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Abstrakt
Bakalarska prace se zabyva testovanim reflexniho médu Multimodélniho holografické-
ho mikroskopu zkonstruovaného ve spolupraci s firmou TESCAN. Testovanim se mysli
predevsim stanoveni osového a lateralniho rozliseni, ovéreni osové intenzitni odezvy a zdo-
kumentovani chyb a nedostatk®l nalezenych pfi méreni. Zavér prace je vénovan srovnani
s mikroskopem atomaérnich sil.

Spravné pochopeni ovladani mikroskopu a vypracovani postupu k jeho naladéni bylo
nezbytnou soucasti této prace.

Summary
The thesis is focused on testing of reflection mode of Multimodal holographic microscope
constructed in cooperation with TESCAN company. The assessment of axial and lateral
resolution, verification of axial intensity response and documentation errors and defici-
encies found while measuring are included in the testing procedure. In the conclusion, the
Multimodal holographic microscope is compared to an atomic force microscop.

A proper understanding of microscope operation and a formulation of an adjustment
procedure were essential components of this work.

Klicova slova
holograficky mikroskop, profilometrie, osova intenzitni odezva, axialni a lateralni rozliso-
vaci schopnost

Keywords
holographic microscope, profilometry, axial intensity response, axial and lateral resolution
ability
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Uvod

Tato prace se zabyva testovanim reflexntho médu Multimodaniho holografického mikro-
skopu instalovaného v Laboratofi experimentéln{ biofotoniky Ustavu fyzikalniho inZenyr-
stvi (UFI) VUT v Brné. Testovani predstavuje predevsim prométovani charakteristickych
odezev mikroskopu, métreni lateralnitho a osového rozliSeni, prométrovani povrchii vzork,
porovnani s referenc¢ni metodou a dokumentaci nedostatki zjisténych pii testovani.

Obréazek 1: Koherenci fizeny holograficky mikroskop - reflexni.

Holografickd mikroskopie se stala jednou z popularnich metod soucasnosti, a to diky
rychlé vypocetni technice umoznujici zpracovavani obrazu (hologramu) prakticky v redl-
ném case. Je to metoda vyuzivajici fazovy posuv.

Vyvoj holografickych mikroskoptt mé na UFI VUT v Brné nékolikaletou tradici [1]. Pod
vedenim prof. RNDr. Radima Chmelika Ph.D. byl sestrojen koherenci tizeny holograficky
mikroskop (obr. 1) vyuzivajici nekoherentni osvétleni v mimoosovém usporadani [2].

Obrézek 2: Koherenci Tizeny holograficky mikroskop - transmisni.

Tento mikroskop podporoval pouze reflexni mod a byl zkonstruovan v ramci disertac¢ni
prace Ing. Ludka Lovicara, Ph.D. Byl urc¢en pro méreni povrchit a v porovnani s jinymi
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UVOD

holografickymi metodami ma tento mikroskop fadu vyhod, které jsou zminéné v kap. 1.
Rozséhld méteni pak byla zpracovana v disertacni praci [2] a ¢lanku [3].

Déle byl v rdamci disertacni prace Ing. Pavla Kolmana, Ph.D. zkonstruovan transmisni
holograficky mikroskop (obr. 2), jehoz vyhody byly rozebrany a popsany v pracich [1]
a [4].

Dalsi vyvoj vedl ke zkonstruovani prototypu ve spolupraci s firmou TESCAN, a to
v rdmci projektu Multimodélni holograficky mikroskop (obr. 3). Utastnici® ziskali za tuto
spolupraci ocenéni Nejlepsi spolupréace roku 2013 [5].

Obrazek 3: Multimodalni holograficky mikroskop.

Tento mikroskop umoznuje 3 médy zobrazeni - holograficky transmisni, holograficky
reflexni a fluorescen¢ni. Transmisni mod je nejvice uzivanym modem mikroskopu. Lze
pomoci néj kontrastné zobrazovat zivé bunky v rozptylujicim prostredi, které mikroskop
uspésné potlacuje a sledovat jejich pohyb v redlném case diky mimoosovému usporadani.
Konvencni optické mikroskopy neumoznuji zobrazovani fazového posuvu, bunky pomoci
nich tedy nelze zobrazovat tak kontrastneé.

Reflexni méd neni tak casto uzivany, avsak mikroskop nabizi fadu vyhod i pro néj.
Mikroskop dosahuje osového rozliseni fadu jednotek nanometru [6]. Toho se vyuziva napii-
klad pri méfeni profilometrie povrchti. V porovnéani s mikroskopem atomérnich sil (AFM),
holograficky mikroskop umoznuje zaznamenat vysku povrchu jednim snimkem, zatimco
kroskop. Nevyhodou holografického mikroskopu v porovnani s AFM je lateralni rozliseni
srovnatelné s konvenénimi konfokalnimi mikroskopy [6].

I pres zminéné vyhody nebyl doposud reflexni méd nové instalovaného multimodal-
niho holografického mikroskopu systematicky testovan. Ovéreni funkénosti mikroskopu
a stanoveni jeho zakladnich parametri je tedy predmétem této bakalarské prace.

Oznac¢enim RDHM bude v celé nésledujici praci minén reflexni méd Multimodélniho
holografického mikroskopu zkonstruovaného ve spolupraci s firmou TESCAN umisténého
v Laboratori experimentalni biofotoniky FSI VUT v Brné.

Cile bakalarské prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

Ovérit funkénost reflexnitho moédu, zaznamenat nedostatky a navrhy na vylepSeni

Stanovit osové a lateralni rozliseni mikroskopu pri pouziti jednotlivych objektivi

Testovat dalsi parametry mikroskopu a provést jejich zméreni (stabilita, Sum)

Zobrazit a promérit vhodné vzorky a porovnat zobrazeni s referencéni metodou

1Firma TESCAN, Vysoké uéeni technické v Brné a Ustav molekulérni geneticky AV CR [5]



1. Reflexni digitalni holograficky mi-
kroskop (RDHM)

RDHM vychézi z mikroskopu konfokalniho doplnéného o referenéni vétev s vyuzitim uni-
katnich vlastnosti mimoosové holografie s prostorové a casové nekoherentnim osvétle-
nim [6].

Nekoherentni holografie prinasi fadu vyhod, jako je kvalitni amplitudovy a fazovy
obraz. Tohoto typu holografie lze dosdhnout omezenim prostorové a casové koherence.
K omezeni prostorové koherence dojde otevienim aperturni clony, ¢imz ziskame lepsi la-
teralni rozligeni [6]. Casovou koherenci redukujeme pouzitim polychromatického osvétlent
a spolu s omezenim prostorové koherence ziskdme tspésné potlaceni trovné Sumu vzni-
kajici napr. u laserovych zdroji [6]. Navic je amplituda hloubkové diskriminovana, jelikoz
optické drahy obou vétvi jsou stejné (koherentni buriky) [6]. To prinasi moznost provadét
optické Tezy vzorkem.

RDHM dale poskytuje vyhody osové holografie (in-line) i mimoosové holografie (off-
axis) zaroven [6]. Osova holografie prinasi moznost pouziti nekoherentniho osvétleni, mi-
moosova moznost zachyceni pouze jednoho snimku hologramu [6]. Vyuziti vyhod obou
sestav se soucasnou redukci nevyhod bylo dosazeno achromatickym, prostorové invariant-
nim usporadanim s pouzitim difrakéni mrizky [6].

RDHM je tedy schopen poskytnout obraz vzorku se zna¢nym potlacenim sumu, v re-
alném case, s pouzitim optickych fezl, fizovym kontrastem a lateralnim rozliSenim srov-
natelnym s konvenénimi optickymi mikroskopy [6].

1.1. Principy RDHM

Holograficky mikroskop vyuziva fadu fyzikalnich vlastnosti, diky kterym ziskava vyjimec-
né vlastnosti zobrazovani a moznost zobrazeni objektu ve tfech dimenzich. Tato kapitola
pojednava o dosazeni téchto vlastnosti.

1.1.1. Interference svétla

Holograficky mikroskop je usporadan tak, aby vyuzival interferenci svétla. Obé vétve jsou
sestaveny ze stejnych optickych prvka a obé maji stejnou optickou drahu. Ta se da nastavit
pomoci zrcadel pripojenych k piezoelektrickému posuvu, ktery ovlada délku referencni
vétve. Celé usporadani je achromatické, coz slouzi k zachovani nezavislosti na vinové délce
svétla pouzitého k zobrazovani, a diky difrakéni mrizce také prostorové invariantni, aby
se oba paprsky rozdélené na déli¢i opét sesly ve stejném misté detektoru. Pri zachovani
tohoto usporadani dochézi na CCD ¢ipu k interferenci svétla. Je-li v objektové vétvi
vlozen vzorek, paprsek se od néj odrazi a s rozdilnou fazi pak dopadne na detektor,
coz se projevi i v interferenénim obrazci (hologramu). Z vysledného hologramu se poté
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1. REFLEXNI DIGITALNT HOLOGRAFICKY MIKROSKOP (RDHM)

numericky vypoc¢ita nejen amplituda, ale i faze, kterd se poté prevede na vysku vzorku.
Vyuzitim interference ziskava holograficky mikroskop nesrovnatelné lepsi osové rozliseni
oproti mikroskopu konfokalnimu.

1.1.2. Osova a mimoosova holografie

Bylo navrzeno mnoho holografickych systémi, které vyuzivaji osové usporadani (in-line).
Tyto systémy vykazuji nulovy (nebo skoro nulovy) thel mezi objektovou a referenéni
vétvi pii dopadu na ¢ip CCD kamery [6]. Pouziti svétla s nizkou prostorovou a ¢asovou
koherenci zde dovoluje potlac¢eni koheren¢niho Sumu a moznost tvorby optickych fezi [6].
K sestaveni faze jsou vSak potfeba nejméné 3 interferogramy [1]. To muze byt v casové
proménnych vzorcich limitujicim faktorem. U ¢asové neproménnych vzorkt miize dochazet
k vibracim zptisobenym okolim, coz miize zpusobit chyby méteni.

Opac¢nym piipadem osové holografie je mimoosova holografie (off-axis) vykazujici ne-
nulovy thel mezi obéma vétvemi. V tomto usporadani vsak neni mozné pouziti neko-
herentniho svétla [6]. Z toho divodu neni potlaceni Sumu nebo tvorba optickych Fezi
mozna. Vyhodou tohoto sestaveni je ale zachyceni pouze jednoho snimku hologramu, coz
je nutnou podminkou pro sledovani rychlych déji probihajicich napt. v zivych bunkéach.

RDHM je sestaven sice mimoosové, ale achromaticky a prostorové invariantné. Lze
tedy pouzit svétlo s nizkou koherenci, které umoznuje vyuziti vyhod obou sestav zaroven
s eliminaci jejich nevyhod. RDHM je tedy schopen zobrazovani bez koheren¢niho Sumu
s moznosti optickych Tezl a tim i potlaceni vedlejsich interferenci, se zobrazenim fazového
kontrastu, a to vsechno v jeden okamzik (real-time) [6].

