TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
Fakulta mechatroniky, informatiky
a mezioborovych studii [

Digitalni holograficka mikroskopie pro méreni
topografie reflexnich vzorku

Bakalarska prace

Studijni program:  B2612 - Elektrotechnika a informatika

Studijni obor: 2612R011 - Elektronické informacni a fidici systémy
Autor prdce: Vladimir Francuz
Vedouci prdce: Ing. Ondiej Matousek
[ 1] |
H H
Liberec 2017 1]



TECHNICAL UNIVERSITY OF LIBEREC

Faculty of Mechatronics, Informatics
and Interdisciplinary Studies |

Digital holographic microscopy for
topography measurement of reflective

Study programme:

Study branch:

Author:
Supervisor:

samples

Bachelor thesis

B2612 - Electrical Engineering and Informatics
2612R011 - Electronic Information and Control Systems

Vladimir Francuz
Ing. Ondfej Matousek

Liberec 2017



Technicka univerzita v Liberci
Fakulta mechatroniky, informatiky a mezioborovych studii
Akademicky rok: 2016,/2017

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Vladimir Franciz

Osobni ¢islo: M13000040

Studijni program: B2612 Elektrotechnika a informatika

Studijni obor: Elektronické informacni a fidici systémy

Nézev tématu: Digitalni holografickd mikroskopie pro méfeni topografie

reflexnich vzorku

Zadévajici katedra: Ustav novych technologii a aplikované informatiky

Zisady pro vypracovani:

1. Prostudujte odbornou literaturu a vypracujte literarni reSersi pojednévajici zakladni prin-
cipy digitalni holografie a digitalni holografické mikroskopie (DHM).

2. Na zékladé reSerse navrhnéte holograficky mikroskop pro méfeni reflexnich vzorkd.

3. Navrzené usporadani sestavte a provedte méfeni topografie vhodnych vzorkd.

4. Zpracujte naméfena data a zhodnotte dosazené vysledky.



Rozsah grafickych praci: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy: 30 - 40 stran
Forma zpracovani bakalaiské prace: tiSté€na/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[1] KREIS, Thomas. Handbook of holographic interferometry: optical and
digital methods. Weinheim: WILEY-VCH, 2005. ISBN 978-352-7405-466.

[2] KIM, Myung K. Digital holographic microscopy: principles, techniques, and
applications. New York: Springer, 2011. Springer series in optical sciences, v.
162. ISBN 978-144-1977-939.

Vedouci bakalaiské prace: Ing. Ondfej Matousek

Ustav novych technologii a aplikované informatiky

Datum zadani bakalaiské préce: 20. Fijna 2016

Termin odevzdani bakalaiské prace: 15. kvétna 2017

‘.'/ ”/ '/ \.\\ n 14 \A‘) > /','/ 4
prof. Ing. Zzi{(ék Pliva, Ph/g. 2 SEIAES prof. Dr. I ifi Maryska, CSc.

ékan vedojuci tstavu

V Liberci dne 20. fijna 2016



”

Prohlaseni

Byl jsem seznémen s tim, Ze na mou bakaléaiskou praci se plné vzta-
huje zékon ¢. 121/2000 Sb., o prévu autorském, zejména § 60 — skolni
dilo.

Beru na védomi, Ze Technicka univerzita v Liberci (TUL) nezasahuje do
mych autorskych prav uZitim mé bakalaiské prace pro vnitini potfebu
TUL.

UzZiji-li bakalafskou praci nebo poskytnu-lilicenci k jejimu vyuziti, jsem
si védom povinnosti informovat o této skute¢nosti TUL; v tomto pfi-
padé ma TUL prévo ode mne pozadovat Ghradu nakladd, které vyna-
loZila na vytvoreni dila, az do jejich skute¢né vyse.

Bakalafskou préci jsem vypracoval samostatné s pouzitim uvedené
literatury a na zakladé konzultaci s vedoucim mé bakalafské prace
a konzultantem.

Soucasné Cestné prohladuji, ze tisténd verze prace se shoduje s elek-
tronickou verzi, vloZzenou do IS STAG.

Datum: /‘5’-\5"-20/2

Podpis: Lfw T



ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva sestavenim digitalniho holografického
mikroskopu pro méreni topografie reflexnich prvka. V iivodu této prace jsou
popsany zakladni principy holografie a holografické interferometrie. Dale
jsou popsany svetelné a elektronové mikroskopy. V dalsi kapitole jsou
popsany jednotlivé komponenty sestaveného digitalniho holografického
mikroskopu a jeho nasledné maddy, jak se mtazou prvky mérit. Daji se mérit
prvky reflexni nebo transmisni. Posledni kapitola je zamérena na meérené

prvky.

Klicova slova
Digitalni holograficka mikroskopie, mikroskop, holograficka interferometrie,

interferometrie, reflexni prvky, transmisni prvky



ABSTRACT

This bachelor work deals with assembling of digital holographic microscope
for topography measurement of reflective elements. At the beginning of this
work are described basic principles of holography and holographic
interferometry. Further there are described light and electron microscopes.
In the next chapter, there are described principles of all individual
components of assembled digital holographic microscope and all modes, how
elements can be measured. This elements can be reflective or transmitive.

Last chapter is focused on results of the measured elements.

Key words:
Digital holographic microscopy, microscope, holographic interferometry,

interferometry, reflective elements, transmission elements
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1. Uvod

Mikroskopie je souhrn aplikaci optiky, ktery saha do historie, a to na
prelom 16. a 17. stoleti. Dle nékterych zdroji je zminka o sestaveni prvniho
mikroskopu v roce 1590, a to Nizozemcem Zachariasem Janssenem. Touto
konstrukci se zabyval o 20 let pozdéji 1 Galileo Galilei. Avsak prvni jednodu-
chy mikroskop sestrojil az v roce 1676 nizozemsky obchodnik a védec Anton

van Leeuwenhoek.

