusobem se v Casovém prubéhu namérenych hodnot faze projevuje me-
chanicka nestabilita mikroskopu. Z tohoto duvodu jsem na mikroskopu provedl nékolik
mereni, kterd méla ukdzat zavislost stability mikroskopu (resp. hodnot obrazové faze) na
case. Vétsina méfeni probihala v noci, abych alespon c¢astecné eliminoval vliv vibraci na
mikroskop. Ve vsech néasledujicich métenich je jako mezivysledek experimentu komplexni
amplituda, z té néds zajima predevsim obrazova fize, kterou prevadime na vysku pomoci
vztahu (viz [2] kapitola 6.4.2)

—P(2)A

= 6.2.1
: 2m(1 + cosar)’ ( )

kde ®(z) je rekonstruovana faze a thel a vyplyva z numerické apertury a indexu lomu
prostiedi pred objektivem. Pro zobrazeni vysledku v grafu je vhodné poéitat prumérnou
hodnotu faze na zvolené oblasti, tim docilime mensiho vlivu Sumu na vyslednou hodnotu
vysky. Vzhledem k tomu, Ze v nékterych méfenich doslo k samovolnému posunuti op-
tického stolku i o nékolik mikrometru, musel jsem obrazovou fazi navazovat. Pokud byla
oblast pres kterou se po¢itd prumérnd faze pravé na fazovém skoku 27 (viz obréazek 6.2.1),
pak prumérna fize na této oblasti je timto skokem ovlivnéna, data obsahuji chybné body
a po navazani se ve vysledném zobrazeni projevi jako Spicka (viz obrazek 6.2.2). Ve vsech
dalsich grafech jsem ruéné vyloudcil tyto evidentné chybné body tak jak je to na obrazku
6.2.3. V téchto ptipadech nés zajima predevsim celkova velikost posunuti, proto je ruéni
vylouceni vadnych bodu pripustné. V grafech je na ose z uveden skutecny cas, ve kterém
bylo méfeni provadéno.

oblast primérovani faze

[ ——

Obrazek 6.2.1: Oblast prumérovani faze se nachéazi na fazovém skoku 2.

V piipadé méteni, v nichz by nam zalezelo na presnéjsim zpusobu eliminace téchto
fazovych skoku, jsem navrhl metodu, kterd by méla byt ve vétsiné pripadu vyhovujici.
Spociva ve vybéru dvou oblasti prumérovani faze. Na zacatku méreni se provede odecet
hodnot prumérnych fazi a nasledneé se ulozi jejich rozdil. V prubéhu experimentu se kontro-
luje rozptyl hodnot prumérnych féazi na jednotlivych oblastech. Pokud pfes jednu z oblasti
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Obrazek 6.2.2: Posuv optického stolku v prubéhu experimentu zatizeny prechodem pres
fazovy skok.

0.5

N\

0:14 1:26 2:38 3:50 5:02 6:14 7:26 8:38 9:50 11:02

Posuv na optické ose [um]
=

Cas méFeni [him]

Obrazek 6.2.3: Vylouceni vadnych bodu z grafu.
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pravé prochazi fazovy skok, zvysi se na ni vyrazné rozptyl hodnot a v tento okamzik se
pouzije pro dalsi vypocet druhd oblast spolu s informaci o fazovém rozdilu mezi oblastmi.

6.2.1 Opticky stolek s planzetovym mechanismem a diferencialnim
Sroubem

Soucasti RDHM je opticky stolek (obrézek 6.2.4) s moznosti posuvu ve tfech osdch pomoci
mikrometrickych sroubui. V ose z totozné s optickou osou mikroskopu je mozny pomoci di-
ferencidlniho mikrometrického sroubu jemny posuv s minimalnim krokem 0,5 pm. Soucasti
stolku je také piezoelektricky aktuator, pro velmi jemny posuv v ose z.

Obrazek 6.2.4: Opticky stolek s planzetovym mechanismem a diferencidlnim sroubem.

Parametry experimentu:

velikost oblasti rekonstruované komplexni amplitudy ... 320 px x 240 px;

velikost oblasti prumérovani faze ... 20 px x 20 px;

délka méteni ... 10 hodin 48 minut;

ukladani rekonstruované komplexni amplitudy ... vzdy po 1 minuté;

pocet vyhodnocenych méreni ... 651.

Z uvedenych vysledku (viz obrazek 6.2.5) je zfejmé, ze mikroskop je pro dlouhodobd
meéreni znacéné nestabilni. Z duvodu zjisténi, jakou mérou se na této nestabilité ucastni
samotny opticky stolek, ktery pro svoji komplikovanost muze akumulovat a v prubéhu
méreni uvoliovat vnitini pnuti, jsem provedl stejné méfeni, ve kterém jsem nahradil
puvodni stolek pevnym optickym stolkem.
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Obrazek 6.2.5: Posuv optického stolku s diferencialnim sroubem v prubéhu experimentu.

6.2.2 Pevny opticky stolek

Puvodni opticky stolek s posuvy byl nahrazen prostym stolkem (obrézek 6.2.6) od firmy
ThorLabs s jednoosym posuvem, jehoz pripadna vule je vymezovana pruzinou. Stolek
byl na mikroskopu volné polozen, aby nedoslo ke vzniku deformaci a pnuti. Méfeni jsem
provadél stejné jako v predchozim pripadé v prubéhu noci.

Obréazek 6.2.6: Pevny opticky stolek.

