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ABSTRAKT

Diplomova prace popisuje novou metodu méreni topografie difizné odraznych povrchi.
Zkoumany povrch je méren nepiimo pomoci lokalizace nanocastic na ném nanesenych.
Obraz kazdé z Castic je na kamere zachycen v podobé dvoulalokové bodové rozptylové
funkce, jejiz thlové natoceni odpovida lokalni vysce méreného povrchu. Vyuzivana bodova
rozptylova funkce vznika interferenci nedifrakénich virovych svazki, které jsou vytvareny
pri prichodu svétla spiralni fazovou maskou. Prace nejprve predstavuje resersi soucas-
nych technik pro méreni topografie povrchu. Poté je princip navrhovaného topografic-
kého métreni popsan teoreticky a jeho praktické pouziti je testovano v experimentéalnich
podminkach. Pomoci numerickych simulaci je studovan vliv poméru signalu k sumu a
vzorkovani obrazu na presnost rekonstrukce topografie povrchu. Na tomto zakladé jsou
pak navrzeny optimalni parametry experimentalni sestavy. Prakticky potencial metody
je demonstrovan mérenim topografie rovinnych a kulovych difuznich povrchi v rozsahu
hloubek az 9krat presahujicim hloubku ostrosti mériciho objektivu.

KLIiCOVA SLOVA
Virova topograficka mikroskopie, optické viry, nedifrakéni svazky, rotujici bodova rozptylova
funkce

ABSTRACT

This thesis describes an innovative method for topographic measurement of diffuse sur-
faces. Tested surface is measured indirectly using nanoparticles distributed across the
studied area. An image of every particle is captured by CCD camera as a double helix
point spread function whose angular rotation corresponds to local surface height. Used
point spread function is the result of an interference of non-diffracting vortex beams that
are formed by a spiral phase mask from light originating from a nanoparticle. Diploma
thesis presents an overview of current techniques for surface topography measurement.
Next, working principle of proposed method is described and its experimental application
is discussed. An influence of signal-to-noise ratio and image sampling on reconstruction
precision is studied using numerical simulations and, as a result, optimal experimental
parameters are proposed. Practical potential of the method is demonstrated by 3D recon-
struction of planar and spherical surfaces in the depth range of up to 9 times the depth
of focus of used microscope objective.

KEYWORDS
Vortex topographic microscopy, optical vortices, non-diffracting beams, rotating point
spread function
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1. UVOD A MOTIVACE PRACE

1. Uvod a motivace prace

Meéreni topografie povrchu je dilezité v mnoha priumyslovych i védeckych odvétvich,
kde umoznuje presnou kontrolu vyroby a opotiebeni funkénich komponent nebo studium
tenkych vrstev a mikrostruktur na povrchu vzorkii. Soucasnym trendem je zejména
vyuziti optickych méticich metod, které pro svou spravnou funkci vyzaduji zrcadlovy odraz
svétla od zkoumaného povrchu. Obsah diplomové prace je zaméten na optické méteni to-
pografie povrchii s difuznim odrazem, které nelze zkoumat pomoci téchto standardné
vyuzivanych metod. V praci je navrzen a experimentalné ovéren novy zpusob topografic-
kého méreni. Navrzeny zpusob méreni vyuziva nedifrakénich virovych svazki k objemové
lokalizaci fluorescen¢nich markerii rozprostienych po méreném povrchu a umoznuje tak
kvazi-spojitou rekonstrukci topografie povrchu s presnosti nezavislou na jeho drsnosti.
Teoreticky i experimentalné se prace opird o nedifrakéni virovy mikroskop vyvinuty na
Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT v Brné. Problematika
méreni difuznich povrchi je feSena v ramci spolupréace s firmou Meopta optika, s.r.o. Vy-
vinuti vhodného zpiisobu méreni difuznich povrchi by ve firmé Meopta umoznilo kontrolu
tvaru optickych komponent po procesech hrubého opracovani, které predchézi naroénym
procestim finalni vyroby.

V diplomové praci je provedena reserse aktualniho stavu techniky v oblasti méreni
topografie povrchti. Strucéné je popsan princip jednotlivych metod a diskutovany moznosti
jejich vyuziti. Navrhovand metoda je tak zasazena do kontextu konkurenc¢nich technik.
V nésledujicich kapitolach je proveden teoreticky popis navrhovaného principu méfeni
a jeho funkcénost je ovérena v experimentech s difiznimi povrchy rovinného a kulového
tvaru.
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2. Prehled soucasnych technik
meéreni topografie povrchii

Techniky umoznujici vyhodnoceni topografie povrchii 1ze podle zakladniho zptisobu
méreni délit na techniky kontaktni a bezkontaktni (optické).

Kontaktni metody zahrnuji klasickou metodu profilometrického méreni hrotem (sty-
lusem) a také mikroskopii atomdarnich sil (AFM, Atomic Force Microscopy). Metoda
meéreni profilu povrchu hrotem je stara desitky let. Stylus je pritlacen k mérenému povrchu
a jeho poloha je zaznamenavana pomoci optickych nebo elektromechanickych prvku [1].
Vyhodou této metody je rychlé a levné mapovani povrchu a méfeni jeho drsnosti. Protoze
hrot je objekt kone¢nych rozmért, nedokaze sledovat povrch dokonale. Tento nedostatek
je obzvlasté patrny, pokud jsou na meéreném vzorku nahlé vyskové zmény. Je-li hrot
pritlacovan prilis velkou nebo malou silou, muze zkoumany povrch poskodit nebo ho
nezmérit s dostate¢nou presnosti [2]. Obdobného principu skenovéni hrotem se vyuziva
atomarnich sil na hrot. Na rameno s hrotem sviti laserové svétlo, které se odrazi do kvad-
rantového fotodetektoru, kde je detekovana pricna pozice stopy a jeji posun je prevadén
na ohnuti raménka. Vyhodou je vyborné rozliseni metody (jednotky nm) a to, ze neni
nutnd specialni priprava méreného vzorku. Nevyhodou je maléd velikost snimané oblasti,
omezeny rozsah mérenych vysek (kvili poskozeni vzorku i hrotu) a také ¢asovd ndroc¢nost
metody [3].

Optické metody zahrnuji mnoho riznych technik a pristupti. Jejich spoleénymi pred-
nostmi, oproti metodam kontaktnim, jsou vyssi citlivost k ndhlym zménam vyskového
profilu (hrany, udoli), rychlost snimani a minimalizace (znemoznéni) poskozeni vzorku.
Veétsina optickych technik vyuziva ke své funkci interference svétla. NejznaméjsSim pri-
kladem téchto technik je holograficka mikroskopie, ktera umoznuje z interferenc¢niho pole
(hologramu) rekonstruovat fazové zpozdéni svétla zpusobené mérenym vzorkem. Holo-
gram je zaznamenan jako koherentni superpozice takzvané signalni viny (viny ovlivnéné
vzorkem) a referencni vlny, ktera neni vzorkem ovlivnéna. V soucasnych metodach digi-
talni holografické mikroskopie je hologram zaznamenan na digitalni kameru a jako ¢iselna
matice ulozen do pocitace. Nasledna rekonstrukce hologramu se provadi podle toho, v jaké
konfiguraci byl hologram zaznamenan [4]. V metodach osové holografie, v nichz signélni
i referencni vlna dopadaji na detektor soubézné, je mozné hologram rekonstruovat pouze
z nékolika (alespon 3) hologrami s riznym fazovym posuvem jedné z interferujicich vin
(tzv. krokovéani faze [5]). Vyhodou téchto metod je moznost jednocestného usporadani,
kde signalni i referen¢ni vlna prochazi stejnou optickou cestou. Jednocestné metody jsou
robustni a méné nachylné na vnéjsi vlivy, jako jsou napt. vibrace, ale z divodu nutnosti vi-
cenasobného zaznamu nejsou pouzitelné pro snimani dynamickych déji. Druhou moznosti
je vyuziti mimoosové holografie [6]. V mimoosové holografii viny dopadaji na detektor pod
rozdilnym thlem a vytvoreny hologram je modulovan strukturou prouzku, které vytvari
prostorovou nosnou frekvenci. Rekonstrukce holografické informace je pak realizovana
z jednoho snimku pomoci Fourierovskych metod, jako bylo pfedvedeno nap¥. na Ustavu
fyzikalniho inzenyrstvi (UFI) [7-9]. Nevyhodou mimoosovych metod je zpravidla nut-
nost komplexnéjsi experimentalni sestavy nachylnéjsi na vlivy okoli a také mensi zorné



pole [10]. Metody digitalni holografické mikroskopie jsou pouzivany k zadznamu jak am-
plitudové, tak fazové informace o objektu [6, 11]. To umoziuje rekonstrukci komplexni
funkce propustnosti zkoumanych objektii, nebo rekonstrukci optické drahy signalni viny,
kterd mize nést informaci o rozlozeni indexu lomu uvniti vzorku nebo o jeho tvaru.
Vyzkum a zlepSovani holografickych metod neustéle pokracuje, jako napt. v praci [12],
kde bylo zlepSeno axidlni i lateralni rozliSeni pouzitim difrakéni miizky, ¢i v praci [13],
kde byla zjednodusena numericka rekonstrukce obrazu zaznamem hologramt pod riznymi
uhly.