Prvni firmou, ktera zacala vyrabét mikroskopy, se stala némecka spo-
lecnost Carls Zeiss, ktera je jednou z nejstarsich firem v oboru optiky

a v dnesni dobé ma celosvétovou pusobnost v oboru optiky a opto-elektroniky.

Pro obor mikroskopie byl obrovsky pokrok v roce 1931, kdy Ernst Rusk
zkonstruoval prvni elektronovy mikroskop. Tyto mikroskopy nam umoznily

studovat 1 prvky, které jsou mensi nez 0,2 pm.

Tato prace se vsak zabyva digitalnim holograficky mikroskopem pro mé-
reni reflexnich prvki, ktery jsme upravili 1 pro méreni transmisnich prvku.
Tyto mikroskopy se daji prirovnat svételnému mikroskopu. Digitalni hologra-
ficky mikroskop ma vyhodu, Ze po sbéru dat, 1ze objekt 1 pomoci pocitacového
softwaru zrekonstruovat do 3D modelu, protoze neni citlivy jen na intenzitu,
ale 1 na jeho fazi. Jako dalsi velkou vyhodou muzeme vzit v potaz i numeric-
kou fokusaci, pomoci které 1ze rekonstruovat obraz v rtiznych rovinach jedi-

ného hologramu.

V této praci jsou nejprve popsany teoretické zaklady digitalni hologra-
fické mikroskopie a poté 1 nasledné navrzeni schématu digitalniho holografic-
kého mikroskopu a i jeho sestaveni a ovérena jeho funkénost na nékolika

organickych 1 anorganickych vzorcich v reflexnim a 1 transmisnim modu.
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2. Vlastnosti svétla

2.1.SVETLO
Svétlo je pricné elektromagnetické vinéni (TEM — transversalné elektro-

magnetickd), kde je vektor elektrické a magnetické sily kolmy na smér Sireni
a které je videt lidskym okem. Tyto viny maji vinovou délku v rozmezi 390 az
700 nm, kde 390 nm odpovida fialovému svétlu a délka 700 nm je cervené
svétlo.

Ultraviolet radiation Microwaves TV
Gammarays  X-rays Infrared radiation FM  Shortwave radio

- | | | | |
SESN 1 1 I I 1

Wavelengths  0.01 nm 0.1 nm 1nm 10nm 100 nm| [1pm

| | | | o
1 T I 1 P

10pym 100pm 1000pm 1em 10cm  1m  10m

Green Yellow

Violet  Indigo Blue

Orange

400 450 500 550 600 650 700

Light

Obrazek 2-1 — Spektrum elektromagnetickych vin
Na obrazku jsou zobrazeny ELM vlny rozdéleny podle vlnové délky. Je
zde vybrana oblast viditelného spektra, ktery odpovida vlnovym dél-
kdm 390 az 700 nm.

Tyto vinové délky odpovidaji frekvencim 430 az 790 THz. Pro vypocet
frekvence vlny plati vzorec (2.1), kde fje frekvence viny, A je vlnova délka viny

a cje rychlost sirici se viny.

f= 2.1)

Sia

Ve vakuu je tato rychlost priblizné rovna rychlosti 3*108 ms™.

Si¥{-1i se vlna jinym prostredim, jeji rychlost se zmensuje. Rychlost sireni
1ze spoéitat pomoci vzorce (2.2), kde €¢ je permitivita vakua, ktera je piiblizné
rovna hodnoté 8,854*1012 Fm'l, g, je relativni permitivita (konstanta, ktera

vyjadiuje, kolikrat se zmensi elektricka sila oproti vakuu), poje permeabilita

vakua, ktera je rovna hodnoté 4*n*107 Hm™ a . je relativni permeabilita
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(konstanta, ktera vyjadiuje, kolikrat se zmens$i/zvétsi magnetickd sila oproti

vakuu).

1
c = m (22)

2.2.INTERFERENCE

Jedna se o jev, ktery nastava ve chvili, kdy se dvé viny navzajem streta-
vaji nebo prolinaji. Pr1 tomto prolinani nebo stretavani nastavaji situace, kdy
se tyto vlny navzajem zesiluji nebo zeslabuji. Tohoto jevu se vyuziva v holo-

grafii a holografické interferometrie.

Vyslednou intenzitu v bodé lze spocitat pomoci interferencéni rovnice
(2.3), kde I; a I» jsou intenzity vln v daném bodé a tihel Ag je tihel, ktery tyto
dveé vlny sviraji. Maximalni intenzita vznika, kdyz tyto viny jsou ve fazi. Na-

opak nulova intenzita vznika, kdyz jsou tyto vilny v protifazi.

=1+ 1, + 2/I,I,cos(Ap) (2.3)

Pomoci tohoto jevu vznikaji interferenc¢ni obrazce, kde na Obrazku 2-2 je

znazornén priklad, jak muze vypadat.

Obrazek 2-2 — Interferenéni obrazec

2.3.CASOVA KOHERENCE SVETLA

Existuji dva typy koherenci, a to ¢asova a prostorova. V interferometrii,
kde se pouzivaji jako zdroje svazku lasery, je zapotiebi splnit ¢asovou kohe-

rencl.

Mame-li elektromagnetickou vlnu v bodé A v case t a nasledné

v bodé B v case t + At a je-li pro libovolny interval At rozdil fazi viny stejny,
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lIze takovouto vinu prohlasit za casové koherentni. Tento stav je vsak jen ide-
alni a nelze ho dosahnout. Idealnimu stavu se pouze blizi nékteré lasery. Je-
li rozdil fazi v kratkém céase nestdly, je vlna nekoherentni (prikladem neko-

herentniho svétla je zarovka).