Vysledkem tohoto méreni bylo zjisténi, ze jednoduchy opticky stolek c¢astecné zlepsil
stabilitu mikroskopu (viz obrazek 6.2.7). Vzhledem k puvodnimu stolku (obrazek 6.2.5)
s diferencialnim sroubem je celkovy posuv béhem doby méreni méné nez poloviéni. V grafu
také vidime vétsi rozptyl namérenych hodnot, coz pravdépodobné ukazuje na vétsi cit-
livost tohoto stolku na okolni vibrace. Béhem méteni se v prubéhu rekonstruované am-
plitudy projevily nédhlé skoky (viz obrazek 6.2.8). Protoze tyto skoky zadnym zpusobem
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nekoresponduji s rekonstruovanou fazi, je pravdépodobné, ze se jedna o kolisani inten-
zity zdroje svétla. Tato teorie se potvrdila a v kapitole 6.4.5 je vysvétleno, jakou tipravou
v programu je dosdhnuto nezavislosti rekonstruované amplitudy na intenzité osvétlovactho

zdroje.

Parametry experimentu:

e velikost oblasti rekonstruované komplexni amplitudy ... 320 px x 240 px;

KAPITOLA 6. EXPERIMENT

e velikost oblasti prumérovani faze ... 20 px x 20 px;
e délka méfeni ... 14 hodin 39 minut;
e ukladani rekonstruované komplexni amplitudy ... vzdy po 1 minuté;
e pocet vyhodnocenych méfeni ... 879.
0
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Obrazek 6.2.7: Posuv prostého optického stolku v prubéhu experimentu.
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Obrazek 6.2.8: Rekonstruovana amplituda v prubéhu experimentu s pevnym stolkem.

6.2.3 Opticky stolek s piezoelektrickym aktuatorem v jedné
poloze

V dalsim méfeni nas zajimalo, jestli na stabilitu mikroskopu bude mit néjaky vyrazny vliv
také piezoelektricky aktuator zabudovany v optickém stolku. Provedl jsem méreni stabi-
lity mikroskopu, pfi kterém jsem nastavil napajeci napéti piezoelektrického aktuatoru na
konstantni hodnotu. Tomu by mélo odpovidat i konstantni prodlouzeni a tim i konstantni
posuv celého optického stolku.

Parametry experimentu:
e velikost oblasti rekonstruované komplexni amplitudy ... 320 px x 240 px;

e velikost oblasti prumérovani faze ... 20 px x 20 px;

délka méteni ... 11 hodin 13 minut;

ukladani rekonstruované komplexni amplitudy ... vzdy po 1 minuté;

pocet vyhodnocenych méreni ... 673.

Z vysledného prubéhu (obrazek 6.2.9) je patrné, ze ve srovnani s vysledkem prvniho
méfeni (viz obrazek 6.2.5) se zapnuti piezoelektrického aktudtoru nijak vyrazné neproje-
vilo. Celkovy samovolny posuv v dobé experimentu byl priblizné stejny. V grafu rekon-
struované amplitudy (obrazek 6.2.10) muzeme opét sledovat nahlé skoky.



36 KAPITOLA 6. EXPERIMENT

0.5

05 \N\

; \

_2 AN

25 \

23:31 0:43 1:55 3:07 4:19 5:31 6:43 7:55 9:07 10:19

Posuv na optické ose [um]

Cas méfeni [h:m]

Obrazek 6.2.9: Posuv optického stolku s diferencidlnim sroubem a zapnutym piezoelek-
trickym aktuatorem v prubéhu experimentu.
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Obrazek 6.2.10: Rekonstruovana amplituda v prubéhu experimentu s pevnym stolkem.
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6.2.4 Vyhodnoceni

Z provedenych experimentu jasné plyne, ze poloha optického stolku v ose z je nestabilni,
a proto mikroskop neni vhodny pro dlouhodoba sledovani vzorku. Z velké ¢asti se na
nestabilité mikroskopu podili samotny opticky stolek, po jehoz vyméné za jednoduchy
stolek se nestabilita mikroskopu snizila. Ve vSech uvedenych grafech zavislosti polohy
optického stolku (ve sméru optické osy) na ¢ase, si muzeme povsimnout zlomu, ktery
nastaval vzdy priblizné ve stejnou dobu kolem 6 hodiny rano. Z toho usuzuji, ze na
stabilitu mikroskopu ma vyrazny vliv vyskyt vibraci zpusobenych kazdodennim provozem
na fakulté. V tabulce 6.1 jsou shrnuty vysledky predchozich méteni.

meéfeni celkovy posuv [um] rychlost posuvu [pum/h]
opticky stolek s diferencidlnim Sroubem 2,480 0,229
prosty opticky stolek 0,988 0,067
opticky stolek s piezoelektrickym aktuatorem 2,320 0,210

Tabulka 6.1: Shrnuti vysledki méfeni.

Pokud tedy z néjakého duvodu potiebujeme provadét dlouhodoba méreni, je nutné
polohu optického stolku stabilizovat.
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6.3 Zpusoby snimani polohy

V predchozi kapitole jsem uvedl duvody, ze kterych vyplyvd, ze je nutné opticky sto-
lek stabilizovat. Aby bylo mozné tento zameér uskutecnit, je potiebné ziskavat informaci
o aktudlni poloze optického stolku. V praxi se nejcastéji pouzivaji dva zakladni typy
snimacu polohy: indukéni a kapacitni. V pripadé RDHM je mozno jesté vyuzit obrazové
faze jako primého ukazatele polohy stolku. Jsou zde probrany vyhody a nevyhody jednot-
livych metod sniméni polohy.