Pro méreni topografie povrchu se nejcastéji vyuziva Mirau interferometrie zalozené na
principech osové holografie. Mirau interferometr lze jednoduse vytvorit pripojenim Mi-
rau interferen¢niho objektivu ke standardnimu mikroskopu. Tento interferencéni objektiv
predstavuje odolny jednocestny interferometr, protoze pracuje s referen¢ni vlnou inte-
grovanou uvnit¥ objektivu [14]. Nevyhodou tohoto systému je omezeni pouze na reflexni
vzorky, potfeba krokovani faze signalni vilny, jenz je nejcastéji realizovano presnym po-
suvem vzorku za pomoci piezoaktuatoru, a nutnost pouziti objektivu s dlouhou pracovni
vzdalenosti, coz limituje numerickou aperturu objektivu. Snaha minimalizovat tyto nega-
tivni vlivy vedla k vyzkumu novych technik, napt. interferometrie se sou¢asnym fazovym
posunem [15], nebo numerické korekce fazovych poruch, napt. v praci [16]. Alternativou
k metodam zalozenym na krokovani faze je uziti bilého svétla. V této modifikaci je sle-
dovan nulty interferen¢ni prouzek, ktery ma maximalni intenzitu v interferenénim obrazci
a jehoz pozice urcuje absolutni rozdil optickych drah v detekéni a referencni vétvi [17].
Lateralni poloha tohoto maxima na vzorku je urcena polohou odpovidajiciho pixelu de-
tektoru. Mnoho prace bylo dedikovano rozvoji algoritmii pro sledovani nultého prouzku
a vyhodnoceni interferogramu [18], maximalizaci signdlu [19] a studiu benefiti ruznych
zdroju svétla [20].

Protoze vyse uvedené metody, stejné jako nasledujici, méri distribuci fazové deformace,
je nutné k ziskani spojité rekonstrukce povrchu uzit vhodnych algoritmt pro rozbaleni
faze (phase unwrapping). Experimentalné ziskané zdznamy mohou byt zatiZeny nespo-
jitostmi povrchu, Sumem, absenci nosné frekvence a vadami, které korektnimu rozbaleni
faze zabranuji. Velka mira pozornosti je proto vénovana také algoritmtim, které se zabyvaji
korektnim rozbalenim fazovych obrazii zatizenych nezadoucimi experimentdlnimi vlivy.
Malym vybérem z této oblasti jsou naptiklad prace [21-27].

Dalsi moznosti topografického méreni je vyuziti metod zalozenych na promitani in-
terferen¢énich prouzkia. Tyto metody umoznuji bezkontaktni 3D rekonstrukeci povrchu
v realném case bez nutnosti skenovani a s vysokym rozlisenim, a to v sirokém aplika¢nim
rozmezi [28-49]. Pri méfeni je na vzorek promitéan interferogram (vétsinou prouzky se
sinusoidalnim prubéhem), ktery je snimén sbérnou optikou a kamerou. Obraz z kamery
je prenasen do pocitace a vyskovy profil vzorku vyhodnocen z deformace promitaného
vzoru [50]. Vyhodou této techniky, krom vySe zminénych, je velky rozsah moznych ve-
a také nejednotna spolehlivost méfent [51, 52].

Zatizeni a deformace povrchll se hojné méii koherencnimi zrny, které vznikaji za-
chycenim obrazu koherentné osvétleného povrchu na kameru. Je-li zkombinovan s diive
odklonénym referenc¢nim svazkem, je ziskan interferenc¢ni obraz unikatni pro dany neho-
mogenni povrch. Kdyz se poté aplikuje zatéz nebo je zkoumany objekt deformovan, a
poridi-li se identicky snimek, dostane se z jejich rozdilu fazova mapa udavajici smér a
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velikost deformace [53, 54]. Protoze ziskany obraz nese v jednom snimku 3D informaci o
celém povrchu je tato metoda vhodné zejména pro méreni dynamickych jevi [55].

Variabilni technikou pro méfeni topografie povrchi, a to véetné difuznich [56], je
laserova triangulace. Jejim principem je promitani zdroje na bod povrchu, jehoz vyska
je urcena podle toho, kam se promitne obraz tohoto bodu na kamerte lezici v ohniskové
vzdalenosti sbérné cocky. Existuji i varianty, ve kterych dochézi k projekci jedné nebo
nékolika ¢ar misto bodu. Triangulace je vhodna metoda k méfeni 3D profilii v kompletnim
zorném poli 360 stupnt, jako nap¥. vnitinich ¢asti trubek [57], kize [58], a je na ni zaloZena
i metoda nahrady zraku pro nevidomé [59]. Jejimi nedostatky jsou stinici efekt, poruchy
laserového svazku na okrajich a ztizené méreni vysoce odrazivych povrchii kviili vytvareni
zdanlivého sekundarniho zdroje na vzorku [60, 61].

Dalsi zajimavy zptsob méfeni 3D polohy nabizi metody zalozené na defokusacné
citlivych zménéch bodové rozptylové funkce (PSF z anglického Point Spread Function)
zobrazovaciho systému. Tyto postupy nachéazi své uplatnéni zejména v superrozlisSovacich
fluorescencnich metodach, kde rozsifuji superrozlisovaci schopnost systémi i do treti di-
menze a umoznuji velmi presnou objemovou lokalizaci kvazibodovych objektt [62]. Aby
byla PSF vyuzitelna pro lokalizaci, nelze vyuzit usporadani znamé z klasické mikroskopie,
protoze vytvorena PSF méa obdobny tvar pii kladném i zaporném rozostieni. V prvnich ex-
perimentech byl tento problém vyfesen vyuzitim astigmatické PSF [63, 64|, kterd vznika
implementaci valcové ¢ocky do systému a u niz je mozné rozlisit kladnou a zapornou
defokusaci. V praci [65] bylo prokdzano, ze vyssi presnosti lokalizace 1ze dosdhnout po-
moci PSF s defokusacné zavislou rotaci. Rotujici PSF muze byt tvorena jednim nebo
vice laloky obihajicimi po kruznici se stfedem odpovidajicim pozici standardniho obrazu.
V aplikacich se nejcastéji vyuziva PSF tvorena dvéma protilehlymi laloky, ktera se v ang-
lické literatute nazyva DH PSF (double helix PSF) [66-68]. Rozostieni bodového objektu
leziciho v predmétovém prostoru zobrazovaciho systému je poté rekonstruovano z natoceni
DH PSF detekovaného ve vystupni roviné tohoto systému. Defokusacné zavislé rotace DH
PSF je nejcastéji dosazeno pomoci virovych stavi svétla. Ty mohou byt vytvareny op-
toelekronickymi prvky, nejc¢astéji prostorovymi moduldtory svétla (PMS), nebo speciél-
nimi komponentami vyrabénymi technikami elektronové litografie. PMS umoznuje jen
¢isté fazovou modulaci svétla, jeho prednost vSak spociva v moznosti ménit parametry
masky. Litograficky vytvarené masky umoznuji kombinovat jak fazovou, tak amplitudovou
modulaci svétla, ale jejich parametry jsou neménné. Priikladem vyuziti PMS ke generaci
DH PSF je tvorba vhodnych Laguerrovych-Gaussovych svazki [69] a jejich ndsledné su-
perpozice, ¢i nezavisla modulace ortogonalnich polariza¢nich stavi svazku [70]. Prikladem
vyuziti amplitudové a fazové modulace k vytvoreni DH PSF je uziti nedifrakénich virovych
svazku [71-73].

Vyuzit! nedifrakénich virovych svazkil bylo na UFI zkouméno i v navazujici praci [74]
zamérené na vliv parametri fazové masky na experiment a presnost 3D rekonstrukce.
Optimalizované masky byly tuspésné vyuzity pri lokalizaci zlatych, polystyrenovych a
fluorescencénich markert (velikosti fadu stovek nanometrii) i pro dynamické experimenty.
Princip rotujiciho zobrazeni je vyuzitelny i mimo lokaliza¢ni mikroskopii a na UFI byl
spésné testovan pro méteni topografie povrchu se zrcadlovym odrazem [75]. Navrzend
metoda vyuziva strukturovaného osvétleni méreného reflexniho vzorku a spiralni virové
masky k vytvareni DH PSF. V osvétlovaci ¢asti systému je vlozena amplitudova maska
tvorend mnoha mikrometrovymi otvory. Ta je zobrazena do roviny méreného vzorku, kde
obrazy jednotlivych otvort vytvari bodové zdroje s axidlni pozici danou lokalni topografii



povrchu. Zobrazovaci ¢ast systému prevadi obrazy bodovych zdroji na DH PSF, které
nesou informaci o lokédlni vysce méreného povrchu. Metoda byla tspésné testovana pri
méreni hladkého zaktiveného povrchu (kulickového loziska) a plandrniho povrchu s perio-
dickou strukturou.