1.1.3. Vlnova délka svétla

Dilezitym parametrem mikroskopu je pouzité svétlo k zobrazovani. Jedna se predevsim
o vlnovou délku svétla s danou spektralni sitkou. Diky achromaticnosti celé sestavy lze
pouzit svétla o riznych vlnovych délkach a tim dosdhnout lepsiho lateralniho i osového
rozliseni (dokonce lze pouzit i bilé svétlo). Spektralni sitka svazku nam zase uréuje ¢asovou
koherenci paprsku a s tim spojené vlastnosti. K ziskani tohoto osvétleni slouzi halogenova
vybojka s prislusnymi interferenénimi filtry, pomoci kterych si zvolime, jaky typ osvétleni
pozadujeme.

1.1.4. Koherence svétla

V bézné dostupnych pristrojich uzitych k holografii pretrvava pouziti laserového svétla
s vysokou koherenci, popf. jiné koherentni zdroje [7, 8]. Tato vysoka koherence zptiso-
buje koherenéni sum a nezddouci interference v optické soustavé [1]. VSechny tyto jevy
zpusobuji ve vysledku horsi kvalitu zobrazeni. Proto je vhodné pouzit zdroj svétla s nizsi
prostorou a ¢asovou koherenci. Toho docilime napriklad pouzitim laseru a matnice, popft.
pouzitim halogenové vybojky, ¢imz se nam otevie moznost vyuziti celého spektra vino-
vych délek. Snizenim koherence potla¢ime Sum pochézejici z rozptylovych center lezicich
mimo predmétovou rovinu objektivu. Tim dojde také k potlaceni nezadoucich interferenci
pochdzejicich z rozhrani optickych clent [1].

Mala koherencni délka navic nabizi moznost optickych fezii. Vyuziva opét efektu potla-
¢eni svétla rozptyleného mimo rovinu ostrosti, ¢cimz dochazi ke zlepseni kontrastu a SNR
(signal-to-noise-ratio) [1]. Toho se vyuziva predevsim v transmisnim médu pii pozoro-
vani bunék v rozptylujicim prostfedi, ale i v reflexnim médu se tato vlastnost vyuzije,
pozadujeme-li tvorbu optickych fezi, tzv. hloubkovou diskriminaci.
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1.2. SCHEMA RDHM

V nasem pripadeé je k zajisténi nekoherentniho osvétleni pouzita halogenova vybojka.
Jeji emisni spektrum bylo proméreno spektrometrem a je vidét na obr. 1.1.

Spektrum halogenove wibojky
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Obréazek 1.1: Emisni spektrum halogenové vybojky.

Koherencni délka se poté vypocte ze vztahu

/\2
L= A (1.1)
kde A je centralni vinova délka pouzitého osvétleni a A\ je polositka spektra.

Pro piipad svétlal o centrdlni vinové délce 547 nm a polosifce spektra 10nm je ko-
heren¢ni délka rovna hodnoté 29,92 um. PTi aproximaci spektra na obr. 1.1 spektrem
s centralni vinovou délkou 575 nm a polositkou 220 nm, je koherenc¢ni délka rovna hodno-
té 1,50 um, coz je asi 20x méné nez v predeslém piipadée

1.2. Schéma RDHM

Schéma mikroskopu je zobrazeno na obr. 1.2. D4 se rozdélit na osvétlovaci ¢ast, objektovou
a referecéni vétev a detekéni cést.

Zdroj tvori halogenova vybojka (Z). Svazek ze zdroje nejprve prochézi ¢ockou (C)
a dale dopadé na déli¢ svazku (DS1). Zde se svazek rozdéli na dva. Jeden dale postupuje
objektovou vétvi a druhy vétvi referencni.

V objektové vétvi se svazek odrazi od délice svazku (DS2), prochazi skrze objektiv
(O1) a dopada na vzorek (V). Odtud se svazek odrézi a postupuje opét skrze objektiv
(01), déli¢ svazka (DS2), odrézi se od zrcadla (Z1), prochazi objektivem (0O2), odrazi se
na déli¢i svazku (DS3) a dopadé na ¢ip CCD kamery (CCD).

Svazek prochéazejici referenéni vétvi se odrazi nejprve od zrcadla (Z2) a délice svazku
(DS4), prochéazi objektivem (O3) a dopada na zrcadlo (Z3). Zde se svazek odrazi, prochazi
opét objektivem (O3), délicem svazki (DS4) a odrazem od zrcadel (Z4, Z5 a Z6) dopada na,

nterferencni filtr 547 (10) nm byl nejpouzivanéjsim filtrem pti méieni v této praci



1. REFLEXNI DIGITALNT HOLOGRAFICKY MIKROSKOP (RDHM)
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Obrézek 1.2: Schéma usporddani RDHM. Z — zrcadlo Z — zdroj, C — ¢ocka, V — vzo-
rek, Z1 — Z7 — zrcadla, O1 — O4 — objektivy, DS1 — DS4 — délic¢e svazkti, DM — difrakéni
miizka, CCD — CCD kamera. Prevzato a upraveno z [6].

bindrni difrakéni miizku (DM). Zde je vybran 1. difrakéni fad. Tento svazek déle prochézi
objektivem (O4), odrazi se od zrcadla (Z7), prochédzi délicem svazku (DS3) a dopada na
¢ip CCD kamery.

Na ¢ipu CCD kamery poté dochazi k interferenci obou svazkti a vznikd hologram.
Vznikly hologram je poté pocitacove zpracovan, ¢imz je ziskana obrazova amplituda a faze.

1.3. Popis hlavnich ¢asti RDHM

Zdroj mikroskopu tvori halogenova vybojka, u které je vyzadovan dostatecny vykon pro
osvétleni. Vezmeme-li v tivahu idedlni stav, kdy na déli¢ich svazkt dochdzi ke ztraté 50 %
intenzity, na difrakéni mfizce ke ztraté vice nez 50 % a ze zrcadla maji 100% odrazivost,
dojde prichodem optickymi prvky soustavy ke ztratam nejméné 90 % intenzity. V pripadé,
ze je v objektové vétvi navic vlozen vzorek s mnohem mensi odrazivosti nez zrcadlo, budou
ztraty jesté podstatné vétsi. Pri vypoctu ztrat vychazi, ze v objektové vétvi by mélo
dochézet k poloviénim ztratam oproti vétvi referencni, jelikoz zde neni difrakéni mrizka.
Avsak z praxe lze vidét, ze je v objektové vétvi pri vlozeném vzorku ve vétsiné pripada
mnohem méné svétla, nez ve vétvi referencni. To dokazuje, ze celkem dochazi ke ztraté
nejméné 94% intenzity.

6



1.3. POPIS HLAVNICH CASTI RDHM

Ménic interferenénich filtra (neni ve schématu 1.2 zobrazen) obsahuje osm pozic
pro interferen¢ni filtry. Vybérem spravného filtru lze ovliviiovat jak velikost koherence
svazku, tak i zobrazovaci vlastnosti mikroskopu. Vétsina pozic byla v pribéhu vypracova-
vani této prace prazdna, k dispozici byl pouze filtr 540 (10) nm, avsak za tcelem rozsah-
lejsich méfeni v této praci byly zakoupeny dalsi filtry, viz kap. 3.3.3. Pouzitim prazdné
pozice dojde k pouziti celého spektra halogenové vybojky (obr. 1.1), coz vede k nejvétsi
intenzité, ale také nejmensi koherenci osvétleni.

Méni¢ interferen¢nich filtrii je oddéleny od transmisniho médu (transmisni méd ma
sviyj vlastni ménic), 1ze tedy plné vyuzit vSech osm pozic pro potieby reflexniho médu.

Nésledujici seznam uvadi vypis dostupnych interferencnich filtri. Tuéné jsou vyzna-
ceny filtry pouzité pifi méreni v této praci.

Seznam dostupnych filtri:

e 515(10) nm
e 547 (10) nm
e 550 (80) nm
. 589(10)nm
e 610(10) nm
« 650 (10) nm
e 694 (10) nm

o prazdna pozice

Objektivy O1 a O3 jsou umistény na revolverovém ménici (obr. 1.3). Jejich vyména
probih& paralelné a jsou pouzity vzdy dva stejné objektivy, aby byly zachovany stejné
optické prvky v obou vétvich. Jejich vhodnou volbou lze ménit velikost zvétSeni a v zavis-
losti na velikosti numerické apertury (NA) i ovliviiovat vlastnosti vysledného zobrazeni,
predevsim velikost optického Tezu.

Revolverovy méni¢ obsahuje celkem Sest pozic. VSechny tyto pozice jsou plné obsazeny,
jelikoz se objektivy pouzivaji spolec¢né pro reflexni i transmisni mod.

Nésledujici tabulka uvadi seznam vsech dostupnych objektivu (véetné téch, které mo-
mentalné nejsou instaloviny v ménici, ale jsou uschovany), tucné jsou poté vyznaceny
objektivy jakkoliv pouzité k méreni v této praci.

Néazev objektivu Zvétseni NA
Nikon L Plan 2,5X 0,075
Nikon Plan 4x 0,1
Nikon Plan Fluor 10x 0,3
Nikon Plan Fluor 20x 0,5
Nikon Plan Apo (olejovy) 40x 1,0
Nikon Plan Apo VC (olejovy ) 60x 1,4
Nikon LU Plan Fluor 100x 0,95
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T Lt

Obréazek 1.3: Revolverovy méni¢ objektivii v referencéni vétvi se Sesti pozicemi. Kazda
pozice obsahuje jiny objektiv. Méni¢ v objektové vétvi obsahuje stejné objektivy jako
ménic¢ v referencéni vétvi.

Déle jsou objektivy O1 a O3 pripojeny na piezoelektricky posuv. Lze tedy jednoduse
a presné provadét absolutni ostfeni vzorku. Objektivy O1 a O3 se pri tomto ostreni
pohybuji soucasné. Tento typ posuvu je zminén v kap. 1.4.1, bodé 13.

Cocka C je zaostfena do stejné roviny jako objektivy O1 a O3. Vzorek (V) a zrcadlo
(Z3) jsou tedy osvétlovany Kohlerovym osvétlenim.

Objektivem O1 je mozné pohybovat i samostatné a provadét tak relativni ostieni.
Pouziti relativniho ostieni neni v reflexnim modu nezbytné, avsak je dobré ho zminit,
jelikoz se tento typ posuvu da pouzit v jinych aplikacich pii méreni - pokud chceme na-
priklad doostrit vzorek, aniz bychom si rozostrili referencni vétev. Jak je navic v kap. 3.3.1
vysvétleno, pouziti tohoto typu ostreni bylo pti méfeni v urcitych pripadech nezbytné.

Vzorek V je pripojen na piezoelektricky posuv. Pohybem do stran miizeme na vzorku
zacilit strukturu, pohybem v optické ose poté mérit osovou intenzitni odezvu.