Zménu c¢asové koherence muzeme sledovat pomoci Michelsonova inter-

ferometru, jenz je znazornén na Obrazku 2-3

- Zrcadlo

d2

Délic

Zdroj

di

Detektor

Obrazek 2-3 — Michelsondv interferometr
Interferometr se sklada ze zdroje svétla (laseru), ktery vyzafuje paprsek na déli¢, kde ¢ast viny se
odrazi a druha ¢éast déliéem projde. Nasledné se vlny odrazi na zrcadlech a zpét pres déli¢ se dosta-
vaji na detektor, kde vznika interferogram (detektorem mtiZe byt stinitko nebo CCD kamera).

Je-li délka ramen di a ds stejnd, tak interferen¢ni obrazec ma vysoky
kontrast, jako je znazornéno na Obrazku 2-2. Za¢neme-li ménit velikost jed-
noho ramene, ¢imz zaéneme zvysovat rozdil délek ramen, tim se za¢ne obrazci
snizovat kontrast. Rozdil délek téchto ramen se nazyva opticky drahovy rozdil

ODR. Jeho velikost se poéita pomoci vzorce (2.4)
ODR = |2d; — 2d,| (2.4)

Aby byl interferencni obrazec vidét, tak nesmi ODR presahnout hodnotu
koherenéni délky L.. Kdyz tuto délku piresdhne (ODR>L,), tak interferenéni

obrazec zmizi. Koherenéni délku lze spoéitat pomoci vztahu (2.5)

ACETLtZ
Lc =~ A_A (25)
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kde Acent je stredni hodnota vlinové délky a AN je sirka spektralni cary

(AN = FWHM). Tyto veli¢iny jsou znazornény na Obrazku 2-4.

5.0+ I Adap
FWHM
-10.0+
5.0 -204B
-20.0~
2k onm

-25.0+

Popt [dBm]

-30.0+

-35.0
Postranni piey

A0.0- //

-45.0-

mkﬂﬂﬂ&ﬂl - MANA NS

1482.8 1486.0 1488.0 1490.0 1452.0 149|4.l] 1496.0 1498.0 1500.0 15[‘2.8
?Lp A [nm]

. Obrazek 2-4 — Siika spektralni éary FWHM

Sitka spektrdlni ¢ary se odecita ve chvili, kdy poklesne opticky vykon Popt 0 3 dB z maximédlni hod-

noty vykonu. Maximélni hodnota optického vykonu je pii stfedni hodnoté vinové délky spektra Acent
(na obrazku jako Ap).

2.4. POLARIZACE SVETLA

Polarizace je vlastnost, ktera udava smér kmitani vektoru elektrického
pole E elektromagnetické viny. O nepolarizované svétlo se jedna, je-li smér
kmitdni vektoru E ndhodny (viz obrazek 2-5d). Jako nepolarizované svétlo se
chovaji z pravidla tepelné zdroje, coz je napriklad slunecéni zareni nebo za-

rovka.

Existuji tf1 druhy polarizaci, a to polarizace linearni, kruhova a elip-
ticka. O linearni polarizaci se jedna, kdyz vektor E kmita pouze v jedné roviné
(viz obrazek 2-5a ). Kdyz se u vektoru E méni jeho faze, ale jeho intenzita
zUstava stejnd, tak se jedné o polarizaci kruhovou (viz obrazek 2-5b), ale kdyz
vektor E pri zméné faze méni 1 velikost intenzity, tak se jedna o polarizaci

eliptickou (viz obrazek 2-5¢).

Abychom ziskali interferencni obrazec, tak nesméji mit interferujici

svazky na sebe kolmou polarizaci. Viditelnost interferencniho obrazce je
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umérna cos(a), kde a je thel, ktery sviraji polarizace téchto dvou interferend-
nich svazku. Tedy nejvyssi viditelnost interferen¢niho obrazce ziskame, kdyz

tyto viny maji stejnou polarizaci.

linearné kruhové elipticky nepolarizované
polarizované polarizovane polarizované

a) b) c) d)

Obrazek 2-5 — Polarizace svételné viny v osdch y a z
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3. Holograficka interferometrie a digitalni holograficka in-

terferometrie
Holografick4 interferometrie (HI) je kombinaci holografie a interferome-

trie. Holograficka interferometrie se vyuziva ke meéreni fyzikalnich veliéin,
a to napriklad deformace objektu, amplituda vibraci, zména optické drahy pti
$iteni plynem nebo kapalinou (Ize zjistit index lomu), tvar objektu, teplotni

pole objektu a mnoho dalsich veli¢in z oblasti fyziky.

3.1.HOLOGRAFIE
Holografie je z reckych slov holos a grafie, kde holos znamena uUplny

a grafie zaznam, tedy Uplny zaznam. Holografie je zaznam obrazu, ktery za-

znamenava trojrozmeérnou strukturu tohoto obrazu.

3.1.1. Zdznam hologramu
Ze zdroje je vyslan paprsek, ktery se na déli¢i rozdéli na referencéni sva-

zek a osvétlovaci svazek. Osvétlovaci svazek prochazi objektem nebo se od néj
odrazi a nasledné nese informaci o intenzité svétla a jeho fazi na snimac. Tyto
informace vsak vznikaji na snimaci diky interferenci s referenc¢nim svazkem
na tomto snimaci (vysledné diléi intenzity se chovaji dle interferenéni rovnice,
ktera je zminéna v kapitole 2-2). Snimacem muiZe byt fotograficka deska, ¢im?z
se jedna o klasickou holografii. Je-li vsak pouzita CCD/CMOS kamera, tak se
jedna jiz o digitalni holografii.
Snimac

Déli¢
Osvétlovaci %
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Obrazek 3-1 — Z4dznam hologramu
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3.1.2. Rekonstrukce hologramu (klasicka holografie)
Rekonstrukce hologramu probiha tak, ze fotografickou desku osvétlime

koherentnim svétlem pod stejnym tihlem, pod kterym byl objekt zaznamenan.
Timto nam vznikne projekce zaznamenaného objektu, a to tak, ze fotografic-
kou deskou projdou jen paprsky, které odpovidaji vlastnostem paprsku pri

zZdznamu.