Meéreni povrchi pomoci metod popsanych v této resersni kapitole zpravidla vyzaduje
zrcadlovy odraz svétla od vzorku a jejich pouziti je tak omezeno na prirozené hladké
nebo specialné pripravené lesténé povrchy. Obtiznéjsim problémem je méteni difuznich
povrchii, které pti drsnosti porovnatelné s vinovou délkou pouzitého svétla randomizuji
fazi odrazené viny a znemoznuji vyuziti dominantné pouzivanych interferencnich technik.
V této diplomové praci je navrzena a testovana metoda umoznujici mérit difuzni povrchy
bez ohledu na jejich drsnost. Metoda navazuje na vyse uvedeny vyzkum realizovany na
UF1I a vychazi z visledkt dosazenych pii topografickém zobrazovani pomoci nedifrakénich
virovych svazki. Pri méreni je vyuzito DH PSF k lokalizaci bodovych objektti nanesenych
na méreném povrchu namisto prfimého méreni povrchu samotného. Princip a teoreticky
model metody je uveden v nasledujici kapitole.



3. PRINCIP VIROVE TOPOGRAFICKE MIKROSKOPIE

3. Princip virové topografické
mikroskopie

Pti méreni topografie povrchu se nejcastéji pracuje s odraznymi vzorky a métreni
probiha v systémech s reflexni konfiguraci. Svétlo dopadajici na povrch s nim inter-
aguje a je odrazeno do prostoru. Zpusob tohoto odrazu je zavisly na rtznych faktorech.
Zde je pozornost zameérena zejména na drsnost povrchu. Drsnost povrchu je uréena jeho
mikroskopickym usporadanim a nepravidelnostmi. Ty urcuji, jak se svétlo od povrchu
odrazi, v zavislosti na sméru osvétleni a pouzité vinové délce. Jsou-li tyto nepravidelnosti
malé ve srovnani s uzitou vlnovou délkou, pak je vétsina dopadajiciho svétla odrazena
zrcadlové v jednom sméru. Povrch diftizné odrazi svétlo, pokud jsou nerovnosti povrchu
s vlnovou délkou srovnatelné a dochazi k vnitinimu nebo nékolikanasobnému odrazu,
pricemz zdroje sekundarnich vin vzniklych pfi odrazu nejsou lokalizovatelné. V diplo-
mové praci je problém difizniho odrazu svétla originalné resen nanesenim kvazibodovych
objektt (markerl) na méfeny povrch a rekonstrukei jejich polohy pomoci metod znamych
z lokaliza¢ni mikroskopie. PTi tomto zobrazeni neni nutné pracovat s difizné odrazenym
svétlem a topografii povrchu je mozné rekonstruovat z lokalnich méreni v mistech nane-
senych markerti. Jako lokaliza¢ni markery lze vyuzit napt. kovové nebo fluorescencéni
nanocastice. Na obr. 1 je schematicky znazornén zrcadlovy (obr. la) a diftzni odraz
svétla od povrchu (obr. 1b) a vznik kulovych vin z osvétlenych ¢astic nanesenych na
méreném povrchu (obr. ¢, d). Obr. 1¢) zndzornuje nanesené kovové nanocastice, které
jsou sekundarnim zdrojem kulovych vin s vinovou délkou shodnou s osvétlovaci vinou.
Obr. 1d) ukazuje fluorescenéni nanocéstice, které jsou zdrojem kulovych vin s vlnovou
délkou delsi nez u excitacni viny. Rekonstrukce podélné polohy nanocastic Azy vzhle-
dem k referen¢ni pozici umoznuje lokalni métreni vysky studovaného povrchu a naslednou
kvazi-spojitou rekonstrukei jeho topografie.

3.1. Teoreticky model rotujiciho zobrazeni

Navrhovand metoda topografického méreni difuznich povrchi je zalozena na objemové
lokalizaci nanocastic nanesenych na méreny povrch. Lokalizace nanocastic je provedena
rekonstrukei jejich axidlni pozice z mérené DH PSF tvorené interferenci nedifrakénich
virovych svazkl. Princip zobrazeni 1ze vysvétlit pomoci schématu na obrazku 2.

Meéfeny povrch je umistény v ohniskové roviné mikroskopového objektivu (MO) a
jsou na néj naneseny nanocastice slouzici jako lokaliza¢ni markery. V pripadé kovovych
nanocastic je vzorek osvétlen rovinou vlnou. Pti pouziti fluorescenénich nanocastic je
vzorek osvétlen prostrednictvim standardniho Kohlerova osvétlovace s fluorescenéni kost-
kou vhodnou pro excitaci nanesenych castic. Nanesené nanocastice se stavaji zdrojem
kulovych vin. V ptipadé fluorescence je kazda fluorescenéni molekula nezavislym zdrojem
svetla, a viny vyzarené z jednotlivych nanocastic jsou zcela nekorelované. U kovovych
nanocastic osvétlenych rovinnou vlnou by mohlo dochézet ke vzajemné korelaci, které je
treba zabranit zajisténim dostatecné vzdalenosti mezi ¢asticemi. Vzdalenost musi byt mi-
nimalné takova, aby nedochéazelo k prostorovému prekryvu signélii z jednotlivych nanocés-
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Obrazek 1: Znazornéni odrazu svétla od povrchu s riznou drsnosti a schematické zna-
zornéni vzniku kulovych vln z kvazibodovych zdroji nanesenych na métfeny povrch.
a) Povrch se zrcadlovym odrazem, b) povrch s difznim odrazem, c) difizni povrch
s nanesenymi kovovymi nanoc¢asticemi a d) diftizni povrch s nanesenymi fluorescenénimi
nanocasticemi.

tic na kamere. Pti splnéni téchto podminek se staci ve vypocetnim modelu soustiedit na
svétlo vyzarené nebo rozptylené z jedné nanocastice umisténé v obecné poloze.

Kulové vlny vychézejici z jednotlivych ¢astic jsou MO transformovany na viny rovinné,
v pripadé ¢astic v ohniskové vzdalenosti MO, nebo kulové, v pripadé ¢astic umisténych
mimo ohniskovou rovinu. V zadni ohniskové roviné MO je umisténa spirdlni fazova
maska (SM), kterd je témito vlnami osvétlena. Zadni ohniskovd rovina MO spole¢né
s SM soucasné splyvaji s predni ohniskovou rovinou tubusové cocky (TC). Viny prochézi
spirdlni maskou, v nichz dochézi k virové fazové modulaci. Svétlo propusténé SM je po-
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Obréazek 2: Zjednodusené schéma virové topografické mikroskopie. MO - mikroskopovy
objektiv, SM - spirdlni fazova maska, TC - tubusova cocka, CCD - kamera.

moci TC zobrazeno do roviny kamery (CCD) umisténé v zadni ohniskové roviné TC. Na
kamete dochazi k interferenci virovych vin generovanych SM a k vytvoreni DH PSF.
Pro vytvoreni matematického popisu formovani DH PSF budeme pozorovat vinu sifici
se z bodu o soufadnicich (xg,y0,A20), kde g a yo urcuji pricnou polohu bodového zdroje a
Az je axialni vzdalenost bodu od predmétové ohniskové roviny MO. Pouzijeme-li parax-
iadlni aproximace kulové viny, komplexni amplituda viny v pfedni ohniskové roviné MO je

popsana vztahem
(FL— 1)
_ 3.1
uoO<eXp<z Vi ) (3.1)

kde 79, = (x0,y0) je vektor polohy v roviné bodového zdroje, | = (x,y) je vektor polohy
v predni ohniskové roviné MO a A je vlnova délka.

Vyuzitim Newtonovy zobrazovaci rovnice miize byt vlna transformovana MO zapsana
v jeho zadni ohniskové roviné, splyvajici s rovinou SM, pomoci vztahu

UM X AeX —iﬂAZO (‘FSMLW ex i—Qm?OL gt (3.2)

kde 7spi = (zsm,ysm) je vektor polohy v roviné fazové masky. Po prichodu viny SM
s funkci propustnosti ¢ je vina transformovana tubusovou c¢ockou, ktera opticky provadi
Fourierovu transformaci. Komplexni amplituda viny v zadni ohniskové roviné tubusové
cocky je urcena vztahem

o .WAZO(|FSMJ_|>2 iy - R
U X ag // t(zsm, ysm)exp | —1 5 exp | i————— | desmdysm- (3.3)
—00 )‘fMO /\fTC

—

V rovnici 3.3 je fre ohniskova vzdédlenost tubusové cocky, R = (X,Y) a X = x; — Mx,
Y = y; — Myy, kde z;, y; jsou souradnice v roviné obrazu a M = —@ je zvétseni
MO

11
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optického systému tvofeného MO a TC. Piejdeme-li do polarnich soufadnic zgy = rcosy,
ysm = rsing, X = Rcos®, Y = Rsin®, dostavame vinu ve tvaru

Azyr? 2 -
U X ao/ / ©)exp ( W)\szo?" ) exp (z WTR(;\O;@ )) rdrdep. (3.4)
MO TC

Protoze DH PSF je podle [76] vytvorena interferenci dvou virovych vln, je funkce
propustnosti spirdlni masky dana vztahem t = 322 _ t,,.(r)exp(ilmp). Aby bylo dosazeno
prostorové invariance DH PSF| optické viry musi byt vytvareny v tzkych anuldrnich
zonach s poloméry ry a ry, kde ro > ry. Pro zjednoduseni vypocetniho modelu a moznost
analytického Teseni integralu 3.4 je mozné amplitudovou propustnost masky zapsat pomoci
Diracovy delta funkce t,,(r) = 6(r — r,,). Aplikujeme-li na rovnici 3.4 Jacobiho-Angertv
rozvoj, dosadime-li ¢(r) a vyuzijeme-li ortogonality trigonometrickych funkci, lze provést
integraci vyrazu pres ¢, jejimz vysledkem je komplexni amplituda tvaru

A 2
u X 2may Z it exp (il ®)exp ( ;TfMZOo 2) Ji,n (%ﬂn) Tms (3.5)

kde J;,, je Besselova funkce prvniho druhu a [,,tého radu.