Zrcadlo Z3 neni na rozdil od vzorku (V) pfipojeno na piezoelektricky posuv. Stolek se
zrcadlem je pripojen na sroub s mikrometrickym posuvem, je tedy nutné provést manualni
ostfeni pomoci tohoto sroubu zminéné v kap. 1.4.1, bod 15.

Zrcadla Z5 a Z6 jsou pripojena soucasné na jeden piezoelektricky posuv, ¢imz se
zajistuje moznost zmény délky vétvi vici sobé. Pohybem téchto zrcadel 1ze tedy seridit
stejnou délku vétvi, tzv. autojustaz zminéna v kap. 1.4.1, bod 19.

Objektivy O2 a O4 jsou zaostreny do stejného mista ¢ipu CCD kamery, kde dochazi
k interferenci paprski a tedy k vytvoreni hologramu.

1.4. Navod na obsluhu RDHM

Ackoliv se mikroskop neustéle vyviji a fada prvki je jiz automatizovana, je nutné mikro-
skop pred zacatkem méreni nastavit a sefidit pro ziskani co nejlepsiho vysledku. Nasle-
dujici postup slouzi ke spravnému nastaveni RDHM.
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Expozice kamery

Absolutni ostfeni ——————
—_—
Intenzita zdroje
———
Ostieni piezordmectkem Polohovéni vzorku
—_— ———————

T

Prepinani zalozek

Obrézek 1.4: Ovladac holografického mikroskopu k jednodussi praci s mikroskopem.

1.4.1. Nastaveni RDHM a ziskani hologramu

1. Zasunout opticky kabel do zdroje v zadni ¢asti mikroskopu

2. Zasunout délice svazku pro reflexni méd v obou vétvich (packa na kazdé strané
mikroskopu)

3. Zapnout mikroskop hlavnim spinacem

4. Zapnout program CCHM a vybrat profil pro reflexni méd (pockat, dokud se mik-
roskop automaticky neinicializuje)

5. Vlozit zrcadlo odraznou plochou dolti do referen¢ni vétve? (pro lepsi manipulaci lze
zvednout kondenzory)

6. Vlozit vzorek do objektové vétve (smérem dolit)
7. Zapnout zdroj osvétleni tlac¢itkem "Lamp” v programu CCHM
8. Zapnout kameru tlac¢itkem "Live” v programu CCHM

9. Vybrat pozadovany objektiv ze seznamu objektivii v programu CCHM, popf. na
ovladaci (obr. 1.4)

10. Vybrat pozadovany interferenc¢ni filtr ze seznamu filtrti v programu CCHM, popft.
na ovladaci (obr. 1.4)

11. Zavrit polni clonu zasunutim packy v levé dolni ¢asti mikroskopu

12. Otevrit objektovou vétev tlacitkem "Objektova” v zalozce "Illuminator” v programu
CCHM (referen¢ni zistava zaviend)

13. Zaostrit polni clonu absolutnim ostfenim levym hornim koleckem na ovladaci (obr. 1.4)
(v ptripadé slabého obrazu lze zvysit intenzitu svétla, popt. prodlouzit expozici ka-
mery)

14. Zavtit objektovou vétev a oteviit vétev referencni tlacitkem "Referencni” v zalozce
"Illuminator” v programu CCHM

2Referencni vétev je v levé ¢asti mikroskopu, objektové v ¢asti pravé, viz obr. 3
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15. Zaostfit polni clonu manudlnim ostfenim (Sroubem s mikroposuvem umisténym
za objektivy referencni vétve)

16. Otevrit objektovou vétev - obé vétve oteviené

17. Sesadit obrazy polni clony na sebe pomoci dvou vétsich sroubti umisténych v predni
¢asti mikroskopu u referenéni vétve (obrazy by mély byt na sobé, v praxi jsou avsak
vétsinou mirné od sebe).

18. Otevrit polni clonu
19. Autojustaz (detailni popis v kap. 1.4.2)

20. Méreni a ukladani dat (detailni popis v kap. 1.4.3)

1.4.2. Autojustidz (vhodny postup a parametry)

Déle je nutné ziskat stejné optické drahy v obou vétvich, proto je potteba proskenovat
vzajemnou délku vétvi se spravnymi parametry. Tento proces je dvoustupnovy. Nejprve
pracuje rychly krok a poté jemny. Je nutno pockat na dokonceni obou kroki. Pro lepsi
zvoleni rychlého kroku slouzi nasledujici tabulka, kterd udava ptiblizné hodnoty polo-
sitek osovych intenzitnich odezev objektivli rtiznych numerickych apertur s osvétlenim
A = 547 (10) nm. Rychly krok by poté nemél presahnout hodnotu dané polosiiky, aby
nedoslo k preskoceni spravné vzajemné délky.

NA | polositka [pm)]
0,075 11,50

0.1 10,42
0,25 487

0,3 3,79

0,5 1,60

0,95 0,35

Pokud se v pfedeslém kroku nepodarilo ziskat spravnou vzajemnou optickou délku
vétvi, je nutno zkontrolovat oznaceni nosné frekvence. K tomu lze vyuzit autodetekci.
Pokud je ale signal prilis slaby, autodetekce nefunguje spravné a je nutné vybrat nosnou
frekvenci rucné. Po vybrani (alespon piiblizné) spravné pozice nosné frekvence je nutné
opakovat predesly krok. Po nalezeni signalu je vhodné vybrat nosnou frekvenci presné a je
doporuceno opakovat predesly krok jesté jednou, aby doslo k co nejlepsimu sladéni délek
veétvi.

Pokud je nosna frekvence vybréana spravné a stale se nepodarilo najit spravnou délku
vétvi, je pravdépodobné, ze je nastaven prilis maly rozsah skenovani, popf. je nastaven
prilis velky rychly krok. Proto je vhodné zvolit vétsi rozsah méreni, popt. zmensit velikost
rychlého kroku a provést autojustaz znovu.

1.4.3. Méreni a ukladani dat

Po dokonceni autojustaze stac¢i snimky pouze ulozit a nasledné patticné zpracovat. Z na-
bidky ukladani lze zvolit hologram, amplitudu, fazi, navazanou fazi, navazanou a vyrov-
nanou fazi a metadata. Obecné staci ulozit pouze hologram, ze kterého lze vSechny ostatni
snimky dopocitat v off-line rezimu programu CCHM a metadata, ktera slouzi k ulozeni
urc¢itych informaci o mérent.
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Zejména pri méreni vice snimki za sebou, jako tomu byva u méreni osové intenzitni
odezvy, je doporuceno ukladat pouze nejnutnéjsi snimky, aby nedochazelo ke zbytecnému
vytizeni vykonu pocitace a tim zmenseni frekvence vypoctu obrazu (tzv. FPS - frame per
second). Pokud tedy neni nutné uklddat napiiklad naviazanou a navizanou vyrovnanou
fazi, je dobré tyto polozky z nabidky ukladani odskrtnout. Dale je nutné vypnout pluginy,
které tyto polozky pocitaji (samotné vypnuti ukladani nestaci - zapnuté vypocetni pluginy
zpomaluji proces vypoctu).

Vsechny polozky se nasledné ukladaji ve formatu TIFF (Tagged Image File Format)
slouzicimu k ukladani rastrové pocitacové grafiky. Tento format ma tu vyhodu, ze do néj
lze ulozit hodnotu kazdého pixelu a tim vykreslit 3D model méreného predmétu. TIFF
podporuje bitové rozliseni az 32 biti, coz staci k tomu, aby byla vyska zaznamenana
s dostateénou presnosti. Lze tedy nejen vykreslit 3D model snimaného objektu, ale taky
velmi presné urcit jeho vysku v daném bodé.

1.4.4. Zpracovani po méreni

Ulozené snimky 1ze nasledné zpracovat napriklad programem ImageJ (obr. 1.5), ktery ma
dobrou podporu formatu TIFF a ktery nabizi sadu rtiznych nastroju k méreni. Nasledujici
postup zpracovani ukazuje pouze zakladni funkce programu ImagelJ.

o Imagel (=
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
I O|x|o| | 4|48 Ala|o] 2| |om|sw|g]a]2] | |»]

ImageJ 1.47v/ Java 1.6.0_20 (64-bit)

Obréazek 1.5: ImagelJ.

Obrézek 1.6: Vzorek: CELLocate. Vyrovnana navézand faze. Cervend tisecka znacf vybér
profilu povrchu zobrazeného v obr. 1.7. Oblasti vyznacené ¢ervenymi kolecky znaci oblasti
pro vypocet vysky.

K vykresleni profilu povrchu slouzi vyrovnana navazand faze zobrazena na obr. 1.6.
Jako ukazka nam poslouzil vzorek CELLocate.

Pro zobrazeni profilu povrchu stac¢i vybrat tseckou oblast, kterou chceme zobrazit.
Vysledny graf je vidét na obr. 1.7. K pfesnému uréeni vysky bunék poté slouzi vybér
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oblasti zobrazenych na obr. 1.6 (¢ervend kolecka). Ctyfi kruhové oblasti kolem buiiky
jsou vybrany proto, aby doslo k odstranéni chyby zptisobené mirnym naklonem celého
snimku?®. Oblast vybrand ¢ervenymi kolecky tvori nekolik tisic bodii (hodnot).

[ [=] (]

Gray Value

I

0 50 100 150 200
Distance (um)

Obrézek 1.7: Profil povrchu vyznaceného na obr. 1.6 ¢ervenou tseckou.

Pomoci programu ImageJ byla zméfena primérna hodnota vystouplé bunky, ktera
¢ini (4,13 4+ 0,05) radidnt, coz pii pouziti osvétleni o vinové délce 547 nm odpovidé hod-
noté (179,6 £2,1) nm. Prumérnd hloubka okoli bunky ¢inila (—3,52 +0,11) radidnu, tedy
(—153,2+5,2) nm. Z rozdilu hodnot nam tedy vysla vyska bunky (323+5) nm. Pro srovna-
ni, v diserta¢ni praci [1] vysla v transmisnim koherenci fizeném holografickém mikroskopu
vyska bunky 367 nm.

Vzorec pro prepocet faze na vysku v reflexnim médu , za predpokladu, ze n = 1, ukazuje
vztah

A

Az = —Ap, (1.2)
4

kde Az je vyskovy rozdil dvou ploch a Ay je fazovy rozdil dvou ploch.
Pro porovnéni, v transmisnim médu plati vztah

Az = A

= mAcp, (1.3)

kde n je index lomu méreného materialu a ng index lomu okoli.
Jak jiz bylo fec¢eno, vyrovnana navazana faze nam slouzi také k zobrazeni 3D modelu
zminéného snimku. Tento model Ize vidét na obr. 1.8.

Obrazek 1.8: 3D model vzorku CELLlocate.