6.3.1 Induké¢ni snimac¢ polohy

Indukéni snimace polohy patii mezi bezkontaktni snimace. Pracuji na principu zmény
indukcnosti snimaci civky zménou magnetické vodivosti magnetického obvodu. Existuje
nékolik zakladnich uspordadani, kterda se lisi prubéhem zavislosti indukénosti na zméné
v magnetickém obvodu. Vétsina indukénich snimacu je linearnich jen v malé oblasti. Nej-
jednodussi usporadani je tvoreno vzduchovou civkou, do které se zasouva magneticky
vodivé jadro, tim se méni permeabilita dutiny civky a puvodné mald vodivost magne-
tického obvodu se zvétsuje. Bézné dostupné indukcéni snimace polohy se dle typu vy-
znacuji presnosti métfeni v jednotkdach mikrometru a méficim rozsahem do desitek metru.
Principialni uspotadani takového snimace je na obrazku 6.3.1.

posuv

-~

Obrézek 6.3.1: Indukéni snimac polohy.

6.3.2 Kapacitni snimac¢ polohy

Pro méreni polohy muzeme také vyuzit kapacitni snimace, které pracuji na principu kon-
denzétoru s proménnou kapacitou. Pii konstrukei kapacitnich snimacu se vyuziva zmény
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ucinné plochy elektrod, zmény jejich vzdéalenosti nebo zmény dielektrika. Tyto snimace
jsou vhodné pro méfeni malych posunuti (I mm az 15 mm). Prubéh kapacity je vsak
nelinearni. Vyhodou kapacitnich snimacu je jejich konstrukéni jednoduchost a moznost
snadné upravy pro dany ucel. Nevyhodou byva pomérné obtizné métreni kapacity. Zmény
kapacity jsou malé, jejich méfeni vyzaduje pouziti citlivych méricich metod. Méfi se pri
sttidavém napdjecim napéti s kmitoctem radové az nékolik MHz. Mérici obvod obvykle
vyzaduje stifidavy generator a stiidavy mérici zesilovac. Obrazek 6.3.2 ukazuje principialni
uspotradani kapacitniho snimace.

Obrézek 6.3.2: Kapacitni snimac polohy.

6.3.3 Snimani polohy na zakladé vyhodnoceni obrazové faze

Meéieni polohy vyhodnocenim informace z obrazové faze je mozné jen u interferencnich
zatizeni jako je RDHM. Vyhodou je moznost méfit polohu piimo na definované oblasti
vzorku nezavisle na pouzitém optickém stolku s podélnou rozlisSovaci schopnosti méfeni v
jednotkach nanometru. Nevyhodou je rozsah spojitého méfeni jen v intervalu 27, a s tim
spojeny vznik fazovych skoku pii zméné polohy optického stolku o vétsi hodnotu. Dalsi
nevyhodou je rychlost rekonstrukce obrazové féze (viz obrazek. 2.2.1), kterd muze u méné
vykonnych pocitacu trvat v radu desetin sekundy. U rychlych stroju uz je tato nevyhoda
nepodstatna.

6.3.4 Zavér

Pro pouziti indukéniho nebo kapacitniho snimace by byly nutné mechanické dpravy mi-
kroskopu a snimac by byl vazan na jediny typ optického stolku. Rozliseni metod méteni
indukénim a kapacitnim snimacem jsou ve srovnani s rozliSenim, které dosahujeme u me-
tody vyhodnoceni obrazové faze malé. Vzhledem k tomu, ze vysledkem zobrazeni je u
RDHM také obrazova faze, je nejvhodnéjsi metodou pouziti pravé snimani polohy op-
tického stolku pomoci obrazové faze. Jelikoz se snazime o stabilizaci optického stolku,
nemusime se zabyvat fazovym skokem a tento problém tim odpada. Ziskavame tak ptimo
informaci o poloze optického stolku, resp. o poloze oblasti na zkoumaném vzorku, coz je
mnohem vyhodnéjsi, protoze zavedenim zpétné vazby stabilizujeme pfimo polohu vzorku
a nikoliv polohu snimace. V ptipadé indukéniho nebo kapacitniho snimace, ktery nelze
umistit pfimo na vzorek, by se snimala pouze poloha nékteré ¢asti optického stolku,
pricemz v zavislosti na konstrukénim provedeni nemusi byt zaruceno, ze posuv snimace
odpovida presné posuvu vzorku.
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6.4 Stabilizace

6.4.1 Meéreni linearity fidici jednotky

Pro ovladéani piezoelektrického aktuatoru pouzivame fidici jednotku, ktera je popsana
v kapitole 3.2. Tato ridici jednotka dostava povely z pocitace ve formé ¢iselného para-
metru v rozsahu 0 az 65535, tomuto intervalu pak odpovida vystupni napéti v rozsahu
0 az 136 V. Provedl jsem méfeni linearity tohoto zdroje. Pro tento 1icel jsem napsal jedno-
duchy program, ktery ukladal zmérenou hodnotu napéti z digitalniho mériciho pristroje
typu UT60G. Program postupné proméroval charakteristiku zdroje po skoku ve vstupnim
parametru fidici jednotky 100. Vysledny prubéh ukazuje obrazek 6.4.1. Je zcela linearni,
a proto ho lze bez dalsich pfepoc¢tu pouzit pro meéfeni.
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Obréazek 6.4.1: Linearita idici jednotky:.