Abychom obdrzeli DH PSF se dvéma laloky, ktera umoznuje rekonstruovat pozici
meéreného bodového zdroje, musi interferujici optické viry spliovat podminku pro rozdil
topologickych naboju Al = |l; — ly| = 2 [77]. Nejmensi stopy dosdhneme uzitim topo-
logickych nabojt [y = 1 a ly = —1, nebof velikost DH PSF je urcena fadem Besselovych
funkei v rovnici 3.5.

Protoze kamera detekuje pouze intenzitu svétla, vysledny tvar DH PSF je dén inter-
ferenci virovych vin popsanych rovnici 3.5. Intenzita DH PSF ziskana z interferenc¢niho
zakona ma tvar

2mR 2mR 2mR
I = 2 J? +2J; | —— J | —— A 20
7m0 [Z ' (/\ch ) ' <)\ch7“1) ! (AfTCTQ) COS(K ot )

kde

m=1

, (3.6)

(1 — Q*)NAZ%:

R = 5

( yi — Myo )
x; — Mxy'
Jednotlivé ¢leny vystupujici v rovnici 3.6 a vyslednd DH PSF jsou vykresleny na obr. 3.
Pro simulaci byly pouzity parametry uvedené v tabulce 3.1.
Ziskany obraz bodového zdroje je podle rovnice 3.6 tvoren interferenci virovych vin
generovanych spiralni maskou. Velikost a tvar DH PSF, ukédzané na obr. 3d), jsou uréeny

® = arctan

12
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Prvni intenzitni ¢len R Druhy intenzitni ¢len
85 =1
N 1 N
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Obrézek 3: Tvar ¢lent rovnice 3.6 prepocitany do predmétové roviny, a) Besselova funkce
tvorena prvni anularni zénou SM (prvni ¢len sumace v rovnici 3.6), b) Besselova funkce
tvorena druhou anuldrni zénou SM (druhy ¢len sumace v rovnici 3.6), ¢) interferenéni clen
s azimutalni zavislosti, d) vyslednd intenzita. e) rotace DH PSF se zvétsujici se defokusaci
¢astice Azy v rozsahu (0; 14, 8) pum.

souctem dvou intenzitnich stop popsanych Besselovou funkei (sumacni ¢len), viz obr. 3a),
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Parametr ro  fmo  fre A Az
Hodnota 2,69 3,80 10 400 532 (0;14,77)
Jednotka mm mm mm mm nm pam

Tabulka 3.1: Parametry SM a zobrazovaciho systému pouzité v simulaci pro vypocet
¢lenu rovnice 3.6.

b), a azimutalni modulaci tvofenou interferenénim ¢lenem, obr. 3 ¢). Dilezitou vlastnosti
vytvorené obrazové stopy je neménnost jeji velikosti pri rozostieni. Tato vlastnost plyne
z nezavislosti intenzitnich ¢lent v rovnici 3.6 na rozostfeni Azj a je projevem nedifrakéniho
siteni svétla generovaného spiralni maskou. Pri rozostieni dochéazi pouze ke zméné inter-
ferencniho c¢lenu, ktery provadi azimutalni modulaci intenzitnich stop a vytvari dva svétlé
laloky typické pro DH PSF. Pro popis vazby mezi rozostienim a rotaci DH PSF je vhodné
uzit polarnich souradnic R a ® s poc¢atkem v (Mxzg, Myy) uré¢enym zvétSenim sestavy a
soufadnicemi virtudlniho zdroje (zo, o). Pak, kdyz Azy = 0, maji pozorované svétlé
laloky DH PSF maxima umisténa v tthlech ® = 0 a & = 7. Pro svétlo pochazejici z de-
fokusovaného zdroje v hloubce Az, je DH PSF thlové natocena tak, ze maxima jejich
lalokt lezi pod dhly & = —kAz/2 a & = © — kKAz/2. UrCenim thlového natoceni
a lateralni pozice sttedu DH PSF tedy ziskdme lokalni hloubku Azy méreného povrchu
v poloze (g, o).

Citlivost méreni rozostieni z thlového natoc¢eni DH PSF lze posoudit z hloubkové pe-
riody A = 27 /k, kterd odpovida rozostreni, pii némz dojde k natoceni DH PSF o thel
2\

(1 — Q*)NAZ;
[75].  Nejvétsi presnosti méfeni je dosaZeno pro nejkrat$i periodu A. ProtoZe s ros-
toucim polomérem 7o vétsi ze zon se () zmensuje a NAqg roste, je snaha maximalizovat 7.
K plnému vyuziti rozliseni dochézi pri maximalni NA.g, kterd je stejna jako numerickd
apertura MO, tedy pti ro shodnym s polomérem pupily MO.

V praktickych aplikacich je tfeba presnost méreni prizptisobit parametrim studovanych
vzorki a axidlnimu rozsahu, ve kterém je DH PSF vyuzivana. Jak bylo ukdzéno v préci [77],
kde byly provedeny vypocty se zohlednénim vlastnosti nedifrakénich virovych svazki ge-
nerovanych spiralni maskou s konecnou sirkou anularnich zén, méreni hloubky lze provadét
v délkovém rozsahu

w. Ta je zavisld na NA.g a poméru poloméru zén fazové masky A =

2
L= V—MO, (3.7)
ro/Ar
kde 75 je stfedni polomér vétsi ze zén fazové masky a Ar $itka anularnich zén. Jak je vidét,
zvetsovanim ry dochazi ke zvyseni defokusacni citlivosti DH PSF a zmenseni vyuzitelného
axialntho rozsahu. Volbou parametri masky je délan kompromis mezi presnosti méreni a
jeho rozsahem.

Drzime-li se pti méfeni v rozsahu urc¢eném 3.7, pak se tvar ani velikost rozptylové
funkce témér neméni a blizi se teoretickému modelu predpokladajicimu zoény popsané
Diracovou delta funkci. Mimo tento rozsah se vsak PSF rozmazava, jeji laloky se defor-
muji, a tim dochazi k znesnadnéni numerického zpracovani a vyhodnoceni dat a zhorseni
presnosti méreni. Skutecny tvar DH PSF pozorovany v experimentu je uveden v kapitole
5 na obr. 26.

Princip numerické rekonstrukce tthlového natoceni DH PSF a zptisob zpracovani mé-
renych dat je diskutovan v nasledujici kapitole.
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4. Zpracovani obrazu a numericka
rekonstrukce dat

Topografické méreni povrchlt provadéné metodou popsanou v predchozi kapitole je
zalozeno na zobrazeni lokaliza¢nich markert umisténych na méreném povrchu a vyhod-
nocenim jejich pozice z modifikované rozptylové funkce zobrazovaciho systému. Lokalni
vyska méreného povrchu je ziskdna z pricné pozice a tthlového natoceni DH PSF. Pro
vyhodnoceni experimentu s velkym poctem lokaliza¢nich markera je treba vyuzit auto-
matické detekce mérenych DH PSF a numerické rekonstrukce jejich natoceni vazanych na
rozostieni v predmétovém prostoru. Pro potieby zpracovani mérenych dat byl vytvoren
rekonstrukéni software v programu MATLAB [78]. Princip rekonstrukce thlového na-
toceni DH PSF je zalozen na metodach digitalniho zpracovani obrazu a vyuziva prede-
vsim procedur prahovani, filtrovani a segmentace obrazu technikou rozvodi s naslednym
znacenim nalezenych objektil.

Segmentace obrazu je slozity proces, jehoz naro¢nost souvisi s charakterem a vlastnos-
tmi objekttl v obraze. Uspéch segmentace je zna¢né ovlivnén i vstupnimi daty. Velky podil
sumu nebo nerovnomérné rozlozeni jasu v obraze mohou segmentaci iplné znemoznit. Pro
zlepseni vysledki segmentacniho algoritmu je vhodné data vstupniho obrazu predzpraco-
vat.