3Tento néklon je zpiisoben nedokonalym vyrovnanim faze v programu CCHM
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2. Teoreticky vypocet testovanych vlast-
nosti

2.1. Rozliseni RDHM

Uhlové rozliseni popisuje schopnost optického piistroje rozeznat detaily malého objektu.
Je definovano jako schopnost optického ptistroje rozeznat od sebe dva sobé blizké body.
Rozlisitelnost dvou bodu je omezena difrakei, pri které se vytvari Airyho krouzky. Ray-
leigho kritérium popisujici mez rozlisitelnosti dvou bodt, je definovano jako vzdalenost
prvniho maxima prvniho objektu a prvniho minima druhého objektu, zapsané vztahem

A
R= 1,222NA. (2.1)
Vztah 2.1 plati pti pouziti nekoherentniho osvétleni, coz je pripad i holografického mik-
roskopu. P1i pouziti koherentniho osvétleni je rozlisitelnost dvou bodu 2x horsi.

V pripadé svétla o vinové délce A = 547 nm a numerické aperture NA = 0,5 je vzda-
lenost rozlisitelnosti dvou bodui rovna hodnoté 667 nm. Pro objektiv s NA = 0,95 je tato
hodnota rovna 351 nm.

V pripadé holografického mikroskopu dosahuje osové rozliseni jednotek nanometru [6],
a to diky moznosti dopocitat fazi z hologramu a prevést ji na vysku. Navic by pfi pouziti
polychromatického osvétleni mélo dojit ke zlepsSeni osového rozliseni v poméru dle vztahu
2.7 19].

RDHM dosahuje tedy lateralniho rozliseni, které je dané Rayleigho kritériem a osového
rozliSeni v jednotkach nanometri. Tyto parametry byly zmétreny a ovéreny v kapitole 3.1.

2.2. Osova intenzitni odezva

Osova intenzitni odezva je schopnost mikroskopu provadét hloubkovou diskriminaci po-
vrchu [9]. Je to zdvislost intenzity na vzdélenosti z zrcadla od ohniskové roviny objektivu,
pricemz dochézi ke zméné i vzajemné optické délky vétvi. Vezmeme-li v potaz aproximaci
pro nizké numerické apertury, predpoklad, ze spektralni hustota (k) je nenulova pouze
na intervalu (k1,k2), kde k je vinocet svétla definovany vztahem x = 1/, 1ze dle [9, 10,
11, 12] zapsat amplitudu osové odezvy pro polychromatické svétlo vztahem

u'(2") = exp|2mi(kg + K1 cos a)z']sinc[2n(ky — Ky cos a)z'], (2.2)

kde « je uhlovd numerickd apertura, sinc(z) = sin(z)/x a i znaci obecné komplexni
hodnotu. Hodnoty ;5 1ze ziskat vztahem

1 1 (2.3)
Kig = = .
PTAAEA T

)
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pricemz A je centralni vinova délka propusténého svétla s polositkou A\. Pro intenzitu
dale plati
I(z) = uu™. (2.4)

Vyslednou zavislost intenzity na vzdalenosti od predmétové roviny lze tedy poté zapsat
ve tvaru

. 2i2n( )} SiHQ[QK(@ - @ cos a)z] 25
Loy (2) = since”|2n(ke — Ky cosa)z| = 2.5
poly 2 1 [27_[()\_1% _ M—l% coS a)z]2

Vezmeme-li v tvahu monochromatické svétlo, dosadime za A\ = 0, tedy k1 = ke = K,
A1 = Ay = A, pak dostaneme

sin®[25(1 — cos )z]

[22(1 — cos @) z]?

Lnono(2) = sinc?[k(1 — cos a)z] = (2.6)

Polositky maxim osovych intenzitnich odezev pro monochromatické osvétleni a pro po-
lychromatické osvétleni jsou poté v poméru [9, 10, 12]

Opoty _ k(1 —cosa)

Omono Ko — K1COSQ (2.7)
P1i porovnani osovych rozliseni mikroskopu pii pouziti polychromatického a monochroma-
tického osvétleni nastava tentyz pomeér ve prospéch polychromatického osvétleni, jelikoz
jsou tato rozliSeni imérnd polositce osovych intenzitnich odezev [9]. Zminéné prubéhy
osovych intenzitnich odezev jsou vidét v obr. 2.1, polositky maxim jsou poté v popisu
obrazku vypo&itany dle vztahu!

1,39156
T(ky — Ky cos @)

5:

(2.8)

Déle 1ze pomoci vztahu 2.8 vypocitat zavislost polositky osové intenzitni odezvy na
velikosti numerické apertury a na velikosti koherence (velikosti polositky propusténého
spektra) pouzitého osvétleni. Obé tyto zavislosti jsou vidét v grafech na obrazku 2.2. Lze
z nich vycist, ze pri zvétsovani numerické apertury dochazi ke zmensovani polositky osové
intenzitni odezvy. Stejného vysledku dosdhneme u zmensujici se koherence (zvétsujici se
polositky propustnosti), akorat s mirné odlisSnym pribéhem.

Meéreni konkrétnich osovych intenzitnich odezev v zavislosti na riznych numerickych
aperturach je provedeno v kapitole 3.2.

'Hodnota 1,39156 je argument x funkce sinc?(x) takova, pro které se hodnota této funkce rovna
hodnoté 0,5. Hodnota byla ziskdna pomoci vypocetniho enginu WolframAlpha (www.wolframalpha.com).
Pf1i vypoctech byla pouzita presnost na 30 desetinnych mist.
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2.2. OSOVA INTENZITNI ODEZVA

Osovd intenzitni odezva

T T
monochromaticke
— — —polychramatické

ng

07

0ar

04r

Relativni intenzita

nz2r

0.1

0
-0 B0

z [um]

Obréazek 2.1: Prabéh osové intenzitni odezvy pro monochromatické osvétleni vypocitany
dle vztahu 2.6 (modra spojitd ¢dra) a pro polychromatické osvétleni s polositkou pro-
pustnosti AX = 10nm vypocitany dle vztahu 2.5 (¢ernd prerusovana ¢ara). Vinova délka
pouzitého osvétleni A = 547 nm, numericka apertura NA=0,1. Polositka pro monochro-
matické osvétleni d,,0n0 ~ 48,3 um, pro osvétleni polychromatické dp., ~ 10,42 pm. Pro
srovnani: koherenc¢ni délka tohoto polychromatického osvétleni vypocitana dle vztahu 1.1
je rovna hodnoté 29,92 ym

Zavislost pologifky maxima osové intenzitni odezvy & na MNA, (AL =10 nm)

& [pm]

: : : : :
a 10 20 30 40 50 B0 70 50 80 100
AR [nm]

Obrézek 2.2: Zavislost polositky osové intenzitni odezvy ¢ na a) numerické apertuie NA,
b) polositce propusténého spektra AA.
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3. Testovani

3.1. Rozliseni RDHM

Rozliseni mikroskopu je zejména v reflexnim médu diilezitym parametrem k urceni meze
rozlisitelnosti dvou bodtu a stanoveni nejistot vysky povrchu. Teoreticky popis byl zmi-
nén v kapitole 2.1. Tato kapitola popisuje metodiku méteni a ziskani patii¢nych hodnot
v zavislosti na rtznych parametrech.

3.1.1. Osové rozliseni

Metodika stanoveni osového rozliseni byla stejnd, jako pouziva firma a znamy vyrobce
holografickych mikroskopii Lyncée tect. Jednd se o dvojndsobek ,pfesnosti® , pficemz
presnost je definovana jako casova standardni smérodatna odchylka jednoho pixelu z 30
snimka [7].

Meéreni probihalo tak, ze do objektové vétve bylo vlozeno zrcatko a mikroskop byl na-
staven dle postupu 1.4.1. Poté bylo zapnuto automatické snimani a ukladani. Pokud nebu-
de uvedeno jinak, v celé této kapitole 3.1.1 bude mysleno néasledujici nastaveni parametri:
Snimkovaci frekvence: 1 snimek za sekundu, pouzité osvétleni: A = 547 (10) nm, expozice
kamery: 400 ms, pramérovani snimku: vypnuté (1 snimek), intenzita zdroje: 100 %.

Kromé hologramu byla ukladana také navazand vyrovnand faze. Poté se v programu
ImageJ nacetla sekvence 30 snimki, a byl vybran jeden pixel (v piripadé zavislosti na
expozici, v ostatnich ptipadech byly vybrany 3 pixely k zajisténi vice dat ke zpracovani).
Vybér pixelu probihal vzdy v blizkosti maximalni amplitudy snimku, kde byla hladina Su-
mu nejmensi. Pokud se mikroskop nijak v pribéhu méreni neprenastavoval, byly k méteni
vybrany 3 identické pixely pro kazdy parametr, aby nedoslo k chybé zptisobné vybérem
pixelu.

Expozice kamery

Prvnim z mérenych parametri byla zavislost osového rozliseni na délce expozice kamery.
Tato metoda nevyzadovala prenastavovani mikroskopu v prubéhu méreni, tudiz byl vzdy
vybran jeden dany pixel na vsSech snimcich. U expozic 500 a 1000 ms byla nastavena
intenzita zdroje na 70 %, jelikoz kamera nebyla schopna pojmout tolik svétla.

Thttp://www.lynceetec.com/
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3. TESTOVANI

Nésledujici tabulka udava hodnoty zméreného osového rozliseni pti pouziti objektivu
NA =0,1, pribéh lze pak vidét v grafu na obr. 3.1.

Expozice [ms] | o [rad] | ¢ [nm]
1] 0289 | 12,58

2| 0294 | 12,80

) 0,385 16,76

10 0,371 16,15
20 0,156 6,79
20 0,068 2,95
100 | 0,016 0,70
200 0,039 1,70
500 | 0,027 1,16
1000 0,008 0,36

Osové razlideni

o [nm]

Délka expozice [ms)

Obrazek 3.1: Zavislost osového rozliseni na délce expozice kamery. NA =0,1

Jak 1ze z grafu 3.1 vidét, hodnoty pri kratké dobé expozice pomérné kolisaly. Z tohoto
grafu je vsak zrejmé, ze pri delsich dobach expozice dosahneme lepsiho osového rozliseni.
Pti zpracovani téchto dat bylo pozdéji zjisténo, ze mikroskop nebyl tiplné nejlip naladén,
coz kazilo mérené vysledky. Proto byla tato zavislost zmérena znovu pti pouziti jiného
objektivu.

Nésledujici tabulka udava hodnoty zméreného osového rozliseni pti pouziti objektivu
NA =0,5, pribéh lze pak vidét v grafu na obr. 3.2.

Expozice [ms] | o [rad] | ¢ [nm]
1] 0,350 | 1524

2 0,151 6,57

5 | 0,058 2,53

10 | 0,051 2,21
20 | 0,026 1,14
20 0,017 0,73
100 | 0,013 0,57
200 | 0,009 0,40
500 | 0,013 0,57
1000 | 0,009 0,41
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3.1. ROZLISENI RDHM

Osové rozligeni

a [nm]

Délka expozice [ms]

Obrazek 3.2: Zavislost osového rozliSeni na délce expozice kamery. NA =0,5

Pri druhém méreni uz byl mikroskop radné naladén, coz je vidét i na obr. 3.2. Z néj
je ztejmé zlepsujici se osové rozliSeni pri prodluzovani doby expozice.