6.4.2 Meéreni charakteristiky aktuatoru

V zadani diplomové priace jsem mél zadan tikol promérit charakteristiku piezoelektrického
aktuatoru. Jedna se o zavislost prodlouzeni piezoelektrického elementu na pfilozeném
napéti. Méteni jsem provadél v RDHM a prodlouzeni jsem ziskal z rekonstruované faze.
Meéfreni jsem provedl automaticky pomoci programu, ktery jsem napsal pro obsluhu RDHM,
a probihalo dle nasledujiciho postupu. Nejprve jsem nastavil nulové napajeci napéti aktuato-
ru a manualné pomoci mikrometrickych sroubu jsem seridil mikroskop. V obsluzném pro-
gramu jsem zvolil krok napéjecitho napéti 200 mV (ve vstupnim parametru fidici jed-
notky odpovida kroku 100) a spustil jsem méteni celé charakteristiky. V intervalech 1 s se
ukladala rekonstruovana faze. Provedl jsem celkem ¢tyTi méreni se stoupajicim a klesajicim
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napétim, dvé na plnou hodnotu zdroje 136 V a dalsi dvé na hodnotu polovi¢ni, 68 V.
Vysledky méteni jsem vynesl do grafu (obrazek 6.4.2), charakteristiky odpovidaji katalo-
govému prubéhu jak je uvedeno v kapitole 3.1.3. V grafu je vhodné si povsimnout oblasti
kolem nulového napéjeciho napéti. Je ziejmé, ze aktuator se ihned po odstaveni napdjeciho
napeéti nevraci zcela na puvodni délku, ale zustava zde zbytkové prodlouzeni.
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Obrazek 6.4.2: Zmérena charakteristika piezoelektrického aktuatoru.

6.4.3 Popis regulace

Regulace vyuziva zpétné vazby s viazenym PID regulatorem. Teoreticky popis PID re-
gulace je uveden v kapitole 6.4.4. Prakticky je PID regulator realizovan v pocitaci jako
soucast programu pro obsluhu RDHM. Usporadani zpétné vazby je na obrazku 6.4.3.
Z usporadani je videét, ze zpétna vazba se uzavira mezi rekonstruovanou fazi a piezoelek-
trickym aktuatorem v optickém stolku. Mérenim jsem si oveéril, ze kvalita regulace zavisi
jak na vhodném nastaveni parametru PID regulatoru, tak na rychlosti zpracovani rekon-
strukce poc¢itacem a tim primo na rychlosti se kterou muze sestava reagovat na zmeény ve
fazi. Pro vypocet zpétné vazby slouzi funkce UpdatePID.

double UpdatePID(SPid *pid, double error, double position) {
double pTerm,dTerm,iTerm;

pTerm = pid->pGain * error; // vypoZet proporciondlni slozky
pid->iState += error; // vypolet integratni slozky

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

dTerm = pid->dGain * (position - pid->dState); // vypoclet
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derivacni slozky
pid->dState = position;
return pTerm + iTerm - dTerm; // navratovd hodnota funkce

3

Po spusténi obsluzného programu jsou rekonstrukce komplexni amplitudy provadény v ne-
konecné smycce. Funkce UpdatePID je volana v kazdém cyklu rekonstrukce a ihned rea-
guje na zmeény ve fazi.

Obraz sejmuty kamerou (interferogram) Spektrum

opticky stolek FFT
posuv v ose z 8 i

100 um
—

separace obrazového spektra

apodizace
(vahovou funkei)

rekonstruovana amplituda 4
FFT
y
rekonstruovanad
. komplexni
rekonstruovana faze amplituda
- L ]

zpétnd vazba 0-136 V

PID RS232 _ idici jednotka

poZadovani hodnota fize

Obréazek 6.4.3: Schéma prakticky realizované zpétné vazby.
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6.4.4 Meéreni stability s regulaci

Prvni méfeni byla provadéna na pocitaci s procesorem AMD® Athlon™ 64 3200+.
Maximalni pocet rekonstruovanych komplexnich amplitud za sekundu se pohyboval ko-
lem 2,5. Po spusténi programu je v okné obrazové faze nutné vybrat oblast stabilizace,
je vhodné zvolit rovinnou c¢ast. Na této oblasti se bude PID reguldtor snazit priblizit
pozadované hodnoté faze. V nasem pripadé regulujeme na hodnotu faze 0 rad, tato volba
je nejvhodnéjsi, protoze je nejvice vzdalena od fazového skoku. Prechod fazového skoku
pres regulovanou oblast muze mit za nasledek rozkmitani systému. Parametry regulatoru
zadavame v podobé zisku proporciondlni, integraéni a derivacni casti regulatoru PID
v konfiguracnim souboru obsluzného programu. Nastaveni regulatoru jsem ucinil pomoci
nékolika pokust.

Parametry experimentu:

velikost rekonstruované komplexni amplitudy 320 px x 240 px;

e velikost oblasti prumérovani faze 20 px x 20 px;

e délka méreni - 12 hodin 8 minut;

e uklddani rekonstruované komplexni amplitudy vzdy po 30 sekundéch;
e pocet vyhodnocenych méteni 1456;

e parametry PID (viz kapitola )

— ro = 3 (v programu odpovidd konstanté pGain),
— 19/T; = 0,4 (v programu odpovida konstanté iGain),

— roTy = 0,1 (v programu odpovidd konstanté dGain);

e pocitac AMD® Athlon™ 64 3200+.

Z grafu (obréazek 6.4.4) je patrné, ze hned v prvnich méfenich se podafilo dosdhnout
velmi dobré stabilizace posuvu optického stolku. Z vyslednych dat vyplyva, ze 95% zmére-
nych hodnot se nachazi v intervalu £5,3 nm od stfedni polohy optického stolku. V ptimém
kontrastu s predchozimi vysledky doslo k vyraznému ustaleni polohy optického stolku az
v dobé, kdy na fakulté zacind denni provoz. V grafu rekonstruované amplitudy si muzeme
opét povsimnout strmych skokt.
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Obrazek 6.4.5: Prubéh rekonstruované amplitudy.