3.2.DIGITALNI HOLOGRAFICKA INTERFEROMETRIE
V dnesni dobé lze jiz pouzit digitalni holografickou interferometrii

(DHD), kdy je struktura hologramu zaznamenéna digitalné. Kazdy stav ob-
jektu je zaznamenan do nového hologramu a hologram je nasledné rekonstru-
ovany numericky. Nasledné lze tedy zjistit fazovy rozdil mezi témito dvéma

hologramy, ¢imz mtizeme napriklad vytvorit 3D obraz méreného objektu.

I
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Obrazek 3-2 — Topografie krvinky
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4. Mikroskopie

Mikroskopie je metoda, ktera umoznuje, abychom lidskym okem pozoro-
vali 1 velmi malé objekty. Lidské oko je schopno rozeznat strukturu jednotli-
vych bodu objektd, kde jsou tyto body od sebe vzdaleny 0,2 mm. Jsou-li tyto
body od sebe vzdaleny min nez 0,2 mm, potrebujeme mikroskop, abychom tuto

strukturu dokazali rozeznat.

4.1.SVETELNA MIKROSKOPIE

Svételnou mikroskopii pozorujeme objekty, které jsou mensi nez 0,2 mm.
Svételné mikroskopy jsou vsak omezeny svym zvétSenim, a to hlavneé diky
svételnému zareni (v nasSem piipadé svétlo). Témito mikroskopy lze rozlisit
strukturu objektu, kde je vzdalenost mezi dvéma body struktury veétsi nez

200 nm. Tomu tedy odpovida, ze svételné mikroskopy maji zvetseni az 1000X,

Svételné mikroskopy se skladaji ze tri hlavnich ¢asti, a to z osvétlovaci
casti, objektivu a okularu. Osvétlovaci ¢ast slouzi k podsviceni pozorovaného

objektu.

Objektiv je soustava cocek, ktera ma velmi malou ohniskovou vzdale-
nost. Tato soustava funguje jako spojna ¢ocka a tedy zobrazuje objekt prevra-
ceny, skuteény a zvétseny (viz obrazek 4-1 — tento objekt je zndzornén jako
y).

Posledni casti je okular, coz je také soustava cocek, pomoci které pozo-

rujeme objekt. Tato soustava plni v podstaté funkci lupy a objekt je tedy zvét-

Seny, ale je zdanlivy (viz obrazek 4-1 — tento objekt je zndzornén jako y").

objektiv okular

Obrazek 4-1 — Schématické zobrazeni svételného mikroskopu
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4.1.1. Metoda svétlého pole
Tato metoda sestaveni mikroskopu je nejstarsi a nejjednodussim zpuso-

bem jak sestavit svételny mikroskop a proto je velmi oblibeny. Tento objekt
je osvétlen z dolni casti a proto je vhodny pro objekty, které moc nepohlcuji

svételné zareni. Tento mikroskop lze vidét na Obrazku 4-2 vlevo.

4.1.2. Metoda temného pole
U této metody nedopada svétlo do objektivu, a proto je pozorovany objekt

v temném poli. Pri odrazu od objektu se do objektivu odrazi jen minimalni
cast svetelnych paprskia a zbytek se rozptyli. Hlavni nevyhodou tohoto zpu-
sobu je, ze je zapotrebi svételného zdroje o vysokém vykonu pro zvyseni kon-

trastu obrazu. Tento mikroskop lze vidét na Obrazku 4-2 vpravo.

L )

Obrazek 4-2 — Svételné mikroskopy

4.2.ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Chceme-li zvétsit objekt, ktery je mensi nez 0,2 pm, a tedy nelze ho po-
zorovat ani svételnym mikroskopem, tak jiz potrebujeme pro pozorovani to-
hoto objektu elektronovy mikroskop. Elektronovy mikroskop funguje na
podobném principu jako svételny, ale misto fotont jsou elektrony a misto co-
¢ek jsou pouzity elektromagnetické ¢oéky (civka, ktera vhodné tvaruje mag-

netické pole).

Elektronovy mikroskop dokaze zvétsit mensi objekty nez svételny mi-
kroskop diky tomu, ze elektron ma mensi vinovou délku nez foton. Zvétseni

u téchto mikroskopti mize dosahovat az 1 000 000X,
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Existuje nékolik typu elektronovych mikroskopu, ale vybral jsem pouze
dva z nich. Prvni zminény mikroskop byl prvni vynalezeny elektronovy mi-
kroskop a druhy je nejvice rozsireny.
4.2.1.  Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
U tohoto mikroskopu prochazi elektrony objektem a nasledné jsou dete-
kovany. Aby elektrony prosly objektem, tak je u téchto mikroskopt urychlo-
vaci napéti 100-400 kV a objekty by mély byt velmi tenké 10-500 nm.

4.2.2.  Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM)
Tento mikroskop, jak je jiz patrné z nazvu, objekt rastruje takovym zpu-

sobem, ze elektronovy svazek se od objektu odrazi radek po radku. U tohoto

mikroskopu je zrychlovaci napéti 0,1-30 kV.