4.1. Predzpracovani obrazu

Predzpracovani obrazu je provadéno zejména k potlaceni Sumu v obraze, nerovnomérnos-
ti osvétleni a potlaceni ¢i zvyraznéni rysii obrazu. K tomu je vyuzivano zejména metod
matematické morfologie, kterad je zamérena na tvar a formu objekti v obraze. Matematic-
ka morfologie je pak pouzita nejen k uvedenym tcelim predzpracovani obrazu, ale dale i
k segmentaci obrazu, pripadné k provadéni méreni vedouci k charakterizovani obrazovych
objektl numerickymi hodnotami, jako je velikost objektii, analyza dominantnich smér,
aj. [79]. V ramci morfologie je definovdno mnozstvi zdkladnich transformaci, z nichz
nékteré budou uvedeny i v této praci. Je nutné si uvédomit, ze vzhledem ke slozitosti
problémt v analyze obrazu je jen ziidka mozné vytesSit dany problém jedinou operaci
(transformaci). To vede k uziti kombinaci elementarnich transformaci [80].

V dalsim je piedpoklddan diskrétni bindrni signdl definovany v Z", ktery dostaneme
vzorkovanim (digitalizaci) signalu spojitého, definovaného v RY. Morfologické transfor-
mace je operatorova relace dvou bodovych mnozin I a B, kde bodova mnozina I odpovida
obrazu a mnozina B se nazyva strukturni element (SE), ktery ma definovany pocatek
(v obrazcich znaceny kiizkem). Priklady strukturnich elementi jsou uvedeny v obr. 4.
Tvar SE je vybran s urcitou znalosti geometrie relevantnich (hledané objekty) ¢i irele-
vantnich (Sum, objekty k potlaceni) struktur v obraze. Nésledné budou definovany pouze
nekteré z morfologickych transformaci, a to dilatace, eroze, uzavreni, otevieni a nasledné
morfologickd rekonstrukce.
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Obrazek 4: Priklady strukturnich elementtt B. Pocatek je znacen kiizkem. Body obsazené
v mnoziné B jsou znacCeny ¢ernym kruhem. Mnozina B nemusi nutné obsahovat pocatek.

4.1.1. Dilatace

Prvni ze dvou zakladnich morfologickych operaci je morfologicka transformace dilatace
mnoziny boda I SE B znacend dp(1), coz je takova mnozina bodt i, ve kterych kdyz je
umistén pocatek B, pak prunik B s I je neprazdny [80]:

Sp(I) ={i| BN 1#0}, (4.1)

coz je mozné napsat také jako sjednoceni mnoziny translaci, které jsou urceny strukturnim
elementem:

Sp(I)= U I, (4.2)

bEB
Priklad dilatace na bindrnim obrazu je uveden na obr. 5.

% ole

a) b) c)

Obréazek 5: Priklad morfologické operace dilatace dg(I) obrazu I strukturnim elementem
B. a) Strukturni element B, b) obraz I, ¢) dilatovany obraz dg([).

Tato transformace mé nésledujici vlastnosti:
e Komutativnost: 0p(A) =d4(B)
e Asociativnost: dc (0(A)) =4 (05(C))
e Rostouci transformace: A C C = d5(A) C d5(C)
e Invariance k translaci:  dg(Ar) = (0g(A))r

4.1.2. Eroze

Eroze je vzhledem k dilataci transformaci dudlni (vzhledem ke komplementu), nikoliv
inverzni. Jejich sekvenéni aplikaci vznikne novy operator, nikoliv vSak operator restaurace
pavodniho obrazu. Plati mezi nimi vztah [79]:

eg(l) = [05(I°)]°. (4.3)
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Eroze je pak definovana nasledovné. Morfologicka transformace eroze mnoziny bodu [
SE B znacend ep([) je takovd mnozina bodu i, ze B je podmnozinou I, kdyz pocatek B
je umistén v bodé i [80]:

es(I) = {i| BLC T}, (1.4)
coz je mozné napsat také jako prinik mnoziny translaci, které jsou urceny strukturnim

elementem:

83([) = bgBIib. (45)

Priklad eroze na binarnim obrazu je uveden na obr. 6.

% °

a) b) c)

Obréazek 6: Priklad morfologické operace eroze eg(I) obrazu I strukturnim elementem B.
a) Strukturni element B, b) obraz I, ¢) erodovany obraz eg(I).

Tato transformace mé nasledujici vlastnosti:
e Antiextenzivnost: Pocatek € B = ecg(A) C A
e Rostouci transformace: A C C = ep(A) Cep(C)
ep(Ar) = (e5(A))r
e (A) = (e(A))-r

e Invariance k translaci:

4.1.3. Otevreni

Sekvenc¢ni aplikaci dualnich transformaci jsou ziskany transformace nové. Nejprve ale
zavedme tzv. transponovanou bodovou mnozinu. Necht B je bodovda mnozina s poc¢atkem
v 0, pak transponovand bodova mnozina B je jeji symetricka bodova mnozina vzhledem
k pocatku:

B={-b|be B}.
Aplikaci dilatace transponovanym SE B na obraz I erodovany SE B dostaneme transfor-
maci otevieni, znacenou vg(I) [80]:

(1) = b3 [e(1)]. (4.6)
Tato operace zrestauruje (samoziejmé s ohledem na vybrany SE) vétSinu puvodniho
obrazu I, vyjma c¢asti uplné odstranénych erozi. FEroze totiz nejen odstrani nezadouci
casti obrazu, ale i ztenci vsechny neodstranéné. Priklad otevieni je na obr. 7. Lze opét

pouzit alternativniho zapisu otevieni vy ([) jako sjednoceni mnoziny vsech posunuti SE
B, jez jsou podmnozinou puvodniho obrazu I:

fyB([):LiJ{Bi | B; CI}. (4.7)

Morfologické otevieni redukuje miru Sumu v obraze a rozpojuje objekty spojené tizkymi
, nosty*.
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a) b) c) d)
Obrazek 7: Priklad morfologické operace otevieni y5(I) obrazu I strukturnim elementem
B. a) Strukturni element B, b) obraz I, c¢) erodovany obraz eg([), d) otevieni yg(I) =

op les(I)].
4.1.4. Uzavreni

Morfologické transformace uzavieni, znacend ¢g(I) vznikne erozi se SE B obrazu dilato-
vaného SE B [80]:

¢p(I) =eplop(1)]. (4.8)
Uzavteni je ekvivalentné formulovano jako prinik vSech posunuti komplementu struk-
turniho elementu B takovych, Ze obraz [ je v tomto komplementu obsazen:

op(l) = Q{Bf | I C Bf}. (4.9)

Protoze otevreni a uzavieni jsou vzdjemné dudlni transformace, lze také psat [81]:
C

op(I) = |U{Bi | Bi C I} . (4.10)

Transformace uzavieni, na rozdil od otevieni, filtruje signal zvenku, vyplnuje vsechny
otvory mensi nez SE a spojuje blizké objekty, jak 1ze vidét na obr. 8.

a) b) c) d)
Obréazek 8: Priklad morfologické operace uzavieni ¢5(I) obrazu I strukturnim elementem
B. a) Strukturni element B, b) obraz I, c¢) dilatovany obraz ég(I), d) uzavieni ¢g(/) =

eploB(1)].

Uziti operaci uzavreni a otevieni snizuje mnozstvi segmentt v obraze, ¢imz zjednodu-
Suje jeho strukturu, pricemz velikost objektu ziistava zachovana. Je vhodné zde podot-
knout, ze otevreni i uzavieni jsou transformace idempotentni, tzn. jejich opakovanym
pouzitim na dany vstup (obraz) vznikne stejny vystup, jako v pripadé pouziti jediné [82].

Vsechny uvedené definice je mozné rozsitit na pripad nebinarniho signédlu, a to nahra-
zenim pruniku mnozin operatorem bodové minimum (point-wise minimum) A, sjednoceni
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mnozin pak bodovym maximem (point-wise mazimum) V. Tyto jsou na obrazech f a g
s identickym definiénim oborem definovany pro kazdy bod x nasledovné [79]:

(f A g)(x) = min [f(x),9(x)], (4.11)
(f V9)(x) = maz [f(x),g(x)]. (4.12)

4.1.5. Morfologicka rekonstrukce

Chceme-li rekonstruovat ptivodni obraz pouze v nékterych ¢astech, které oznac¢ime znac-
kami (ru¢né ¢i automaticky), pak potfebujeme ne jeden, ale dva vstupni obrazy. Prvni,
f, ktery nazveme znackovacem (marker), a druhy, referencni, g, ktery nazveme maskou,
a pozadujeme D; = D,. Vynutime-li u morfologické transformace aplikované na f, aby
zaroven zustala pod obrazem g, pak transformaci nazyvame geodetickou [79]. Za pred-
pokladu f < g je pak geodeticka dilatace znackovace f velikosti 1 vzhledem k masce g
definovana

oM (f) =38 (f) A g, (4.13)

kde 01 je elementarni dilatace a A je vyse definované bodové minimum. Podobné pro
geodetickou erozi, kde pozadujeme g < f:

eMN(f)=eV(f) vy, (4.14)

kde ¢ je elementarni eroze a V je vyse definované bodové maximum. Jsou-li tyto trans-
formace aplikovany (iterovany) az do dosazeni stability, pak je fe¢ o morfologické rekon-
strukci dilataci resp. erozi, které znac¢ime Rg( f), resp. R:(f) [79]. Jejich pribéh je
naznacen na obr. 9 a 10.