6.4. STABILIZACE 45

6.4.5 Kolisani intenzity zdroje

Vzhledem ke skokum v rekonstruované amplitudé jsem se rozhodl nejprve proveérit, jakym
zpusobem je napéajena zarovka osvétlovaciho zdroje. Provedl jsem proto demontéz zdroje
svetla a zjistil jsem nésledujici fakta:

e zarovka je napajena sttidavym proudem,

e je pripojena ptrimo na sekundéarni vinuti transformatoru,

e regulace svételného vykonu je provadéna na primarnim vinuti transformétoru,
e jedna se o prostou regulaci pomoci triaku a potenciometru,

e vykon zdrovky je tedy pifmo zavisly na sifovém napéti, které v pribéhu dne znacné
kolisé.

Pokud tedy vychézime z hypotézy kolisajici intenzity zdroje osvétleni, mélo by k zajisteé-
ni rezistence rekonstruované amplitudy stacit zndt skuteénou intenzitu zdroje (nebo ji
umeérnou veli¢inu) v okamziku snimani hologramu kamerou. Ze znalosti skutecné inten-
zity zdroje pak muzeme vypocitat rekonstruovanou amplitudu relativné k intenzité zdroje.
Vysledkem by méla byt stabilni rekonstruovana amplituda v urcitém rozmezi nezavisla
na intenzité osvétleni. S odkazem na [7] je intenzita interferenc¢niho obrazce déna:

I =1+ 1,4+ 2/I.L,|y| cos(pp, — ¢r) (6.4.1)

kde 7 je stupen koherence, I, je intenzita v referencni vétvi, I, je intenzita v pfedmétové
vétvi mikroskopu a ¢, — ¢, odpovida rozdilu optickych drah v jednotlivych vétvich. Clen
/11, je zavisly na intenzité zdroje a vnasi tuto zavislost do rekonstruované obrazové am-
plitudy. Soucet intenzit I, + I, 1ze také povazovat za intenzitu timérnou intenzité zdroje,
resp. intenzitu svételného zdroje po pruchodu optickou soustavou mikroskopu a vidime,
Ze je nezavisla na stupni koherence . V nasem piipadé dle rovnice 2.3.4 odpovida soucet
intenzit dvéma prvnim ¢lenum a jejich Fourierova transformace odpovida ve spektru pro-
storovych frekvenci hlavnimu kiizi (spektrum na obrézku 2.2.1). Abychom zajistili re-
zistenci obrazové amplitudy proti kolisani intenzity zdroje, je dostacujici uvazovat nultou
prostorovou frekvenci, kterd nese informaci o intenzité obrazu a odpovida stfedu hlavniho
kiize. Hodnoty rekonstruované obrazové amplitudy jsou v posledni fazi déleny ziskanou
hodnotou nulté prostorové frekvence a tento podil jiz neni zavisly na intenzité zdroje.

Programové je popsand metoda realizovana tak, ze ve fourierovském prostoru se
soucasné s detekci nosné frekvence hleda i hodnota nulté prostorové frekvence ve stiedu
hlavniho kiize. Po vypoctu inverzni FFT se vysledné hodnoty déli touto hodnotou a
nasledné se upravuje jejich dynamicky rozsah na 256 stupnu Sedi tak, aby bylo mozné
jejich zobrazeni na obrazovce pocitace.

Posledni experiment jsem provadél na pocitaci Intel® Core™?2 Quad 6600, ktery je
vyrazné vykonnéjsi néz puvodni pocita¢ a dosahoval tak az 9,5 rekonstrukci komplexni
amplitudy za sekundu. Naméfené hodnoty jsou opét vyneseny do grafu. Na obrazku
6.4.6 je zobrazen prubéh posuvu optického stolku v zavislosti na case. Vysledkem je, ze
95% zmérenych hodnot spada do intervalu +0,77 nm od stfedni polohy optického stolku.
Doslo tedy k vyraznému zlepseni kvality stabilizace optického stolku, coz bylo zpusobeno
castecné doladénim integrac¢niho parametru PID reguldtoru a ¢astecné vysSim poctem
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Obrézek 6.4.6: Posuv optického stolku se zapnutou stabilizaci.
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Obrazek 6.4.7: Prubéh rekonstruované amplitudy.
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rekonstrukei za jednotku casu. Nasledujici graf (viz obrazek 6.4.7) zobrazuje zavislosti
rekonstruovanych amplitud na case, muzeme zde porovnat kontrast mezi prubéhem re-
konstruované amplitudy normované k maximalni hodnoté a prubéhem rekonstruované
amplitudy, kterd bere v tivahu intenzitu zdroje. Z uvedeného plyne, ze skoky v rekon-
struované amplitudé byly opravdu zpusobeny kolisdnim intenzity zdroje a popsanym
zpusobem jsem tuto zavislost odstranil. Dulezitost stabilni hodnoty rekonstruované am-
plitudy si uvédomime, pokud budeme promérovat osovou intenzitni odezvu mikroskopu,
kde by se skoky v rekonstruované amplitudé mohly vyraznym zpusobem projevit, déle
pak v pripadé, kdy sefizujeme polohu optického stolku na maximalni rekonstruovanou
amplitudu muzou ndhodné skoky v intenzité zdroje tuto proceduru zcela znemoznit.