Transmissions- Raster-
Lichtmikroskop Elektronenmikroskop Elektronenmikroskop
LM TEM SEM

Yi i Elektronenquelle: .
A Lichtquelle | / 4 ) gliinender Draht IR

&— Kondensorlinse
Linse,
-~ Objekt/Probe

Objektiviinse,

Strahlen-Defiektor

1
=

Bildbetrachtung
auf dem Monitor
% Okular
Detektor

Projektorlinse.
~ )
L Objekt/Probe ¢ -

Direkte Fluoreszenz-
Bildbetrachtung Bildschirm

Obrézek 4-3 Druhy mikroskopu
Prvni zleva je svételny mikroskop, ktery je popsan v kapitole 3.1, dale je transmisni elektronovy mi-
kroskop, u kterého elektrony prochizi objektem a posledni je rastrovaci elektronovy mikroskop,
ktery rastruje objekt na zobrazovaci jednotku (nap¥iklad monitor).
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5. Experimentalni Cast

5.1.DIGITALNI HOLOGRAFICKY MIKROSKOP A JEHO KOMPONETNTY
Jak jiz bylo zminéno v uvodu, tak tato bakalarska prace se zabyva se-

stavenim digitalniho holografického mikroskopu pro méreni reflexnich prvki.
Tento mikroskop jsme vsak nakonec sestavili jak pro méreni reflexnich

prvkd, tak i pro transmisni prvky (Obrazek 5-1).

Obrazek 5-1 — Sestaveny digitdlni holograficky mikro-
skop

Transmisni prvky jsou takové prvky, u kterych se informace prenasi,
kdyz svételny svazek timto prvkem projde. Naopak reflexnimi prvky se mysli
takové prvky, u kterych se informace prenasi pii odrazu svételného svazku

od prvku.

Tento mikroskop se sklada z nékolika prvka, které jsou popsany v na-
sledujicich podkapitolach.
5.1.1.  Laserovy zdroj ADR-1805
Tento laserovy zdroj generuje laserovy paprsek o vlnové délce 635 nm,
coz odpovida ¢ervené barvé. Intenzita tohoto paprsku se méni zménou vstup-

niho napéti. Maximalni vykon tohoto laseru jsou 4 mW.
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Obrazek 5-2 — Laserovy zdroj ADR-1805
Vlevo je ovladaci jednotka, kterou se méni intenzita laserového paprsku a vpravo je
laserova jednotka, z které je navedeny paprsek to optického vldkna.

5.1.2.  Kamera UI-1490LE

Pro snimani hologramu je zapotirebi kamery, ktera je pripojena pomoci
USB k pocitaci. Tato kamera ma rozliseni 3840 x 2748, coz odpovida
10,55 MPix. Cip této kamery je vytvoren pomoci technologie CMOS. CMOS

technologie se v kamerach zacina vyskytovat stale ¢astéji, nez byvalo kdysi.

Vyhodou CMOS je, zZe zpracovani obrazu je rychlejsi nez u ¢ipu s CCD.
Oproti CCD ma na kazdém pixelu svij vlastni tranzistor a vysledny signal je
digitalni a diky tomu neni zapotiebi jako u CCD mit dalsi prevodniky. Hlavni
vyhody CMOS oproti CCD jsou rychlejsi zpracovani obrazu a energeticka

uspornost. Jejich vyroba je snazsi, ¢cimz jsou 1 levnéjsi.

Obrazek 5-3 — Kamera UI-1490LE od firmy IDS
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5.1.3.  Objektiv

Na tomto mikroskopu jsme pouzivali dva objektivy. Prvni byl o zvétseni
4x a druhy 20X. Oba objektivy jsou od firmy Olympus, a to typy RMS4X
a RMS20X. Pracovni vzdalenost objektivu RMS4X je 18,5 mm. Dale efektivni
ohniskova vzdalenost je rovna 45 mm, numericka apertura je 0,1 a zvétSeni

je 4%,

U objektivu RMS20X je pracovni vzdalenost oproti predchozimu objek-
tivu daleko mensi, a to 1,2 mm. Efektivni ohniskova vzdalenost je opét mensi
nez u RMS4X, a to 0 9 mm, coz znamena, Ze ohniskova vzdalenost tohoto ob-
jektivu je 36 mm a numericka apertura je ctyri krat vétsi, ¢ili je rovna 0,4.

Tento objektiv ma zvétseni 20X, jak je jiz znamo z nazvu.

Obrazek 5-4 — Objektivy Olympus
a)RMS4X b) RMS20X

5.1.4. Kolimdtor
Kolimator je soustava cocek, ktera z rozbihavého nebo sbihavého optic-

kého svazku udéla paprsek kolimovany, tedy svazek, coz znamena, ze jednot-

livé paprsky jsou na sebe rovnobézné.

Kolimator

Obrazek 5-5 — Kolimace svazku pomoci koliméatoru
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5.1.5.  Cocka field lens

Tato cocka slouzi v sestaveném mikroskopu pro zaostreni obrazu na cip
kamery. Vzhledem k pouziti objektivu s korekci na nekonecno je vzdalenost

mezi ¢cockou a kamerou, ktera je pridélana k délici, fixni.

Obrézek 5-6 — Codka field lens

5.1.6.  Opticky délic (Pellicle mirror)

Tento deéli¢ je vyroben z velmi tenkého skla misto sklenéné kostky. Na
sklenéné kostce oproti tomuto délici vznikaji nechténé odrazy, coz jsme zjistili

1 béhem sestavovani mikroskopu.

Obrazek 5-7 — Opticky déli¢ (Pellicle)

5.1.7. Optické vidkno
V této praci jsme z duvodu co nejveétsi ispory mista a jednodussi mani-

pulaci jsme vyuzili privedeni referencni viny a objektové viny optické vlakno.
V praxi se vyskytuji dva druhy optickych vldken, a to jednovidova (single
mod) a mnohovidova (multi mod). Pro interferenci se vyuzivaji jednovidova
opticka vlakna a to proto, ze maji lepsi prenosové vlastnosti. Tento prenos je
lepsi z dfivodu, Ze tato vlakna maji velmi maly pramér jadra (az 8,6 ym), ¢imz

se paprsek uvnitr jadra odrazi pod mensim thlem.
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K laseru je pripojen vlaknovy opticky déli¢, ktery déli intenzitu paprsku
v pomeru 75 % ku 25 % a tyto rozdeélené vlny jsou privedeny k mikroskopu

jako objektova a referenc¢ni vlna.