Jak moc hodnoty méreného pixelu kolisaly, neboli jak moc se hodnoty mérené faze lisily
na jednotlivych snimcich, je vidét na obr. 3.3. Pro zachovani ptehlednosti byly zobrazeny
pouze prubéhy pro 1, 10, 100 a 1000 ms.

Jak 1ze z obr. 3.3 vidét, k nejvétsimu kolisani hodnot, a tedy i nejhorsimu rozliseni,
dochézelo pri velmi kratkych dobach expozice. Tento vysledek nebyl prekvapivy, jelikoz
uz pri samotném meéreni bylo mozné si vSimnou vysoké hodnoty sumu a vyssiho kolisani
navazané vyrovnané faze. U expozice nad 50 ms se hodnota osového rozliseni pohybova-
la uz pod hodnotou 1nm. Konkrétné pro délku expozice 200 ms byla hodnota osového
rozliseni mensi nez 0,5 nm.

Lepsiho osového rozliseni 1ze tedy dosahnout pouze pii pouziti delsi doby expozice,
diky ¢emuz dojde k vétsimu vyuziti bitové hloubky kamery. Vzhledem k pozadavktm pti
méreni RDHM vsak ani neni ptilis nutno nastavovat kratkou dobu expozice, a tento faktor
tedy neni limitujici.

Numericka apertura objektivu

Zavislost na numerické aperture byl druhy parametr pri méreni osového rozliseni.
Nasledujici tabulka udava zavislost osového rozliseni na numerické aperture objektivu.

NA | o [rad] | o [nm)]
0,013 0,54
0,1 0,009 0,39
0,011 0,49
0,093 407
0,3 | 0,090 3,90
0,109 4,74
0,020 0,86
0,5 | 0,009 0,37
0,015 0,65

19
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Fluktuace hodnot vysky (1 ms)
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Obrazek 3.3: Kolisani faze na jednotlivych snimcich zobrazené pro délky expozic 1, 10,
100 a 1000 ms. NA =0,5.

Z tabulky je vidét velky vykyv hodnot pro NA = 0,3. To bylo zptisobeno nemoznos-
ti kvalitniho naladéni mikroskopu pro tento objektiv. Jak bylo dalsim mérenim zjisténo,
i pres veskeré snahy nebylo mozné mikroskop pri tomto objektivu naladit na kvalitu srov-
natelnou s jinymi objektivy. V programu CCHM si pak bylo mozné vsimnout nizsi hodnoty
amplitudy u tohoto objektivu (hodnota amplitudy v programu CCHM ur¢itym zptsobem
koreluje s kvalitou nastaveni mikroskopu, predevsim se vzajemnou optickou délkou vétvi).
U objektivii s NA = 0,1 a 0,5 byla hodnota této amplitudy >7000, u objektivu s NA = 0,3
tato hodnota témeér nikdy nepresahla hodnotu 1000.

7 predeslého vysvétleni je tedy ziejmé, ze hodnoty objektivu s NA = 0,3 nelze u tohoto
méreni brat v uvahu. Zbyvajici hodnoty se poté lisi v fadu chyby zptusobené vybérem
pixelu, tudiz z tohoto méfeni nelze potvrdit ani vyvratit zavislost osového rozliseni na
numerické aperture objektivu.
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3.1. ROZLISENI RDHM

Prumérovani snimku

Primérovani snimki je jedna z funkci programu CCHM. Program jednoduse udéla prameér
z predem nastaveného poctu snimkii hologramu. Lze nastavit az deset snimki. I presto,
ze prumérovani snimku nesouhlasi s metodikou méreni osového rozliseni podle [7], byla
tato zavislost zmérena, aby bylo mozné dojit k zavéru, jaké nastaveni povede k nejlepsimu
osovému rozliseni.

Nasledujici tabulka udava zavislost osového rozliSeni na poc¢tu pramérovani snimkt
(NA =0,3).

Pocet snimku | o [rad] | o [nm]
0,08 3,7

1 0,07 3,0

0,05 2.4

0,09 41

3 0,09 3,8

0,06 2.4

0,15 6,6

10 0,14 6.1

0,10 41

Ve vsech trech pripadech vybéru pixelt dochazi ke zhorSovani osového rozliseni s na-
program CCHM priméruje a poc¢ita snimky - tvori priméry z hologrami a z vysledného
hologramu vypocita fazi. Neni to tedy tak, ze by z kazdého hologramu vypocital fazi a pak
z téchto fazi udélal priameér.

Navic byla tato zavislost zmérena na objektivu s NA = 0,3, ktery byl v predeslych
mérenich deklarovan jako nevhodny k ziskani kvalitnitho obrazu (v pribéhu méreni z&-
vislosti na priamérovani snimki se o tomto nevédélo). Proto byla tato zévislost zméfena
jesté jednou na jiném objektivu. Navic byla pouzita metoda méreni s cilem odstranit ¢a-
sovou zavislost rozladovani mikroskopu (méfeni v opacném poradi), zfejm4 z nasledujici
tabulky:.

Nésledujici tabulka udéva zavislost osového rozliseni na priumeérovani snimki (NA = 0.5).

Pocet snimkt | o [rad] | o [nm]
0,011 0,46

1 0,012 0,54
0,009 0,39

0,005 0,23

3 0,008 0,35
0,007 0,32

0,004 0,19

10 0,008 0,34
0,005 0,23

0,004 0,18

3 0,005 0,24
0,007 0,29

0,007 0,29

1 0,008 0,38
0,011 0,46
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3. TESTOVANI

7 tabulky jsou jednoznacné vidét lepsi osova rozliSeni zptisobend pouzitim objektivu
s NA = 0,5 misto NA = 0,3. Déle je vidét zlepsujici se osové rozliSeni se stoupajicim
poctem prumérovanych snimki (opak oproti predeslému méteni). Jednoznacénou zavislost
narusuje vysledek pri navraceni poc¢tu snimku k priumeérovani z deseti na tti, kdy dvé ze
t11 hodnot vysly lépe pro mensi pocet snimkii. Vypada to tedy, Ze osové rozliseni nezavisi
tak na poc¢tu snimkt k primeérovani jak na kvalité jeho naladéni.

Nutno zdiraznit, Ze jedna hodnota osového rozliseni vysla 0,18 nm.

Ziskani nejlepsiho rozliseni

Predesla méreni neméla za cil pouze ziskat prubéhy zavislosti osového rozliseni na riz-
nych parametrech, méla také ukazat, jaké zvolit nastaveni, aby bylo na RDHM dosazeno
nejvyssiho osového rozliseni. Vétsina métreni vSak vedla k zavéru, jaké nastaveni nepou-
zit. I to se da ale aplikovat a proto bylo dodatecné provedeno méteni za tcelem ziskani
nejlepsiho osového rozliseni.

Nastaveni bylo néasledujici:

« Expozice: 600 ms (s dostatecné velkou intenzitou osvétleni)
« NA: 05

e A =547(10) nm

e Primérovani: vypnuté

Vysledky nékolika méfeni s vyse zminénym nastavenim ukazuje nasledujici tabulka.
Vice hodnot je uvedeno proto, protoze byl RDHM vicekrat preladén (predevsim byla
ménéna kolmost zrcdtka na optickou osu v referencni vétvi) a pro kazdé preladéni bylo
zmeéreno osové rozliseni.

Cislo méteni | o [rad] | o [nm]
1 0.130 5.66
2 0.025 1.08
3 0.092 4.02
4 0.054 2.33
5 0.011 0.49
6 0.031 1.37
7 0.004 0.17

7 tabulky je vidét vysoka zavislost osového rozliseni na naladéni mikroskopu. I presto,
ze byl mikroskop fadné naladén, hodnoty rozliseni se od sebe znacné lisily. To poukazuje
na to, ze nezalezi az tak na parametrech nastaveni jak na sladéni celého mikroskopu.

3.1.2. Lateralni rozliseni

Metodika testovani lateralniho rozliSeni spocivala v rozliSitelnosti dvou car USAF tes-
tu (obr. 3.4) a stanoveni jejich vzajemné vzdalenosti. USAF test jsou pruhované ¢tvercové
oblasti s definovanou vzdélenosti jednotlivych pruhi.

Ctvercové oblasti se postupné zmensuji, stejné tak vzdalenosti pruht. Vzdalenosti pro
kazdou ¢tvercovou oblast lze poté najit v tabulce. V pripadé této prace byl pouzit USAF
test vyrobeny na UFI VUT.
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3.1. ROZLISENI RDHM
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Obrézek 3.4: USAF test
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Testovani probihalo pti osvétleni 547 (10) nm v zavislosti na objektivech rtizné nume-
rické apertury (0,1, 0,3 a 0,5). Vysledky jsou vidét na obrézcich 3.5 az 3.7. Kazdy obrézek
obsahuje snimek USAF testu navazané vyrovnané faze a graf profilu. Snimek byl vzdy
ofezan a kontrastné upraven, zluta tsecka v ném znaci profil zobrazeny v grafu pod kaz-
dym snimkem. Dvé cervené usecky v grafu oznacuji vzdalenost dvou maxim, ktera byla
jeste rozlisitelna a pro ktera byla zmérena vzdalenost a stanoveno lateralni rozliseni. Hod-
nota lateralniho rozliSeni uvedena v zavorce za hodnotou zmérenou uvadi tabelovanou

vzdalenost dvou ¢ar.
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Obrazek 3.5: USAF. Vzdalenost dvou rozlisitelnych bodu: a) 3,62 um (4,125 um),
b) 3,56 pm (3,716 pm). Teoretickd hodnota: 3,34 pm. NA = 0,1.

Na obr. 3.5 a) je vidét USAF test pfi pouziti objektivu s NA = 0,1. Zobrazeny profil
ukazuje rozlisitelnost dvou bodi v celém rozsahu jedné sady, proto byl jesté zméren profil
viditelny na obr. 3.5 b). Na tomto obrézku lze jesté rozlisit dva body v nejvétsim ¢tverecku.
V prvnim pripadé (obr. 3.5 a)) je vzdalenost dvou bodua 3,62 um (4,125 um), v piipadé
druhém (obr. 3.5 b)) je tato vzdalenost rovna hodnoté 3,56 ym (3,716 pm).
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Obréazek 3.6: USAF. Vzdalenost dvou rozlisitelnych bodu: 1,22 pum (1,453 pm). Teoreticka
hodnota: 1,11 um. NA = 0,3.

Obr. 3.6 ukazuje USAF test pti pouziti objektivu s NA = 0,3. Zde jsou posledni dva
rozlisitelné body zfetelné. Jejich vzdélenost je 1,22 pm (1,453 pm).