Parametry experimentu:
e velikost rekonstruované komplexni amplitudy 400 px x 320 px;
e velikost oblasti prumérovani faze 20 px x 20 px;
e délka méfeni - 12 hodin 21 minut;
e uklddani rekonstruované komplexni amplitudy vzdy po 30 sekundéch;
e pocet vyhodnocenych méteni 1482;
e parametry PID

— ro = 3 (v programu odpovidd konstanté pGain),
— 19/T; = 0,9 (v programu odpovida konstanté iGain),

— roTy = 0,1 (v programu odpovidd konstanté dGain);

e pocitac Intel® Core™?2 Quad 6600.

6.5 Osova intenzitni odezva reflexniho digitalniho ho-
lografického mikroskopu

Meéfteni osové intenzitni odezvy RDHM jsem provedl pouze jako demonstraci pouzitelnosti
programu. Stejné jako u konfokalniho mikroskopu ma zobrazeni RDHM hloubkové dis-
kriminujici charakter, coz ma za dusledek zobrazeni pouze téch bodu vzorku, které lezi
v pfedmétové roviné objektivu a jejim blizkém okoli. Schopnost hloubkové diskrimino-
vaného zobrazeni charakterizuje osova intenzitni odezva, coz je zavislost rekonstruované
amplitudy na poloze optického stolku vzhledem k predmétové roviné objektivu. Béhem
experimentu jsem nejprve nastavil piezoelektricky posuv na stfedni hodnotu prodlouzeni,
mikrometrickym Sroubem jsem manualné setidil ptiblizné maximélni prumérnou hodnotu
rekonstruované amplitudy. Presunul jsem polohu piezoelektrického aktuatoru do pocatecni
polohy. V programu jsem nastavil krok parametru tidici jednotky piezo-posuvu na 100
(odpovida posuvu o 0,023 pum) a uklddani snimku kazdou sekundu.

Po provedeni méreni a vyhodnoceni vysledku jsem ziskal graf zavislosti intenzity zobra-
zeni na poloze vzorku vzhledem k predmétové roviné objektivu (obrézek 6.5.1). Polositka
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maxima odpovida 4,7 pm.
Parametry kamery:
e chlazeni na ... 10°C,
e doba expozice ... 5ms,
e zisk ... 0dB.

Osvétlovaci soustava:

e halogenova zarovka o vykonu 100 W s interferencénim uzkopasmovym filtrem
0 maximu propustnosti pro vlnovou délku A = 546,6 nm a polositkou maxima

AX = 11 nm.
Objektivy:

e Nikon, planachromat 10x/ 0,25.
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Obrazek 6.5.1: Prubéh osové intenzitni odezvy.
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Popis obsluzného programu IDE

Doposud probihalo zpracovani obrazu hologramu sejmutého v RDHM pomoci procedur
napsanych ve skriptovacim jazyku MATLAB. Takto provadéné zpracovani bylo sice spo-
lehlivé, ale neslo pouzit pro zobrazeni skute¢né v redlném case, navic pii zpracovani vice
snimku trpélo zna¢nymi nedostatky. Hlavni problém byl ve zpusobu préace s daty pomoci
obrazku s dynamickym rozsahem 8 bitti. Bylo nutné upravit dynamicky rozsah puvodnich
dat tak, aby odpovidal pravé 8 bitovému. To se v tomto pripadé délo pro kazdy snimek
zv1ast. Pokud zpracovévame jen jednu rekonstrukei, je vée v poiddku, jestlize ale chceme
zpracovat vice snimku a za predpokladu, ze kolisa intenzita zdroje osvétleni (viz ¢ast
6.4.5), dochazi ke vneseni tohoto kolisani do zpracovavanych dat. Jinymi slovy je kazdy
zpracovany snimek dynamicky upraven k jiné maximalni intenzité zdroje. V programo-
vacim jazyku C jsem napsal program, ktery automatizuje zpracovani obrazu presné podle
schématu na obrazku 2.2.1, je rezistentni vuci zméné intenzity zdroje a jeho vystupem
mohou byt jak klasické 8 bitové obrazky formatu tiff, tak i soubory typu cpx, které nesou
surovou informaci o rekonstruované komplexni amplitudé. Zpracovanim téchto souboru
popséna struktura programu a zpusob, jimz pracuje a jak se ovlada.

Aby zpracovani hologramu bylo co nejrychlejsi, je program od zacdtku koncipovan
pro pocitace s vice procesory. Zakladni ¢asti (viz obrazek 7.0.1) je dynamicka knihovna
(dll - dynamic linking library) a uzivatelské rozhrani. Neméné dulezité jsou i ostatni
pouzité knihovny. Pro vypocet rychlé Fourierovy transformace pouzivam volné dostupnou
ukladédni grafickych dat vyuzivam knihovnu libtiff3.dll; dokumentace je dostupnd v [5].

Po spusténi programu souborem ide.exe se zobrazi okno uzivatelského rozhrani (viz
obrazek 7.0.2). Obsahuje posuvniky pro nastaveni zisku, expozi¢ni doby a posuvnik pro
manudlni nastaveni polohy piezoelektrického aktuatoru. V levém hornim rohu je tlacitko
start, které spousti samotny proces sniméani a nasledné rekonstrukce. Pod nim jsou pak
informace o urovni rekonstruované amplitudy, faze, po¢tu rekonstruovanych snimku za
sekundu a o aktualni poloze piezoelektrického aktuatoru. Dole vlevo jsou pak volby pro
zménu vlastnosti programu:

e detekce nosné - pii zaskrtnuti tohoto policka dochézi k detekci nosné frekvence
pii kazdém zpracovavaném snimku, jinak je nosna detekovana jen jednou pii prvni
rekonstrukei;

e nahled - zobrazuje v novém okné snimky pfimo z kamery;
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e prubéh amplitudy - v novém okné zobrazuje prubéh prumérné rekonstuované
amplitudy v zavislosti na ¢ase, v posledni verzi zobrazuje i prubéh fize na vybrané
oblasti;

e zpétna vazba - spousti regulaci PID;
e 3D nahled - zobrazuje fazovou mapu v 3D projekci.