a) b) c)

Obrazek 9: Morfologicka rekonstrukce dilataci. a) Vychozi stav, marker f a maska
g, b) geodetickd dilatace, c) findlni rekonstrukce dilataci, v tomto piipadé Rg( f) =

35" (557 (1))

V ramci pripravy obrazu ziskaného v experimentu byla vyuzita zejména transformace
otevieni velkym strukturnim elementem, aby byl potlacen vliv nerovnomérnosti osviceni.
Déle byly vyuzity uzavieni a otevieni velmi malym strukturnim elementem k odstranéni
impulzniho Sumu, tzv. Sum ,stl a pepi“. V takto pripraveném obrazu byly nésledné
detekovany jednotlivé DH PSF a bylo rekonstruovano jejich tithlové natoceni odpovidajici
podle rovnice 3.6 hloubce umisténi ¢astice na studovaném povrchu.
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a) b) c)

Obréazek 10: Morfologickd rekonstrukce erozi. a) Vychozi stav, marker f a maska
g, b) geodetickd dilatace, c) findlni rekonstrukce dilataci, v tomto piipadé R(f) =

e V()

4.2. Rekonstrukce topografie povrchu z thlového na-
toceni

Jednotlivé kroky rekonstrukce tthlového natoceni DH PSF jsou na obrazku 11. DH PSF
na obrazku 11 a) byla vytvorena numerickou simulaci experimentu s parametry uvedenymi
v tabulce 4.1.

0 -45.00°
AP

) 0(1)

a) b) c) d)

Obrazek 11: Schéma procesu numerické rekonstrukce thlového natoc¢eni DH PSF, ukazano
na simulovanych datech. a) Vstupni data simulovana s parametry z tabulky 4.1, b) adap-
tivni lokalni prahovani obrazu, vytvoreni binarni masky a oznaceni jednotlivych lalokiit DH

PSF, ¢) automaticka detekce tézist laloku (¢ervend x) ze vstupniho snimku nasobeného

Vvev

Parametr 7 ro Ar  famo Az
Hodnota 2,69 3,80 0,75 10 3,6925

Jednotka mm mm mm mm (m

Tabulka 4.1: Parametry SM a MO pouzité v simulaci rekonstrukce natoceni DH PSF.

Obraz DH PSF je nejprve normovan tak, aby intenzita v kazdém pixelu pattila do in-
tervalu (0; 1). Tim je zmensen vliv nehomogennosti jasu v obraze a roztazenim histogramu
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je zvétsen kontrast snimku. Pro automatickou detekci jednotlivych laloki DH PSF je
nutné snimek prahovat a vytvorit jeho bindrni masku, jako je na obr. 11b). Hodnota sle-
dovaného parametru kazdého pixelu (v tomto pripadé intenzity) je porovnana se zvolenou
hodnotou, prahem, a na zakladé tohoto porovnani je s danym pixelem provedena operace.
Pro vytvoreni bindrni masky je operaci pfidéleni maximalni (1), popt. minimalni (0) in-
tenzity v zavislosti na tom, zda intenzita pixelu je vétsi nez prah, popr. mensi. V pripadé
vytvareni masek jinych nez binarnich a zvysovani kontrastu lze uzit prahii i vice. Praho-
vaci metody je mozné rozdélit primarné na globéalni a lokalni. Globalni metody hledaji
vhodnou hodnotu prahu napti¢ celym obrazem. To je provadéno na zékladé histogramu.
Nejjednodussi volbou prahu je priumérnd hodnota, pripadné median. Druhou moznosti
je v pripadé bimodalniho rozdéleni histogramu urcit za prah hodnotu lezici mezi maximy
histogramu.

V mnohych pripadech vSak neni histogram obrazu jednoznacéné rozdélen a k urceni
tomatického hledani prahu [83]. Ta je zaloZena na hleddni minimalni sumy vazenych
rozptyli dvou tiid, popredi a pozadi. Hledéani je provadéno iterativné pres vSechny mozné
hladiny prahu. Mame-li histogram s N tridami, z nichz kazda ma cetnost P, pak pro prah
T € (1; N) vypocteme pro pozadi (b, z anglického background)

W) = Y PG
M,(T) = 3 I;i:((;)) (4.15)
AT) = Sl = M o

W, je vdha pozadi pro dany prah, M, stiedni hodnota a o2(T) je rozptyl t¥idy pozadi.
Obdobné pro popredi (f, z anglického foreground) piseme

=T
N ..
iP(7)
M(T) = , (4.16)
! ; Wi (T)
N .
, P(i)
of(T) = ) [i— My(T)]" :
d ; Wy(T)
Celkovy vézeny rozptyl o2, (T) pro danou hodnotu prahu T' pak vypocteme
o (T) = Wy(T)oy(T) + Wi(T)o i (T). (4.17)

Rozptyly o3, (T) vypoctené pro vSechny hodnoty 7' porovndme a nalezneme minimum.
Odpovidajici hodnota 7' je pak zvoleny prah.

Vyse popsana procedura prahovani umoznuje stanovit v jednom kroku globalni hod-
notu prahu vhodnou pro cely obraz. Globélni stanoveni prahu v realnych podminkach

21



4.2. REKONSTRUKCE TOPOGRAFIE POVRCHU Z UHLOVEHO NATOCENI

ale ¢asto narazi na problém nerovnomérnosti osvétleni v obraze. Césti vysledného obrazu
jsou pak oznaceny za pozadi, protoze spadaji pod hranici stanoveného prahu 7'. Pro mini-
malizaci tohoto vlivu a ziskani presnéjsi binarni masky ve vSech ¢astech obrazu je vyhodné
uzit adaptivniho lokalniho prahovani. To hledd hodnotu prahu pro kazdy pixel zvlast na
zékladé jeho okoli (neznamend nutné jen sousedni pixely). Metoda adaptivniho prahovani
pouzitd v této diplomové praci pochazi od Bradleyho a Rotha [84] a je zaloZena na pra-
hovani predstaveném Wellnerem [85]. Wellnerova metoda prahovéni je rychla a vyzaduje
pouze jeden priitbéh celym vstupnim snimkem. P1i tomto pribéhu je hodnota intenzi-
ty kazdého pixelu porovnana s klouzavym primeérem predchozich s pixeld. Je-li nizsi o
t procent nez tento prumeér, je pixel vyhodnocen jako pozadi a je mu pridélena inten-
zita minimdlni (0). V opaéném piipadé je mu pridélena maximélni intenzita (1). Pixely
vstupniho snimku jsou prochézeny po fadach stiidavé zleva doprava a zprava doleva, aby
byla minimalizovana chyba pti prechodu na novy radek. Tato metoda vsak na tikor své
rychlosti vnasi chyby. Jedna je zfetelna zvlasté na okrajich, kde jsou vytvareny stiidavé
pruhy maxim a minim v zavislosti na sméru vyhodnoceni daného fadku. Korekeci této
chyby navrhl uz sam autor, a to prumérovanim hodnoty pixelu s odpovidajicim pixelem
v predchozim tadku. Druhym problémem je, jakou hodnotu pridélit prvnim pixeltim,
jez jsou porovnavany s méné nez s pixely. Autor navrhl vzit jejich méfenou hodnotu
a porovnat ji se stfedni hodnotou z rozsahu intenzit snimku s tim, ze pripadné chyba
ovlivni pouze zanedbatelné maly pocet pixelt. Hlavnim problémem Wellnerovy metody a
divodem, pro¢ Bradley a Roth metodu rozsitili, vSak je, ze zalezi na sméru skenovani ve
snimku a také, ze s predchazejicich pixelt neni dostateénym reprezentantem okoli zkou-
maného pixelu. Jejich metoda adaptivniho prahovani pocitda primeér z s X s okolnich
pixeld, s nimz porovnava hodnotu pixelu. Je-li I(z,y) zkoumand intenzita pixelu x-tého
radku a y-tého sloupce a M(x,y) pramérnd hodnota intenzity s x s okoli zkoumaného
pixelu, pak plati kritérium

100 — ¢
I(z,y) < M(z,y) 100 — I(z,y) =0,

100 — ¢ (4.18)
I(x,y) > M(z,y) 100 — I(z,y) = 1.

Lokalni adaptivni prahovani provedené timto zpiisobem je pomalejsi nez Wellnerovo,
avsak pouze o jeden pribéh snimku. Benefitem je vyrazné presnéji ur¢end hodnota prahu
v kazdém pixelu a vysledny obraz neobsahujici artefakty vzniklé na okrajich pti prechazeni
na nasledujici fadek. Je ovSem nutné volit vhodnou velikost oblasti s, nebof nevhodnou
volbou je vyrazné prodluzovan vypocetni Cas.