Obrazek 5-8 — Jednovidové optické vlakno

5.2.DIGITALNI HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE

Digitalni holograficka mikroskopie je mikroskopie, ve které 1ze mérit ob-
jekt ve vSech osach a tedy 1 v ose Z, kterou v klasické mikroskopii nedokazeme
zmeérit, a to diky méreni faze. Po zpracovani pocitacem, lze vytvorit zvétseny

3D objekt.

Pro zpracovani objektu u naseho mikroskopu pouzivame off-line ostreni.
Diky off-line ostreni nam staci zaznamenat pouze jeden snimek objektu a na-

sledné lze ostatni roviny objektu numericky fokusovat.

Toto ostreni probiha pomoci reseni difrakcéni ilohy, nebot digitalni holo-
gram povazovat za difrakéni mrizky. Reseni difrakéni ulohy je popsano ve
skriptech Digitdlni holografickd interferometrie od kolektivu autort (Vit

Lédl, Pavel Psota, Petr Vojtisek a Roman Dolecek) a vysledkem je vzorec 5.1,
UGy ) = Lo R D 5 ughca, yo, 09 L )

kde U je komplexni amplituda rekonstruovaného pole ve vzdalenosti z,
A je vinova délka svétla, A reprezentuje digitalni hologram a Uy je rekon-

strukcéni vlna.
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5.3.DIGITALNI HOLOGRAFICKY MIKROSKOP PRO MERENI REFLEXNICH

PRVKU
Tento mikroskop jsme nejprve staveli podle schématu na Obrazku 5-10a,

ale timto zptsobem to nebylo Uplné idealni z divodu, ze referencni vina se
spatné kolimovala a vznikalo zde vice ztrat. Proto jsme mikroskop predélali

podle schématu, které je znazornéno na Obrazku 5-10b.

Hlavnim rozdilem v nové sestaveném mikroskopu je c¢ocka field lens,
¢imz z digitalniho holografického mikroskopu muzeme udélat zakrytim refe-

rencni vlny mikroskop svetelny.

Mikroskop je sestaven v usporddani s korekei na nekoneéno (viz Obra-
zek 5-9). Vzajemnad poloha éasti A a B neovliviiuje zaostieni obrazu na éipu
kamery. Pri zméné objektivu tak 1ze vhodnou vzdalenosti zajistit dopad koli-
mované vlny na detektor, coz je zadouci vzhledem ke kolimované referencni

viné.

Kamera Objekt

Objektiv

< >3

_—

Obrazek 5-9 — Objektiv s korekei na nekoneéno
Na Obrazku 5-10b je znazornén i smér Sireni objektové viny. Vlna se
v deli¢i odrazi smérem k objektu a prochazi nejprve cockou field lens, na-
sledné objektivem se kolimovana vlna dostava k objektu. Trasa viny k objektu
je na obrazku znazornéna cervenymi sipkami. Cesta od objektu je zakreslena

pomoci modrych sipek.
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Odrazena vlna od objektu prochazi opét objektivem, ktery udéla vinu

sbihavou. Tato vlna se na cocce opét kolimuje a pres déli¢ se ke kamere do-
stava informace o podobé objektu.

O

—

Kamera
Déli¢

l

Cotka
field lens

Laser

Kolimdtor

—
Déli¢ v
optickém
vidkné

Referenéni
svazek

I

Optické vidkno

Optické vidkno

Délic

Kamera

Objektiv

Objektiv

I

b)

Obrézek 5-10 — Schémata digitdlniho holografického mikroskopu pro méfeni reflexnich prvka
a)Spatné zvolené sestaveni mikroskopu
b) findln{ verze mikroskopu

Objekt

Objekt

a)

Tento zpusob sestaveni tohoto mikroskopu se da prirovnat principialné
svételnému mikroskopu s tmavym polem. Vsak neni vhodny pro transmisni

prvky z diivodu, Ze paprsek se od nich spatné odrazi, jelikoz maji nizkou od-
razivost.

5.4.DIGITALNI HOLOGRAFICKY MIKROSKOP PRO MERENI TRANSMISNICH
PRVKU

Modifikace mikroskopu pro méreni transmisnich prvka jiz nebyla ob-
tizna, a to z toho divodu, protoze tento mikroskop je témeér totozny mikro-

skopu z predchozi kapitoly. Jedina zména nastava u objektové viny, ktera

neni privedena do délice, ale pod méreny objekt.
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Na Obrazku 5-11 je znazornéno principialni schéma transmisniho mi-
kroskopu. éerven}’rmi sipkami je znazornén smér paprsku, kterym se siri. Po
kolimaci objektové viny prochazi objektem a nasledné pres objektiv, kde se
z vlny stava sbihava. Tato vlna se na cocce field lens opét kolimuje a infor-

mace o objektu je zaostrena na kameru.

Kamera

Délic

Kolimator

< |
Referentni
svazek

Cotka
field lens

Délié v
optickém
vidkné

Optické vldkno

Objektiv

Objektovy
svazek
bjekt

Kolimator

Obrazek 5-11 — Schéma digitdlniho holografického mikroskopu pro méfeni transmisnich prvka
Sestaveni tohoto mikroskopu odpovida svételnému mikroskopu se svét-
lym polem. U tohoto mikroskopu nelze mérit reflexni prvky, a to z davodu, zZe

paprsek se odrazi do prostoru mimo mikroskop.
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6. Méreni a vyhodnoceni
Po sestaveni mikroskopu pro méreni reflexnich a transmisnich prvka

byl mikroskop testovan na vzorku ruznych objekti. Prvnim objektem byla de-

sticka USAF, kterou se méri rozlisovaci schopnost mikroskopu. Tato desticka

vznikla v roce 1951 pro letectvo spojenych statd, pro méreni rozliseni kamer,

mikroskopli a scannera obrazu.