Vpravo dole pak nachazime tlacitko save, po jehoz stisku se ulozi pravé zpracovavana
data. Vedle tohoto tlacitka je volba intervalu v sekundéch a policko auto save, po jeho
zaskrtnuti se ve zvoleném intervalu ukladaji data na disk pocitace. V zavislosti na au-
tomatickém ukladani je mozno posouvat piezoelektrickym aktuatorem opticky stolek po
zvoleném kroku polickem krokovani posuvu.

Po stisku tla¢itka start jsou volany funkce knihovny dll. Podle schématu na obrazku
7.0.1 dochazi ke spusténi separatnich vlaken, operacni systém si je rozlozi tak, aby doslo
k maximalnimu vyuziti vypocetniho vykonu. Nejprve dochézi ke spusténi snimani ob-
razu, nasleduje spusténi rychlé Fourierovy transformace, zpétné Fourierovy transformace
a v poslednim ¢asti ke spusténi vlakna zobrazeni a zpracovani vysledku. Predavani pa-
rametru je vyznaceno modrymi Sipkami, pfesun dat je zobrazen Sipkami ¢ervenymi. Ve
vysledku se na monitoru pocitace zobrazi mimo uzivatelského rozhrani jesté minimalné
dalsi dveé okna s rekonstruovanou obrazovou fazi a obrazovou amplitudou. Celkovy po-
hled na spustény program muzeme vidét na obrazku 7.0.3. V okné faze je bilym étvercem
vyznacena oblast, na které chceme stabilizovat fazi, levym tlac¢itkem mysi muzeme ob-
last libovolné presunout. Program umi provést detekci maximalni amplitudy, resp. posu-
nout opticky stolek tak, aby v oblasti ohrani¢ené bilym ¢tvercem v okné amplitudy doslo
k nalezeni extrémni hodnoty rekonstruované amplitudy. Vybér oblasti se déje stejné jako
u okna faze levym tlac¢itkem mysi, spusténi detekce se provadi pravym tlacitkem mysi,
po dosazeni maximalni amplitudy program automaticky ptfechazi do rezimu stabilizace
optického stolku.

Velka ¢ast parametru programu je nacitana z konfiguraéniho souboru winkamera.ini,
ktery je ulozen ve stejném adresari jako zbytek programu. Neékteré tyto parametry je
mozné meénit pomoci uzivatelského rozhrani, jiné je zatim nutné zménit piimo v konfi-
gura¢nim souboru.



uzivatelské rozhrani |« > jadro programu (dllknihovna.dll)

snimani obrazu kamerou Astropix
(mm40api.dll)

Y
rychla Fourierova transformace
(libfftw3-3.dll)

Y

zobrazeni rekonstruované amplitudy
l»-|a faze, PID regulator, ukladani vysledk
(libtiff.dll)

separace, apodizace,
zpétna rychld Fourierova transformace|

———> data

—— fidici povely

Obréazek 7.0.1: Struktura programu.
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. v o . wops —_—_
Uroweri amplitudy urover faze 5
I I :
shimky za sekundu staw piezoposLvL ;
o o %

I~ detekee nosné

I~ nahled
[ priiteehy ampfitudy 0 0

[ | 2pétna vazba iinteral

A nakled
[} EDinhi savE | ISD :  [T| autcsave

krok pieza

[T+ |1UU [~ krokowani posueu

Obrazek 7.0.2: Uzivatelské rozhrani programu.
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rekonstrukce fize - rozmér x = 320, y = 240 rekonstrukce amplituda - rozmér x = 320, y = 240
p— . g
[0 Start . . ’
2igk EXpoOZiCE  piezo

Urover amplitudy Urawef faze s —

117.134 1.80
shimky za sekundu stay piezoposuvy

a8 EB503

v detekce nosné B

[~ nahled

v pribeh amplitudy 0 10ms
¥ zpétnd vazba -
[~ B néhied
- = save | |30 : [ autosave
krok pieza
[+ 100 [~ krokovani posuvu

Obréazek 7.0.3: Celkovy pohled na program za béhu.
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Kapitola 8

Konstrukéni uprava

Pti méfeni jsem mél obcasné problémy s upevnénim osvétlovaci soustavy. V soucasném
stavu je umisténa oddélené, a proto pii kazdém vyjmuti optického kabelu pripadné presunu
mikroskopu dochdzi k jejimu rozladéni. V navrhu upravy tedy uvadim zpusob, jak ji
upevnit k télu mikroskopu tak, aby se stala jeho nedilnou soucasti. Pti konstrukci jsem
vyuzil stavajici optiky.

Obrazek 8.0.1: Drzak optické soustavy (1 - objimka pro vlozeni stavajici optiky, 2 - nosné
¢ast urcend k prisroubovani k télu mikroskopu).

Obrazek 8.0.1 ukazuje 3D model uchyceni optické soustavy k télu mikroskopu. Cislem 1
je oznacena pruznd objimka do které se vlozi puvodni osvétlovaci optika. Po vlozeni se
sevire ve vhodné poloze pomoci Sroubu.