Poté co jsou laloky DH PSF prahovanim oddéleny od pozadi snimku, je nutné provést
jejich oznaceni a pridélit jim jednoznacny identifikdtor. Metod znaceni je velké mnozstvi.
V nasledujicim textu je rozvedena pouze technika rozvodi, uzita pii zpracovani dat v této
praci. Tato morfologickda metoda segmentace je zalozena na predstavé obrazu jako to-
pografického reliéfu postupné zaplavovaného vodou. Jednotlivé oblasti (povodi) jsou
zapliovany vodou z lokdlnich minim obrazu. V mistech, kde by mohlo dojit ke spojeni
dvou povodi jsou vytvoreny hraze. Proces zaplavovani je zastaven pri dosazeni maxima
obrazu. Vysledny obraz je rozdéleny do oblasti jednotlivych povodi oddélenych hrazemi.
Poté jsou vsechny pixely spadajici do jednoho povodi oznaceny stejnym unikatnim iden-
tifikdtorem. Princip techniky je naznacen na obr. 12. Problémem této techniky je nad-
mérna segmentace obrazu, jak lze vidét na obr. 13. Ta je zplisobena Sumem ¢i lokalnimi
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c)

Obrazek 12: Princip segmentace obrazu technikou rozvodi, zde ukazano na datech z 1D
detektoru. a) Profil intenzity, b) zapliiovani oblasti z lokalnich minim, ¢) vytvoreni hraze,
kde by doslo ke spojeni dvou oblasti, d) dosazeno maximum intenzity, vSechny hraze
vytvoreny, oblastem pridéleny identifikitory (zde ¢isla 1 az 5).

a)

Obrazek 13: Nadmérnd segmentace obrazu technikou rozvodi. a) Vstupni obraz, b) tech-
nika rozvodi aplikovana pfimo na komplement vstupniho obrazu. Jednotlivé barvy
oznacuji dané identifikdtory, hraze jsou znaceny cerné. Vstupni obraz obsahuje Sum
s rovnomérnym rozdélenim.

nepravidelnostmi, které poté zpusobuji vznik podoblasti, protoze kazdé lokalni minimum
je pocatecnim bodem povodi. Tato technika je tedy vzdy bud predchézena eliminaci
malo vyznamnych minim nebo je nasledovana spojovanim oblasti patticich do stejného
segmentu. PTi rekonstrukei natoceni DH PSF je v tomto kroku nutné v odprahovanych
lalocich vytvorit lokalni minima pro pouziti techniky rozvodi. To je mozné provést bud
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inverzi intenzity obrazu, nebo pouzitim funkce mérici vzdalenost daného pixelu od nej-
blizstho nenulového pixelu. Pii uziti druhé z moznosti je mozno dosdhnout presnéjsich
vysledki, avsak pouze pokud je pocet pixeli spadajicich na jeden lalok dostatecné velky.
V takovém pripadé je vyhodné uzit funkce vzdalenosti na komplement obrazu, ktery
je nasledné invertovan. V pripadé, ze pocet pixelu spadajicich na jeden lalok je maly,
je vhodnéjsi v obraze s invertovanou intenzitou imponovat minima, coz potlac¢i vsechna
ostatni lokalni minima. Varianta prvni, vyuzivajici funkce vzdéalenosti, je demonstrovana
na obr. 14. Druh& varianta, vyuzivajici impozice minim, vychazi z rekonstrukce erozi,
popsané v c¢asti 4.1.5, a jeji vysledky jsou na obr. 15 pro stejnd vstupni data jako v pii-
padé prvnim. Vzhledem k tomu, zZe technika s impozici minim je pouzitelnd v obou
pripadech vzorkovani DH PSF, byla upfrednostnéna pii zpracovani dat namérenych v ex-
perimentu. Aplikaci techniky rozvodi ziskavame dva odprahované laloky s prirazenymi
¢iselnymi identifikatory (¢isla 1 a 2 v obr. 11D).

Obrazek 14: Reéeni nadmérné segmentace obrazu technikou rozvodi uzitim funkce
vzdélenosti (distance function). a) Vstupni obraz s velkym vzorkovanim - poc¢tem pi-
xelt pod laloky DH PSF, b) funkce vzdalenosti aplikované na a), ¢) segmentace rozvodim
z komplementu b), d) vstupni obraz s malym vzorkovanim lalokt, e) funkce vzdalenosti
aplikovand na d), f) segmentace rozvodim z komplementu e). Lze vidét, Ze pro malé
vzorkovani neni pouziti vzdalenostni funkce optimalni.

Poté, co je obraz DH PSF odprahovan a jeji laloky jsou oznaceny identifikatorem
(obr 11b), je binarni maska DH PSF Vynésobena pﬁvodnim obrazem. V jednotlivych

Vv

Vv

jejich vypoctu je brana hodnota intenzity pixelu jako jeho vaha. V obr. 11¢) jsou temste
znacena Cervenymi X. Pro urceni lateralni polohy c¢astice na vzorku je v tomto kroku
také urcena poloha celkového tézisté vyhodnocované DH PSF, viz bily kiiz na obr. 11c¢).

24



4. ZPRACOVANI OBRAZU A NUMERICKA REKONSTRUKCE DAT

g g (f+1)Ag Hi(ﬁ ];\y{_ﬂ)
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m

a) b) c)
d) e) f) g)

Obrazek 15: Resenf nadmérné segmentace obrazu technikou rozvodi za pouziti impozice
minim. a) - ¢) Princip impozice minim, d) - g) Aplikace techniky na simulovany obraz
s rozdilnym vzorkovanim. a) Vstupni signal f a znackovaci signdl pro pozici minim g,
b) bodové minimum mezi f + 1 a g, tzn. (f + 1) A g, ¢) rekonstrukce erozi signilu
(f + 1) A g ze znackovaciho signalu g. d) Vstupni obraz s velkym vzorkovanim - poctem
pixeli pod laloky DH PSF, e) segmentace rozvodim z komplementu d) s imponovanym
minimem v kazdém z laloki DH PSF, f) vstupni obraz s malym vzorkovanim laloki,
g) segmentace rozvodim z komplementu f) s imponovanymi minimy.

Vviev

¢niho souradného systému je vyhodnocena jako nato¢eni DH PSF, viz obr. 11d). Zjistény
uhel natoceni DH PSF pak odpovida lokalni vySce méreného povrchu, jak bylo ukazano
v rovnici 3.6.

V redlném experimentu je soucasné méreno velké mnozstvi DH PSF a jejich polohu
a natoceni je nutné rekonstruovat automaticky. Rekonstrukéni algoritmus byl nejprve
testovan na teoretickych datech, kterd nejsou ovlivnéna negativnimi experimentalnimi
vlivy. Pro testovani principu rekonstrukce vice bodovych objektt byla vytvorena dvo-
jice DH PSF. Experimentalni parametry sestavy byly opét zvoleny podle tabulky 4.1.
Pricnd a podélna poloha vztazena k predni ohniskové roviné mikroskopového objektivu
byla [—4,75; —4,75;2,46] pm pro prvni bod a [2,38;2,38;3,69] um pro druhy z bodi.
Tomu dle vztahu 3.6 odpovida teoretické ihlové natoceni DH PSF 30° a 45°. Natoceni
kazdé z DH PSF je mozné rekonstruovat postupem popsanym prii diskuzi obrazku 11. Aby
bylo mozné postup aplikovat, je nutné nejprve nalézt pozice jednotlivych DH PSF, a déle
pracovat jen s malym vyTezem kolem jejich stiedu. Pak je mozné aplikovat postup rekon-
strukce natoceni na kazdou DH PSF samostatné. Situace je schematicky znédzornéna na
obr. 16. Obrazek 16 a) ukazuje simulovany zadznam dvou DH PSF v odli$nych hloubkach.
Pro nalezeni pri¢nych pozic jednotlivych DH PSF je provedeno lokalni adaptivni prahovani
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Spm

a) b) c) d)

Obrazek 16: Schéma procesu automatické detekce DH PSF v obraze a nasledna numerické
rekonstrukce thlového natoc¢eni DH PSF. Ukazano na simulovanych datech s polohami
[—4,75; —4,75;2,46] pm a [2,38;2,38;3,69] um. a) Vstupni snimek simulovany s para-
metry z tabulky 4.1, b) adaptivni lokdlni prahovani obrazu, vytvoreni bindrni masky,
¢) oznaceni jednotlivych DH PSF a automatickd detekce jejich tézist, kolem kterych je
proveden vytez, d) rekonstruovand natoceni provedend postupem na obr. 11.

obrazu, viz obr. 16 b). Aby bylo mozné detekovat centrum, kolem kterého bude proveden
vyTez, jsou objekty oznaceny technikou rozvodi. Objekty blizsi nez jista vzdalenost, ktera
je ur¢ena z parametriit DH PSF, jsou oznaceny jako soucasti jednoho objektu, jehoz identi-
fikator pak slouzi k oznaceni dané DH PSF a jehoz tézisté je urc¢eno za centrum vytezu. To
je ukdzano na obr. 16 ¢). Poté je proveden vytez velikosti 31 x 31 pixelt a natoceni kazdé
z DH PSF je rekonstruovano postupem uvedenym v obrazku 11. Simulované DH PSF
byly programem zpracovany a thlové natoc¢eni DH PSF bylo rekonstruovano s vysokou
presnosti odpovidajici 0,01°. Pti uvedenych parametrech simulované DH PSF odpovida
této nepresnosti rekonstruovaného thlu chyba v detekci podélné pozice asi 80 nm. Tato
chyba je pri celkovém pracovnim rozsahu 18, 67 um malé. Vysledek ale ukazuje nemoznost
zcela presné rekonstrukce tthlového natoceni DH PSF i na drovni simulovanych dat. To
je zptisobeno vzorkovanim DH PSF a koneénym poctem pixelt pod jejimi laloky. Pri
zpracovani realnych experimentalnich dat se kromé vzorkovani DH PSF podili na ptes-
nosti rekonstrukce také mnozstvi Sumu v obraze. Vliv téchto dvou efekti na rekonstrukci
natoc¢eni DH PSF je testovan v néasledujicich simulacich.