Tato desticka je rozdélena do nékolika trid, kde jsou rtzné veliké obdél-

niky. Velikost jednotlivych obdélnikl jsou vypsany v tabulce 1 a na obrazku

6-1 je nazorna ukazka této desticky

-2
2000,00
1781,80
1587,40
1414,21
1259,92
1122,46

Width of 1 line in micrometers in USAF Resolving Power Test Target 1951

-1
1000,00
890,90
793,70
707,11
629,96
561,23

Tabulka 1 — USAF rozméry jednotlivych obdélnik, dle danych tiid [1]

0
500,00
445,45
396,85
353,55
314,98
280,62

1
250,00
222,72
198,43
176,78
157,49
140,31

Group Number

2
125,00
111,36

99,21
88,39
78,75
70,15

3
62,50
55,68
49,61
44,19
39,37
35,08

RESOLVING POWER TEST TARGET

-2
=l
Il
i
=11l

s =
USA

2
3
4
5

n=
n=:2
EE
M=y

=5
=m m=s

=2
=
F:195|

vaci schopnosti

4
31,25
27,84
24,80
22,10
19,69
17,54

5
15,63
13,92
12,40
11,05

9,84
8,77

Obrézek 6-1 —Desticka USAF pro méieni rozliso-

6
7,81
6,96
6,20
5,52
4,92
4,38

7
3,91
3,48
3,10
2,76
2,46
2,19

8
1,95
1,74
1,55
1,38
1,23
1,10

V tabulce je nejmensi tirida 9, ale my jsme méli USAF s nejmensi tridou

Na Obrazcich 6-2a a 6-2b 1ze vidét zaostrenou tridu 2 na USAF. Rozdi-

lem v téchto dvou obréazcich je jina perioda interferenéni struktury (A), ktera

se méni pomoci thlu (0), ktery mezi sebou sviraji objektova a referenc¢ni vlna.

Tuto periodu lze spocitat pomoci vzorce 6.1.
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9
0,98
0,87
0,78
0,69
0,62
0,55
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Obrézek 6-2 — Interferenéni prouzky na destiéce USAF
Rozdilem téchto dvou obrazku je ruizné perioda interferenéni struktury, coZ je zpisobeno rozdilnym
thlem, ktery mezi sebou svir4 referenéni a objektova vlna.

Mal4 perioda interferenéni struktury ukazuje, ze se jedna o off-axis (mi-
moosovou) digitdlni holografii, coz je digitalni uspoirddani, kde referenéni a
objektovy svazek mezi sebou sviraji ithel. Hologram je difrakéni mrizka pii-
rozené obsahujici difrakéni rady. Toto lze pozorovat ve spektru hologramu
(viz Obrazek 6-4), kde se vyskytuje nulty, prvni a minus prvni #4d. Odstup
mezi prvnim a nultym radem lze ménit pomoci zmény thlu mezi referencnim
a objektovym svazkem. Cim je dhel mezi svazky vyssi, tim je i thel mezi Fady

vétsi (viz Obrazek 6-2 a Obrazek 6-4).

6.1.REKONSTRUKCE OBJEKTU

Pro rekonstrukei méreného objektu se pouziva Fourierovy transformace.
Po zaznamendni informace o objektu na kameie (viz Obrazek 6-3) je zapotiebi
provést rekonstrukei Fourierovou transformaci, kterou provadi pocitac. Pro

tuto rekonstrukei, vsak je zapotrebi udélat nékolik kroku.
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Obrazek 6-3 — Véeli kiidlo
V prvnim kroce po provedeni FFT (rychl4d Fourierova transformace) se
na obrazovce pocitace zobrazi spektrum digitalniho obrazce. Na Obrazku 6-
4a a Obrazku 6-4b je spektrum digitalniho hologramu s riiznym thlem mezi
referencni a objektovou vlnou. Lze vidét, ze se rady s rostoucim thlem vice
separuji.

| Mk Fouig Co-an

2m

a) b)

Obrazek 6-4 — Spektrum digitdlniho hologramu
Pro rekonstrukei se vyuziva pouze informace nalezejici prvnimu radu
a nasledné probiha vymaskovani a posunuti tohoto obrazce na stred. Na-
sledné provadi poé¢itaé IFFT (inverzni rychld Fourierova transformace) a do-

stavame komplexni pole. Toto komplexni pole lze pireostiit (viz Obrazek 6-5)
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a pomoci vztaht 6.2 a 6.3 z vysledného komplexniho pole ziskavame jeho in-

tenzitu a fazi (viz obrazek 6-6).

Obrazek 6-5 — Numerické ostreni objektu

a)Numericky zaostieno do -10 num
b)Zaostieny objekt

¢) Numericky zaostfeno do +10 pm

I = URez + Ulmz (62)

Q= tg%:: (6.3)

RIS o] | £445 BV [or] 6 2832

Obrézek 6-6 — Intenzita a fize méreného objektu
a)Pole s intenzitou objektu
b)féazové pole objektu
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6.2.DESTICKA USAF

Pomoci mikroskopu, kdyz byl pouzit objektiv se zvétsenim 20X, jsme roz-
lisili nejmensi tridu 7, a tedy mtzeme Tict, ze dokazeme uréité pomoci tohoto

mikroskopu rozlisit objekty, které jsou velké 2,19 nm (viz Obrazek 6-7a ).

P11 pouziti objektivu se zvétsenim 4X jsme schopni rozlisit tvar objektu,

které jsou velké 4,38 pm (viz Obrazek 6-7b).