Cislem 2 je oznadena ¢dst urcend k upevnénf na zikladn{ desku mikroskopu. K tomu
ucelu slouzi ¢tyti otvory pro srouby M5. Poloha vzhledem k zakladni desce mikroskopu je
dana osazenim. Nacrt montaze je na obrazku 8.0.2. S ¢ésti 2 je pruzna objimka spojena
pomoci Sroubu M6 a umoznuje pohyb objimky v jednom sméru. Vykresy jednotlivych
soucasti jsou v priloze.
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ZD

Obrézek 8.0.2: Upnuti drzédku optické soustavy k télu mikroskopu (ZD - zdkladni deska
mikroskopu, O - osvétlovaci soustava, DM - difrakéni miizka).
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Kapitola 9
Zaveér

V zadani diplomové prace jsem mél zpracovat tyto tikoly:

e naprogramovat procedury pro ovlddani piezoposuvu a pro komunikaci a pfenos ob-
razu z digitdlni kamery,

e urcit realnou charakteristiku piezoposuvu,
e naprogramovat fizeni piezoposuvu se zpétnou vazbou odvozenou z obrazové faze,
e provést nezbytné konstrukéni ipravy reflexniho holografického mikroskopu.

V prubéhu plnéni diplomové prace se mi povedlo uispésné dokoncit vsechny zadané tkoly.

V programovacim jazyku C jsem napsal procedury pro komunikaci a prenos obrazu
z digitalni kamery Astropix 1.4 a procedury pro komunikaci s fidici jednotkou piezoelek-
trického aktuatoru. Na zakladé téchto procedur jsem napsal program pro obsluhu RDHM,
ktery ze snimku hologramu provadi zcela automaticky rekonstrukce komplexni amplitudy.
Povedlo se dosahnout 9,5 rekonstrukei komplexni amplitudy za sekundu pii velikosti ob-
lasti rekonstruované komplexni amplitudy 400 px x 320 px. Komplexni amplitudu lze
vyhodnotit a ziskat tak mapu vysek odpovidajici profilu zkoumaného vzorku v RDHM.

V prubéhu experimentu jsem nejprve pomoci tohoto programu provadél meéfeni za
ucelem zjisténi, ktera mechanickd ¢ast RDHM ma nejvétsi vliv na stabilitu. Méteni
prokazala, ze pouze vyménou optického stolku za jednodussi se stabilita mikroskopu
vyznamneé zlepSila. Nejvétsi nestabilitu zpusobuje opticky stolek, ktery je znacné citlivy
na vibrace.

Zpusob feseni byl ve vytvoreni zpétné vazby mezi polohou optického stolku a piezoelek-
trickym aktuatorem. Navrhl jsem feseni pomoci numerického PID regulatoru, ktery jsem
implementoval do programu. Nésledné jsem pomoci nékolika méteni PID reguldtor nasta-
vil, tak abych dosahl co mozna nejlepsich vysledku. Nésledujici méreni potvrdila dobrou
funkcnost tohoto usporadani. Méteni jsem provadél nejprve na pomalejsSim pocitaci s pro-
cesorem AMD®) Athlon™ 64 3200+, posledni méfeni jsem provedl na novém pocitaci
s procesorem Intel® Core™2 Quad 6600 a ve vysledku se pozitivné projevil vyssi vypocetni
vykon pocitace a tim také rychlejsi reakce na zménu polohy optického stolku. Ve vysledném
prubéhu rekonstruované obrazové amplitudy jsem pozoroval skokové zmény, které byly
dusledkem kolisajici intenzity svételného zdroje. Upravou programu jsem dosdhl nezavislosti
rekonstruované obrazové amplitudy na intenzité zdroje svétla. Vysledky posledniho méreni
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prokazuji, ze 957 zméfenych hodnot v délce méfeni 12 h 21 minut bylo v intervalu
+0,77 nm od stfedni polohy optického stolku.

Provedl jsem také proméreni zavislosti prodlouzeni pouzitého piezoelektrického aktuato-
ru na prilozeném napdjecim napéti, ktera je v dobré shodé s katalogové uvadénou.

V prubéhu méreni se ukdazalo, ze osvétlovaci soustava oddélend od zdkladni desky
mikroskopu je nevyhodou, ktera pusobi nutnost jejiho ¢astého sefizovani. Abychom tomu
predesli, navrhl jsem konstrukéni tpravu tak, aby se osvétlovaci soustava stala soucasti
mikroskopu.
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Prilohy

Priiloha ¢. 1
Vykresova dokumentace:

RDHM 2008-0 objimka - sestava,
RDHM 2008-1 objimka,

RDHM 2008-2 pomocné deska.

Priloha ¢. 2

Datové CD s nasledujicim obsahem:
e slozka Program IDE - zdrojové kédy programu IDE;

e slozka Model - 3D model uchyceni osvétlovaci soustavy vytvofeny v programu In-
ventor 11;

e slozka Vykresy - vykresova dokumentace vytvorend v programu AutoCAD 2007,
e slozka Podpurne programy - programy vyuzité v prubéhu méfeni
— cpz2pgm - prevadi format souboru komplexni amplitudy (*.cpx) na formét

obrazku tiff;

— cpzltex - zpracovava namérend data ze souboru komplexni amplitudy (*.cpx)
do textového souboru (hodnoty jsou oddéleny stiednikem);

— multimeter UT60G + zdroj - program urceny na proméfeni linearity tidici
jednotky piezoelektrického aktuatoru.