Obrazek 3.7 ukazuje dva rtizné USAF testy pii pouziti objektivu s NA = 0,5. Prvni
USAF test je stejny jako v predeslych pripadech, druhy USAF test byl prilis maly na to,
aby byl méfen na objektivech s mensim zvétsenim a proto byl zméfen pouze na tomto ob-
jektivu. Prvni USAF test ukazuje vzdélenost dvou rozlisitelnych bodi 1,20 pm (1,062 pm),
druhy pak vzdalenost 0,99 ym (1,062 pm).
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Obrazek 3.7: Dva rozdilné USAF testy. Vzdélenost dvou rozlisitelnych bodi:
a) 1,20 um (1,062 gm), b) 0,99 um (1,062 pm). Teoretickd hodnota: 0,667 um. NA = 0.5.
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3.2. OSOVA INTENZITNI ODEZVA

Nejlepsiho lateralniho rozliseni se tedy dosahlo pouzitim objektivu s NA = 0,5. Veli-
kost tohoto rozliseni ¢inila 0,99 ym (1,062 ym). Nepodafilo se tedy dosdhnout teoretické
hodnoty 667 nm pro NA = 0,5 vypocitané v kap. 2.1.

Bohuzel objektiv Nikon LU Plan Fluor 100x/0,95 ze seznamu v kap. 1.3 nebyl v dobé
meéreni laterdlniho rozliseni instalovan, nebylo tedy mozné zmérit lateralni rozliseni i pro
tento objektiv, které by mélo teoreticky dosahnout hodnoty 351 nm.

V zavéru vypracovavani této prace (4.1) byl zjistén nesoulad méritek v lateralnim smeé-
ru u AFM a RDHM. Tento nesoulad se pravdépodobné dotkl také vysledki lateralniho
rozliseni mérenych metodou urceni vzdalenosti dvou prouzk. Pokud by byla chyba na
strané RDHM, pak zméfené hodnoty jsou ve skutecnosti o néco vétsi (RDHM ukazuje
hodnoty o néco mensi). Hodnoty zjisténé pomoci tabelovanych hodnot (uvedené v zévor-
kéch) timto nesouladem ovlivnény nebyly.

3.2. Osova intenzitni odezva

Osova intenzitni odezva mikroskopu popisuje schopnost tvorby optickych fezii a potlaceni
okolniho prostredi véetné nezadoucich interferenci na optickych prvcich. Tato vlastnost
byla teoreticky rozebrana v kapitole 2.2, nasledujici kapitola se vénuje metodice méreni
a postupu ziskani charakteristickych pribéhiti zminénych odezev.

Metodika testovani spocivala ve zméreni intenzity dopadajici na CCD ¢ip v zavislosti
na rozostieni vzorku (zrcatka) v objektové roviné, diky ¢emuz dochézelo i ke zméné vzé-
jemné délky vétvi. Jinak feceno, pohyboval se vzorek (zrcatko) ve schématu na obr. 1.2.
K tomu nam poslouzil vestavény nastroj v programu CCHM, ktery vzdy posunul zrcat-
ko o predem nastaveny krok a snimek (stacilo pouze amplitudu) ulozil. Takto program
promeéril cely predem nastaveny rozsah méreni.

Poté se jednotlivé snimky amplitud nechaly nacist do programu ImageJ. Zde byla
vybrana oblast 30x30 pixeli, ze které se z kazdého snimku nechala vypocitat primérna
hodnota amplitudy. Velikost oblasti byla zvolena tak, aby zde bylo dostate¢né mnozstvi
hodnot (900), ale aby zdroven oblast nebyla pfili§ velkd. Pti zpracovani byly zkouSeny
rizné velikosti oblasti, avsak bylo zjisténo, ze pri vybért 100 a vice pixelt se uz hodnoty
priuméra prakticky neménily. Poté se vypoc¢tend primérnad hodnota amplitud umocnila
dle vztahu 2.4 a ziskané intenzity se v zavislosti na poloze vykreslily do grafu.

Numericka apertura objektivu

Jak lze ze vztahu 2.5 vidét, osova intenzitni odezva zavisi vyrazné na numerické aperture
objektivu. Zavislost na tomto parametru byla promérena pro objektivy s numerickou
aperturou 0,1 (obr. 3.8), 0,3 (obr. 3.9) a 0,5 (obr. 3.10). Pferusovana cerné cara v grafech
znamena vzdy teoretickou hodnotu. Modra plna pak znac¢i teoretickou aproximovanou
hodnotu pro monochromatické osvétleni (pro porovnani).

Z grafu na obr. 3.8 je vidét souhlasny pribéh osové intenzitni odezvy mikroskopu
s teoretickou hodnotou. Polositka teoretické hodnoty je 10,42 ym. Déle si lze vSimnout,
ze zmérené hodnoty odpovidaji teoretické ktivce pro polychromatické osvétleni a Ze se ani
vzdalené nepriblizuji aproximované kiivce. To ukazuje na velkou citlivost osové intenzitni
odezvy na polositce osvétleni pro objektivy s malou numerickou aperturou.

Déle si lze na obr. 3.9 a), kde je zobrazena osova intenzitni odezva pro objektiv
s NA = 0,3, vSimnout znacného zizeni piku osové intenzitni odezvy oproti pribéhu na
obr. 3.8 - polositka 3,79 pm oproti 10,42 ym. To poukazuje na silnou zavislost osové inten-
zitni odezvy na numerické aperture objektivu, jak predpoklada teorie. Zmérené hodnoty
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Obrézek 3.8: Osovd intenzitni odezva. NA = 0,1, 0oy = 10,42 pm, X = 547 (10) nm.

se opét velmi priblizily teoretickym hodnotdm. Mirné rozsiteni pribéhu na pravé stra-
né grafu v obr. 3.9 a) je pravdépodobné zpusobeno spatnym naladénim mikroskopu. Pfi
spravném naladéni mikroskopu by mélo byt dobfe zaostiené zrcatko v objektové vétvi
a zarovenn by mély byt sladény délky vétvi. V tomto métreni byla pravdépodobné dob-
fe sladéna délka vétvi, avSak zrcdtko bylo rozostfené (nebo naopak). Pfi méfeni potom
dochazelo k rozladovani vzajemné délky vétvi a k zaostfovani zrcatka (nebo naopak).
Zaosttené zrcatko zde poté zptisobilo zminény maly pik.

Obr. 3.9 b) je opét osova intenzitni odezva pro NA = 0,3, akorat bez jiz zminéného

piku.
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Obrézek 3.9: Osové intenzitni odezva. NA = 0,3, 0pory = 3,79 pm, A = 547 (10) nm.

Obr. 3.10 ukazuje osovou intenzitni odezvu pro NA = 0,5. Oproti predeslym odezvam
je tato jesté mnohem uzsi, s polositkou 1,60 um. Na obrazku si lze vSimnou, Ze prvni
minima odezvy neklesaji az k nule, ale maji urc¢itou nenulovou hodnotu. To je zptsobeno
tim, Ze vztah pro teoretickou hodnotu 2.5 je odvozen za predpokladu malych numerickych
apertur, coz numericka apertura 0,5 neni. V tomto pripadé tedy nelze ocekavat tplnou
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Obrézek 3.10: Osové intenzitni odezva. NA = 0,5, 0po1y = 1,60 pm, A = 547 (10) nm.

shodu obou pribéhu (teoretického a zméreného), ale je mozné si vsimnout skoro shodné
polositky teoretické a zmeérené odezvy.

Predesla méteni tedy potvrzuji fakt, Ze polositka osové intenzitni odezvy silné zavisi na
numerické apertutre pouzitého objektivu a RDHM dokonce velmi presné splnuje teoretické
pritbéhy.

Casova koherence

Dalsim z mérenych parametri osové intenzitni odezvy byla zavislost na ¢asové koheren-
ci osvétleni. Této zavislosti docilime pouzitim interferenc¢niho filtru s riznou polositkou
propustnosti. Piivodné bylo v planu zmérit zavislost na vicero polositkach, ale z divo-
di zminénych v kap. 3.3.3 byla tato zavislost zméfena pouze pro osvétleni 547 (10) nm
a pro bilé svétlo se spektrem na obr. 1.1. Tyto zavislosti byly proméreny na objektivech
s NA = 0,1 a NA = 0,5. VSechny tyto zavislosti jsou na obrazcich 3.11 a 3.12.

) Osova intenzitni odezva (NA=0,1, 2=547(10)nm) b) Osova intenzitni odezva (NA=0,1, 2=bila)
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Obrazek 3.11: Osova intenzitni odezva. NA = 0,1. a) § = 10,42 ym, A\ = 547 (10) nm. b)
d = 4,05 um, A = bild. Kfivka polychromatické funkce je vykreslena pro A = 547 (30) nm,
kterd nejlépe odpovidala namérenym hodnotam a pro kterou je taktéz vypocitana polo-
sitka odezvy.
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Obr. 3.11 a) je odezva pro stejné parametry jako odezva na obr. 3.8. Jelikoz byl mezitim
vyménén déli¢ svazki, bylo nutné tuto odezvu zmérit znovu, aby byly vysledky na této
zavislosti porovnatelné. Na obr. 3.11 a) si lze opét vSimnout mirného piku vysvétleného
v predeslé kapitole u obr. 3.9 a).

Obr. 3.11 b) ukazuje prubéh osové intenzitni odezvy pri pouziti celého spektra haloge-
nové vybojky a objektivu s NA = 0,1. Z grafu je zfejmé znacné zizeni polositky odezvy.
Do teoretické polychromatické funkce byly dosazeny parametry takové, aby co nejvice
odpovidaly zmérenym hodnotdm. Tento prubéh je vykreslen pro osvétleni 547 (30) nm.
Pouzitim tohoto interferencniho filtru bychom méli tedy ziskat stejny pritbéh osové in-
tenzitni odezvy. Polositka odezvy pri pouziti bilého svétla se poté zuzila z 10,42 ym na
4,05 pm.

) Osova intenzitni odezva (NA=05, 2=547(10)nm) b) Osova intenzitni odezva (NA=05, A=bila)
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Obrazek 3.12: Osova intenzitni odezva. NA

= 0,5. a) 6 = 1,60 um, A\ = 547 (10) nm. b)

0 = 1,10 pm, \ = bila. Kfivka polychromatické funkce je vykreslena pro A = 547 (50) nm,
kterd nejlépe odpovidala namérenym hodnotam a pro kterou je taktéz vypocitana polo-
sitka odezvy.

Obr. 3.12 a) ukazuje osovou intenzitni odezvu pro NA = 0,5. I presto, ze ma tato
odezva stejné parametry jako odezva na obr. 3.10, bylo z jiz dfive zminénych davodh
nutné promérit odezvu znovu. Lze si opét vsimnou znacného piku zpusobeného driive
popsanym zpusobem.

V obr. 3.12 b) byl stejné jako v predeslém pripadé pri pouziti bilého svétla vykreslen
pribéh pro polychromatické osvétleni, akorat s tim rozdilem, ze zde se zmérenym hod-
notdm nejvice podobalo osvétleni 547 (50) nm. Polositka této odezvy poté ¢inila pouhych
1,10 pm, coz je méné nez 1,6 um v predeslém pripadé pri pouziti stejné NA a osvétleni
547 (10) nm.