:
N

Obrazek 6-7 — RozliSovaci schopnost na destiéce USAF
Jak jiz bylo zminéno vyse, USAF je desticka pro zjisténi rozliSeni. Pouzili
jsme dva typy USAF, a to transmisni a reflektivni. Rozdil v téchto destickach
je vidét na Obrazcich 6-8, kde vlevo je USAF, na kterém se vlna odrazi na

obdélnikach a vpravo témito obdélniky vlna prochazi.
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a) b)

Obrazek 6-8 — Pouzité desticky USAF

Jelikoz jsme namérili desticku USAF ve tridé 2, konkrétné na element
5, u kterého vime, ze sirka jednoho obdélniku je 78,75 pm, tak mizeme dopo-
¢itat zorné pole tohoto mikroskopu a porovnat ho s teoretickym zornym polem
pomoci vzorce 6.4. Pro objektiv RMS4X je zorné pole 1,66 x 1,22 mm a pro
RMS20X je zorné pole rovno 331 x 234 pm.

Sitka ¢ipu kamery Vyska ¢ipu kamery

(6.4)

Zorné pole =
p Zvétseni mikroskopu Zvétseni mikroskopu

Po dosazeni hodnot do vzorce, kde sirka x vyska c¢ipu kamery je rovna
6413 x 4590 pm, tak nam vyjde, ze zorné pole pro objektiv RMS4X je
1,6 x 1,1 mm a pro RMS20X vysla 320 x 230 pm.

Kdyz tyto hodnoty porovname tak pro objektiv RMS20X je realna i teo-

reticka hodnota zorného pole témér shodna a pro RMS4X se zanedbatelné lisi.

6.3.VZOREK LIDSKE KRVE

Béhem meéreni jsme pouzili i vzorek krve, ktery je transmisni a meérili
jsme ho pomoci objektivu se zvétsenim 20X. Na Obrazku 6-9a lze vidét vzorek
krve, na kterém je stovka krvinek, které se pohybovali okolo vzduchové bub-

liny, ktera vznikla mezi krycim a podloznim sklickem.

Dale pomoci programu MATLAB jsme vybrali pouze jednu krvinku
a zobrazili ji ve 3D (viz Obrazek 6-9b). Krvinka je valcovitého tvaru s rozméry
priblizné 8 pm a jeji vyskou 2 pm, coz odpovida didajim, které jsou zminéné

1 na internetové strance www.moje-krev.cz/cervene-krvinky/.
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Obrazek 6-9 — Cervené krvinky (viechny jednotky jsou v pm)
a) ¢ervené krvinky ve vzorku krve
b) 3D model éervené krvinky

6.4.VZOREK VCELIHO KRIDLA

Dalsim transmisnim prvkem je vzorek vceliho kiidla, ktery byl zobrazen

se zvétSenim 4X.

b)

Obrazek 6-10 — Véeli kiidlo
a)Hologram véeliho kiidla
b)Intenzita
c)Topografie kiidla

6.5.VZOREK CIBULE

Dalsim transmisnim prvkem jsou bunky obsazené v tkani cibule, které
jsou velmi podobné strukture vceliho kridla, ale jsou mnohem mensi a proto

jsme je pozorovali pomoci objektivu se zvétsenim 20% (viz Obrazek 6-11).
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a) b) c)
Obrézek 6-11 — Bunky tkdné cibule
a)Hologram bundk tkané cibule

b)Intenzita
c)Topografie bunék tkané cibule

6.6.VZOREK NAPLNE PERMANENTIHO POPISOVACE NA DESTICCE A VRYP

Jako reflexni prvek jsme pozorovali napln permanentniho popisovace

(viz Obréazek 6-12) a vrypu (viz Obrazek 6-13), které byly na destiéce.

RIS [om] 14445 P (] 6 2632

1500 2000

Obrazek 6-12 — Napli z permanentniho popisovace
a)Hologram néplné
b)Intenzita
c)Féaze néaplné
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b)

Obrézek 6-13 — Vrypy v destiéce
a)Hologram vrypt
b)Intenzita
¢)3D model topografie vrypu
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7. Zaver

V této praci jsou popsany zakladni principy digitalniho holografického
mikroskopu a nasledné popsano jeho slozeni. Pivodné byl mikroskop urcen
pouze pro méreni reflexnich prvka, ale po dodélani mensi modifikace, a to
pridani jednoho kolimatoru pod mérené objekty, bylo mozné pozorovat

1 transmisni prvky.

Digitalni holograficky mikroskop ma oproti svételnym mikroskoptim né-
kolik vyhod. Prvni vyhodou je, Ze po zaznamenani jediného hologramu mu-
zeme preostrit numericky na libovolnou rovinu objektu. Dalsi vyhodou je
meéreni faze objektu, diky které lze zjistit topografie méreného prvku. Proto

mérené objekty muzeme zrekonstruovat i do 3D.

Pomoci digitalniho holografického mikroskopu nedokazeme, jako u své-
telnych mikroskopt, pozorovat objekty, které jsou mensi nez polovina vlnové
délky pouzitého laseru. U tohoto mikroskopu je pouzit laser o vinové délce
635 nm, ¢imz nejmensi objekt, ktery jsme mohli pozorovat, musel mit mini-
malné 317,5 nm. Vlnova délka neni vsak jediné omezeni pro maximalni roz-
lisovaci schopnost mikroskopu. Timto omezenim je jesté veskera pouzita
optika, ale hlavné pouzity objektiv. V nasem pripadé mél objektiv zvétseni

20x% a jeho rozlisovaci schopnost pro ostrost objektu byla lepsi nez 2,19 pm.

Mikroskop byl jiz ze za¢atku sestavovan na principu off-axis (mimoo-
sové) digitalni holografie, diky které se d4 snizovat nebo zvysovat perioda in-
terferencni struktury a tim 1 zvysit/snizit thle mezi prvnim a nultym radem
difrakéni mrizky. Prvni mikroskop byl vSak prestaven na novy, ktery vyuzival

korekce na nekonecno, ktera je vhodna napriklad pii vyméné objektivu.

Funkc¢nost sestaveného mikroskopu byla otestovana na celé radeé

vzorku.
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