Predesla méreni nam opét ukazala zizeni polositky osové intenzitni odezvy pti pouziti
casové méné koherentniho osvétleni. V kombinaci s vyssi numerickou aperturou doslo
k zuzeni polositky odezvy az na hodnotu 1,10 pm.

Prostorova koherence

Dalsi parametrem osové intenzitni odezvy byla zavislost na prostorové koherenci svétla.
Ta se ovliviiovala zménou velikosti aperturni clony. Clona je v zakladnim rezimu otevte-
né, a jejim priviranim docilime vyssi prostorové koherence (budeme ziskavat bodovéjsi
zdroj). Zavislost byla zméfena pro clonu, ktera byla oteviena ze 100 %, 50 % a z 20 %.

28



3.2. OSOVA INTENZITNI ODEZVA

50% otevreni clony znamend, Ze se jeji plocha zmensila 4x, zmensSeni na 20 % znamend 25

nasobné zmenseni jeji plochy.

Obrazky 3.13 a 3.14 ukazuji pribéhy osovych intenzitnich odezev pro rizné privieni
clony. Vsechna méteni byla provedena pro parametry NA = 0,1 a A = 547 (10) nm, pro
které byla vykreslena i teoreticka krivka (kterd byla ve vSech pripadech stejnd).

a) Osova intenzitni odezva (clona=100%) b) Osové intenzitni odezva (clona=50%)
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Obrézek 3.13: Osové intenzitni odezva. a) Clona = 100 %. b) Clona = 50 %

Csova intenzitni odezva (clona=20%)
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Obrazek 3.14: Osové intenzitni odezva. Clona = 20 %.

Zmérené hodnoty v obr. 3.13 b) a 3.14, tedy pro clony oteviené z 50% a 20%, jsou
prakticky stejné. U obr. 3.13 a), tedy pro clonu otevienou ze 100% se ziskem nejméné
koherentniho osvétleni, je vidét vétsi polositka osvétleni. Tento vysledek nesouhlasi s te-
orii, ktera rika, ze u méné koherentniho osvétleni by mélo dojit k ztuzeni polositky osové
intenzitni odezvy. Tento nesouhlas s teorii nelze momentalné vysvétlit a zavislost na tom-
to parametru bude muset byt zmérena znovu s cilem zjistit, pro¢ k takovému vysledku

doslo.
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3.3. Zjisténé nedostatky béhem testovani

Béhem meéreni a testovani RDHM bylo nalezeno mnoho nedostatki, které znemoznovaly
meéreni v tomto modu, neimérné zpomalovaly praci nebo jinak zneptijemnovaly méreni.
Tyto nedostatky byly nahlaseny a odstranény, coz umoznilo kvalitnéjsi a rychlejsi méreni
v budoucnu.

3.3.1. Softwarové chyby a nedostatky
Prilis velky rozsah skenovani pri autojustazi

U sefizovani délek vétvi (autojustazi) s objektivem Nikon LU Plan Fluor 100x/0.95 byl
zjistén softwarovy nedostatek, ktery neiimérné prodluzoval praci. Minimalni velikost roz-
sahu skenovani byla softwarové nastavena na 100 pm. Teoretickd hodnota polositky osové
intenzitni odezvy prfi pouziti zminéného objektivu a osvétleni 547 (10) nm je 0,13 pm. Bylo
tedy nutno zvolit velikost rychlého kroku maximélné 0,10 ym, nejlépe jesté méné. Z pre-
deslych méreni ale byla zndma vzajemné poloha vétvi s presnosti v rozsahu 10 um. Bylo
tedy nutno vyckat na 1000 méreni, ackoliv bylo jisté, ze v 90 % skenovaného rozsahu hle-
dand hodnota neni. Jelikoz zméreni jedné hodnoty trva priblizné 1s, bylo nutno vyckat
u tohoto hledani o 15 minut delsi dobu nez bylo nutné. Tento nedostatek nebyl nikdy
v predeslé dobé zjistén, jelikoz se zminény objektiv v transmisnim médu nepouziva. Po-
psany nedostatek byl nahlasen a odstranén. Nyni je miniméalni velikost rozsahu skenovani
nastavena na 10 ym (ptvodné bylo 100 pm).

Chyba poc¢tu hodnot pri méreni z-stacku

Pti méreni pribéhu osové intenzitni odezvy byla zjisténa softwarova chyba. Po zadani
velikosti rozsahu méreni o velikosti napt. 100 ym (véetné krajnich hodnot) s krokem 1 pm,
mikroskop ukazoval, ze bude zméreno 100 hodnot, coz taky bylo. Ackoliv se to na prvni
pohled nezdd, zmérenych hodnot by mélo byt ve skutecnosti 101. Mikroskop tedy vzdy
méril o jednu hodnotu méné. V ramci méreni 100 hodnot je relativni chyba pouze 1% |,
avsak pri zmensovani po¢tu hodnot méteni se relativni i absolutni chyba zvétsuji.

Po nahlaseni této chyby bylo zjisténo, ze mikroskop neméril posledni hodnotu. Tato
chyba byla nasledné odstranéna.

Relativni ostreni

V pribéhu méreni bylo zjisténo, ze pri zméné objektivu se objektiv v objektové vétvi posu-
ne v ose z na prednastavenou pozici. Tato vlastnost je implementovana kvili transmisnimu
modu a v reflexnim moédu nema tato funkce opodstatnéni. Protoze jsou ale profily v pro-
gramu CCHM rozdéleny na transmisni a reflexni, 1ze nastavit tuto hodnotu pro reflexni
mod na pozici 0. Tento nedostatek je zde zminén, jelikoz pfi méreni urcitych vzorkl ne-
bylo mozné vzorek zaosttit, a to pravé kvili nenulové poloze relativniho ostfeni. V jinych
pripadech muze byt tato vlastnost prinejmensim matouci.

3.3.2. Technické chyby a nedostatky
Stabilita piezoelektrickych posuvia

Pti detailnich dlouhych métenich je nutné davat si pozor na rozladovani mikroskopu, prav-
dépodobné zptisobené piezoelektrickymi posuvy. Nelze tedy préaci prerusit a pokracovat
v ni pozdéji v domnéni, ze je mikroskop stale radné naladén.
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3.3.3. Navrhy na vylepseni
Navrh filtra

Jelikoz RDHM obsahoval pouze jediny interferencni filtr, byly v ramci této prace navrzeny
k zakoupeni interferencni filtry, které by rozsifovaly moznosti pouzitého osvétleni a s tim
spojené vlastnosti. Na téchto interferencnich filtrech méla byt zmérena zavislost osové
intenzitni odezvy a osového rozliseni. Bohuzel pii dodani filtri a jejich instalaci se zjistilo,
ze vyrobce zvétsil objimky téchto filtri a do mikroskopu uz tedy nesly nainstalovat. Filtry
se tedy musely upravit, ale uz se nestihly vcas nainstalovat a nemohly byt zméreny.

Drzak reflexnich vzorku

Pti uchyceni vzorki bylo ¢asto nutné pouzivat lepici hmotu, ktera prilepila vzorek k plisku
polozenému na stolku (vzorky totiz museji byt umistény strukturou doli). Tohle uchyceni
bylo nevhodné predevsim pti zachovani kolmosti struktury na optickou osu. Bylo by lepsi,
kdyby sSel na stolek polozit drzék, ktery by mél zespodu vhodny systém na uchyceni
vzork.

Druhy zdroj osvétleni

Multimodalni holograficky mikroskop obsahuje pouze jeden zdroj osvétleni. Svétlo se pak
do mikroskopu zavadi pro transmisni moéd v horni ¢asti mikroskopu, pro reflexni méd
v ¢asti dolni. Je tedy nutno mit dva optické kabely, z nichz jenom jeden mtize byt pripojeny
ke zdroji. Bylo by vhodné mit pro kazdy mod sviij zdroj, uz jenom proto, ze se pfi
manipulaci s optickymi kabely nici jejich koncovky.

Navic se na koncovku optického kabelu musi pridélavat hlinikovy krouzek, pomoci
kterého se kabel uchycuje ke zdroji. Krouzek je jenom jeden a jeho predélavani déle
zdrzuje praci.
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4. Referenc¢ni metoda - AFM

Jako referen¢ni metoda poslouzil mikroskop atomarnich sil (AFM - atomic force microsco-
py), verze Nanosurf easyScan 2, umisténa v laboratori A2/127 FSI VUT.

AFM je mikroskopickd metoda slouzici k zobrazovani povrchii objektii ve ttech dimen-
zich. Tato technika slouzi k meéreni sil mezi atomy, a to velice malym a tzkym hrotem,
ktery rastruje povrch radek po radku.

Méteny vzorek predstavovala struktura ze 170 nm vrstvy polymethylmetakrylatu
(PMMA), ve které byly vytvorené prstence o riznych prumeérech (obr. 4.1). Byly po-
rovnavany schopnosti urcit vysku v osovém a délku v lateralnim sméru.

4.1. Méreni a srovnani

Hned ze zac¢atku méreni na AFM se ukazal jeho velky nedostatek viici RDHM, a to rozsah
jeho méteni, ktery byl zde omezen na 100 x 100 gm. Nebylo tedy mozné zmétit rozsah
stejny jako na RDHM. Tento pomér snimatelnych ploch, véetné struktury zminéného
vzorku, je vidét na obr. 4.1.

. 0 Sum . 0 8um . 0 i

Obréazek 4.1: RDHM - méfena struktura. Modry obdélnik znaci zorné pole AFM, cervend
usecka znaci profil pro méreni rozmeéru struktury.

Jako prvni byla porovnavana schopnost zmérit rozméry struktury velkych rozmeéri. Na
obrazku 4.1 je vyznacen profil métreni na ¢tverecku nezndmych rozmeéru (¢ervend tisecka),
na obrazku 4.2 je pak vidét tento profil s vyznacenymi hranami, které poslouzily k urceni
rozmer.

Na RDHM vysla sitka ¢tverecku 9 um, vyska vypocitana z profilu na obr. 4.2 pak
91,4 nm. Vyska vypocitana presnéjsi metodou popsanou v kap. 1.4.4 vysla 92,37+1,47 nm.
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Obrézek 4.2: RDHM - profil povrchu.

Jak bylo pozdéji zjisténo, vyska zmérena pomoci RDHM nebyla spravna, a to i presto,
ze mikroskop takovouto hodnotu zméftil. V praci [2]| je popsdna nevyhoda RDHM, a to
takovd, ze pokud vyskovy rozdil dvou ploch pfesdhne hodnotu poloviny vinové délky (po-
lovinu féze), mize dojit ke Spatnému zméreni vysky. V piipadé RDHM, kdy zména vysky
vzorku ovlivni fazi dvojnasobné, je nutno ke zjisténi hrani¢niho rozdilu vysek podélit vino-
vou délku ¢tyrmi, misto dvéma. Prti pouziti svétla o vinové délce 547 nm je hrani¢éni rozdil
vysek 5474 = 136,75 nm, coz je méné, nez udavana hodnota vysky struktury 170 nm. Ta-
to hrani¢ni hodnota byla tedy prekonana. Dle [2] je tedy nutné k vypoc¢tu pouzit doplnék
poloviny faze. Po pfepoctu na vlnovou délku to tedy je (547 +2) — 92,37 nm = 181,13 nm.
Vyska struktury zmérend pomoci RDHM je tedy po opravé rovna hodnoté 181,13 nm.

Néasedné byla zmérena Sitka a vyska ¢tverecku na AFM. Snimek ziskany z AFM i s vy-
znacenym profilem je vidét na obr. 4.3.

Vysledny profil i s vybranymi hranami ke zméteni sitky ctverecku jsou poté vidét na
obr. 4.4.

Obrazek 4.3: AFM - méfend struktura s vyznacenym profilem.
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Obréazek 4.4: AFM - profil povrchu s vyznac¢enymi hranami pro méreni sirky.

Sitka ¢tverecku zméfend na AFM byla 14,7 yum, coZ se velice lisf od hodnoty udavané
RDHM (9 um). Tento rozdil byl pravdépodobné zpiusoben nasledné zjisténym nesouladem
lateralnich méritek AFM a RDHM. Prumét zorného pole AFM na obrazku 4.1 je tedy
taky ovlivnén - ve skutecnosti by mél byt mensi. Na nalezeni pri¢iny a opravé se bude
pracovat.

Jiz zminény profil, akorat s vybranymi hranami pro méreni vysky c¢tverecku, je vidét
na obr. 4.5.
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Obrazek 4.5: AFM - profil povrchu s vyzna¢enymi hranami pro méreni vysky.

Obrazek 4.6: RDHM - méfeni vnitinich pramért.
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Vyska ¢tverecku zmérend na AFM vysla 178,7 nm. Tato hodnota je velice blizka hod-
noté zmérené na RDHM (181,13 nm) a vysce udévané pii vyrobé vzorku (170 nm).

Déle byl pomoci RDHM zméten vnitini pramér prstencii, zobrazenych na obr. 4.6.
Levy vnittni prstenec by mél mit dle idaji uvedenych na vzorku primeér 1pum, pravy
0,9 pm.
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Obrazek 4.7: RDHM - profil vnitfnich priumért prstenci.

Obr. 4.7 ukazuje pribéhy téchto profili zmérenych pomoci RDHM. Jak je vidét, late-
ralni rozliseni ndm nedovoluje urcit velikost priaméra. Hrany v profilu nejsou ostré a pru-
mér by se dal odhadnout pouze s velkou neptresnosti.

Snimek stejnych prstencit z AFM je vidét na obr. 4.8. Levy horni prstenec odpovida
priméru 0,9 pum, dolni pravy priméru 1pum. V obrazku je také vyznacen méreny pro-
fil levého horniho prstence. Nutno podotknout, Ze tyto prstence byly na AFM zméreny
dodatecné s vétsim rozliSenim.
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Obréazek 4.8: AFM - méreni vnittnich praméru.

Vysledny profil vnitiniho prstence z AFM je vidét na obr. 4.9. Hrany jsou zde ostré
a lze z nich zmérit vnitini primeéry. Navic lze z ostrosti hran a minimalni hodnoty Sumu
usoudit, ze tohle stale nebyla hranice rozliSitelnosti AFM a pokud bychom chtéli, méli
bychom tyto prstence zmérené jesté s vyssim rozlisSenim. Vétsi z praméra vysel na AFM
1,13 pm, mensi 0,94 pum. Tyto hodnoty se velmi blizi hodnotdm uvedenym na vzorku
(1,00 pm a 0,90 pm).
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Obrazek 4.9: AFM - profil vnitinich praméra prstencu.

Dale bylo na RDHM vyzkouseno, jak maly vnitini primér prstence je RDHM viibec
schopen detekovat. Profil prstence s vnitinim priamérem 0,4 ym je zobrazen na obr. 4.10.
Z néj je ziejmé, ze je RDHM schopen jesté tict, zda-li mé& prstenec nenulovy vnitini
priameér. U rozméru 0,3 um uz RDHM nebyl schopen detekovat vnitini primér viibec.
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Obrézek 4.10: RDHM - hranice detekce vnitiniho primeéru. Velikost vnitiniho prime-
ru=0,4 pm

4.2. Vyhody a nevyhody RDHM a AFM

Hlavni vyhodou RDHM oproti AFM je rychlost méreni. RDHM staci sefidit podle postupu
1.4.1 a pak uz jen ukladat snimky povrchu. Oproti tomu AFM musi rastrovat povrch,
radek po radku, coz mu trva znacnou dobu.

Dalsim omezenim AFM je velikost rozsahu rastrovani. Ta je omezena na 100 x 100 gm,
kdezto u RDHM je pri pouziti objektivu se zvétsenim 20x rozsah 165 x 165 pum, u objektivi
s mensim zvétsenim pak jesté vetsi.

Dalsi neprijemnou zéalezitosti u této verze AFM byla nemoznost pohybovat vzorkem
do stran. To se muselo provadét ruéné (pohybovat se vzorkem prstem). U RDHM staci
ovladat piezoelektricky posuv na ovladaci a lze se dostat do jakékoli ¢asti vzorku, aniz by
se mikroskop rozladil.
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Spojeni predeslych nevyhod AFM zptsobuje, ze je nutné ¢ekat dlouhou dobu na rastr
vzorku. Pokud je rastrovaci hrot mimo vzorek, je nutné vzorek ruéné posunout a opét
¢ekat na rastr vzorku, poté zamérit pozadovanou mérenou strukturu a provést rastrovani
jesté jednou.

Nespornou vyhodou AFM je celkové rozliseni. RDHM se lateralnim rozlisenim nemii-
ze mikroskopu AFM ani zdaleka rovnat. Osové rozliseni je uz srovnatelné, ale to ztraci
vyznam, pokud povrch netvori spojitd vrstva o rozmérech alespon 1 x 1 um. Pokud jsou
struktury mensi, ztraci se i vyhoda osového rozliseni.

RDHM je tedy vhodnéjsi na struktury s alespon mikrometrickymi lateralnimi rozmeéry,
naptiklad pro méteni drsnosti, které nejsou prilis malé a splnuji tuto podminku. Pro
méreni detailil je uz nutno pouzit AFM.
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Tato prace se zabyvala holografickou mikroskopii. Hlavnim cilem bylo predevsim seznamit
se s touto technikou a nasledné otestovat Multimodélni holograficky mikroskop, ¢imz
jsou mysleny jeho charakteristické odezvy, rozliseni a technické nedostatky. Nakonec se
porovnaly jeho vyhody a nevyhody s referenéni metodou.

V prvé radé byly popsany nesporné vyhody nekoherentni mimoosové holografie. Bylo
vytvoreno schéma pro reflexni mod, které doposud neexistovalo, a byl vytvoren a sepsan
postup naladéni mikroskopu, jelikoz na ném neustéle probihaji tpravy a dostupny navod
uz byl zastaraly a neodpovidal dnesnimu stavu.

Dale bylo teoreticky popsano rozliseni a osova intenzitni odezva mikroskopu. Obé tyto
vlastnosti byly pak nasledné zméteny v zavislosti na rtznych parametrech.

Osové rozliseni bylo zméfeno v zavislosti na délce expozice kamery, pro které vychazela
delsi doba expozice ve prospéch osovému rozliseni. To bylo zptisobeno predevsim tim, ze
pri kratkych dobéach expozice vzristalo mnozstvi Sumu. Zavislost na numerické aperture
objektivu se sice podarilo zmérit, ale vysledky nebyly vypovidajici, nebot jeden objektiv
nevykazoval stabilni hodnoty a zbylé dva se lisily v ramci chyby. Dalsim z méfenych pa-
rametrl zavislosti osového rozliseni byl pocet snimki k primérovani v programu CCHM.
Zde byly hodnoty presné a vysledky ukazuji, ze nezalezi na poc¢tu snimki k primeérovani.
Celkové veskera tato méreni prinesla vysledky, které ukazuji, jaké parametry nepouzit
k zajisténi nejlepsiho osového rozliseni, z ¢ehoz se vytazovaci metodou dalo odvodit, jaké
parametry pouzit. Ty byly poté pouzity ke zméreni nejlepsiho osového rozliseni. Z vysled-
ki tohoto méteni vzeslo, ze osové rozliseni nezalezi az tak na pouzitych parametrech, jak
na presnosti naladéni mikroskopu.

Laterdlni rozliSeni bylo posléze testovano pomoci USAF testu. Testovani probihalo
v zavislosti na numerické apertute objektivu. Ve vSech pripadech bylo lateralni rozliseni
o néco horsi, nez predpovida teorie, avsak i presto byly zmérené hodnoty velmi blizké
teoretickému rozliSeni.

Osova intenzitni odezva byla zméfena v zavislosti na velikosti numerické apertury
a casové a prostorové koherenci. V pripadé numerické apertury doslo k zuzeni polositky
odezvy s nartstajici numerickou aperturou. V pripadé casové koherence vysly vysledky
opét podle teorie, a to tak, ze pri zmensujici se ¢asové koherenci svétla dochazi k zizeni
osové intenzitni odezvy a tedy i optického fezu. V pripadé prostorové koherence se zmérené
priubéhy neshodly s teorii, a tento nesoulad se bude nasledné zkoumat.

Nésledné byl RDHM porovnan s mikroskopem atomarnich sil. Z tohoto srovnani vyslo,
ze prace s RDHM je rychlejsi, pohodlnéjsi a v ramci uréitych rozmériu méreného vzorku
také vhodnéjsi. Pokud dojde na detaily pod 1 um, projevi se omezeni lateralniho rozliseni
a RDHM uz neni schopen vykazovat spravné vysledky. Pro vzorky s vétsimi rozméry je
tedy vhodné pouzit RDHM, pro detailni méreni malych vzorki je nutné pouziti AFM.

Z méteni na AFM byl nasledné zjistén nesoulad lateralnich méritek AFM a RDHM.
7 porovnani téchto dvou mikroskopii vzeslo, ze jeden z mikroskopi nezobrazuje korektné
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meéritko v lateralnim sméru. VSechny hodnoty v tomto sméru RDHM udéaval o néco mensi,
nez ve skutecnosti byly. Tento nesoulad se taktéz dotkl méfeni lateralniho rozliseni, kde
byla ¢ast vysledki zkreslena. Ostatnich méteni se tato chyba nedotkla. Na nalezeni pric¢iny
a oprave se bude pracovat.

Posledni ¢ast testovani zahrnovala sepsani chyb a nedostatkii, se kterymi se bylo mozné
setkat v pribéhu testovani. Vétsinu tvorily nedostatky, které zbytecné netimérné prodlu-
zovaly praci na RDHM a néco byly chyby, které vedly k nespravnym vysledktim. VSechny
tyto chyby byly nahlaseny a jsou postupné opravovany. Nakonec byl sepsan seznam na-
vrhovanych vylepseni.

Néslednd prace bude spocivat predevsim na nalezeni ptivodu zminénych chyb a jejich
odstranéni.
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