Velikost a defokusac¢ni citlivost DH PSF je urcena NA.g, popsanou v rovnici 3.6,
kterd je zavisla na ohniskové vzdalenosti mikroskopového objektivu a parametrech masky.
Pii konstantni ohniskové vzdalenosti MO se velikost DH PSF zmensuje s rostoucim
polomérem zén spiralni masky. Zmensovani velikosti DH PSF mtize pti uvazeni konecné
velikosti pixelu detektoru vést ke snizeni presnosti rekonstrukce jejiho natoceni nebo uplné
nemoznosti jednotlivé laloky rozlisit. Vyhodnoceni vlivu vzorkovani na presnost rekon-
strukce DH PSF je na obr. 17. Vzorkovani pouzité v simulaci bylo ziskdno prepoctem ve-
likosti pixelu CCD kamery do predmétového prostoru. Pro prepocet byly pouzity realné
parametry CCD a experimentalni sestavy tak, jak jsou pozdéji vyuzivany v experimen-
talni ¢asti. Velikost pixelu CCD je 7,4 um a po vydéleni celkovym zvétsenim systému 40 x
ziskavame velikost pixelu v pfedmétovém prostoru 0, 185 ym. Simulované DH PSF jsou
vytvoreny pro mikroskopovy objektiv s ohniskovou vzdélenosti fyio = 10 mm a velikost
obrazovych stop je skalovana zménou poloméru radidlnich zén spirdlni masky. Natoceni
DH PSF bylo 30° ve vSech simulovanych pripadech. 7 vysledkil simulaci na obrazku
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Obrazek 17: Testovani presnosti rekonstrukce tihlového natoc¢eni DH PSF v zavislosti na
vzorkovani zaznamenaného obrazu. Vzorkovani obrazu je simulovano pro velikost jednoho
pixelu CCD 7,4 ym a celkové zvétseni systému 40x. Parametry SM jsou voleny tak, aby
byl vytvoren reprezentativni vzorek DH PSF umoznujici demonstraci vlivu vzorkovani
na presnost rekonstrukce thlového natoceni. Od pripadu f) muselo byt pro vyhodnoceni
pouzito kombinace lokalniho a globalniho prahovani.

17 je patrné, Ze se zvysovanim vzorkovani laloktt DH PSF je zvySovana presnost rekon-
strukce jejiho tthlového natoceni. Nejmensi presnosti je dosazeno v pripadé nejhorsiho
vzorkovani, které v krajnim pripadé znemozni rotaci DH PSF vyhodnotit. Pfi téchto
uvahach je vsak nutné vzit v potaz také zménu citlivosti méreni na defokusaci zptisobe-
nou klesajici hodnotou NA.g. Optimalni vzorkovani DH PSF zptsobené snizenim NA.g
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snizuje presnost méreni vlivem mensi citlivosti DH PSF na rozostieni. Pri rekonstrukei
DH PSF byla z nepresnosti rekonstrukce tthlového natoceni vypoctena odchylka urceni
polohy 0zy v zavislosti na NA.g, jez je vynesena v tabulce 4.2. Lze pozorovat zvySovani
presnosti urcéeni polohy se zvysujici se hodnotou NAgg, a to i pres rostouci chybu urceni
rotace. Vzhledem k presnosti urc¢eni ihlového natoceni a pritom dostatecné velké citlivosti
meéreni byly jako optimdalni parametry uréeny r; = 2,69 mm a ry = 3,80 mm, které budou
pozdéji vyuzity v experimentalni ¢asti.

Obr. NAegg A (um) AP (°) Azy (pm)

17a) 0,095 236,316 0,01 0,013
17b) 0,190 59,079 0,29 0,095
)
)

17¢c) 0,285 26,257 1,32 0,193
17d) 0,380 14,770 0,91 0,075
17e) 0,475 9,453 2,55 0,134
17f) 0,570 6,564 1,88 0,069
17g) 0,665 4,823 1,34 0,036
17h) 0,760 3,692 8,68 0.178

Tabulka 4.2: Tabulka zavislosti citlivosti méfeni na NA.g. Chyba urceni Azy vypoctena
z chyby thlové rotace A® a periody rotace A. Za optimalni parametry SM z hlediska
citlivosti a presnosti rekonstrukce tthlového natoceni DH PSF byly urceny parametry
v pripadé d), tedy r = 2,69 mm a o = 3,80 mm.

Druhym vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje realna experimentalni data a zhorsuje
presnost rekonstrukce natoc¢eni DH PSF, je Sum. Vlivy Sumu zapric¢inuji nedostatecény
kontrast obrazu, kterym je i pri pouziti adaptivniho prahovani zptsobena Spatnéa de-
tekce jednotlivych DH PSF. Tou muze byt jak urceni DH PSF za soucast pozadi, nebo
naopak oznaceni ¢asti pozadi jako falesnych DH PSF. Vliv Sumu na rekonstrukei ithlového
natoceni je demonstrovan na obr. 18. Simulované DH PSF byly vytvoreny pro para-
metry zvolené na zakladé predchozi simulace presnosti rekonstrukce tthlového natoceni.
Byly zvoleny parametry z obr. 17d), tedy poloméry zén fazové masky r; = 2,69 mm,
ro = 3,80 mm a ohniskova vzdalenost mikroskopového objektivu fyio = 10 mm. Natoceni
DH PSF bylo zvoleno 30° pro vSechny pripady. Obrazek 18 a) zachycuje simulovanou DH
PSF bez sumu. V obrazcich 18 b)-h) byla pfiddvana rostouci hladina Sumu s rovnomérnym
rozdélenim vyjadiend pomérem signalu vici sumu S/N. Z obrazku je patrné, ze s rostouci
hladinou Sumu se snizuje presnost urc¢eni tithlového natoceni DH PSF| az je pii velké
hladiné Sumu rekonstrukce znemoznéna, viz obr. 18¢), h). Z provedenych simulaci byla
urc¢ena hladina Sumu, pro kterou je rekonstrukce proveditelna s primérené malou od-
chylkou thlového natoceni a pro kterou je rekonstrukce opakovatelna. Tato hodnota,
vyjadrena v poméru signalu k sumu je S/N=1/0,4.

V numerickych simulacich byly testovany dva hlavni vlivy ovliviiujici presnost rekon-
strukce thlového natoceni DH PSF. 7 vysledkti numerickych simulaci vyplyva, ze pti
realizaci experimentu je v ziskaném zdznamu dilezité maximalizovat pomér signalu vuci
sumu. Pro optimalni presnost rekonstrukce nato¢eni DH PSF je dédle nutné volit paramet-
ry fazové masky takové, aby byly laloky DH PSF vzorkovany dostateénym mnozstvim pi-
xelll detektoru a pritom byla zachovana vysoka defokusacni citlivost. Defokusacni citlivost
rotace je zaroven vazana na axialni rozsah, v ramci kterého je zachovan neménny tvar DH
PSF. Experiment je tedy nutné provadét i s ohledem na parametry studovaného vzorku.
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S/N=1/0.0 S/N=1/0.1 S/N=1/0.2 S/N=1/0.3

-29.96° BRI 32.39° -928.18°

S/N=1/0.4 S/N=1/0.6 S/N=1/0.8

-98.14° -34.40°

e) f) g) h)

Obrazek 18: Vliv sumu na rekonstrukei tthlového nato¢eni DH PSF. Mira sumu je kvan-
tifikovdna pomérem signalu vici Sumu S/N. Obrézek a) ukazuje simulovanou DH PSF bez
sumu. Nasledujici snimky ukazuji nartst nepresnosti rekonstrukce tthlového natoc¢eni DH
PSF se snizujici se hodnotou S/N. Pfi mezni hodnoté S/N je rekonstrukce znemoznéna,
viz obr. g), h).
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5. EXPERIMENTALNI MERENI DIFUZNE ODRAZNYCH POVRCHU

5. Experimentalni méreni difiznée
odraznych povrchu

Jak bylo ukazano na pocatku kapitoly 3, difuzni vzorky lze zobrazovat neptimo de-
tekei ¢astic nanesenych na jejich povrchu. Predné je treba zajistit rovnomérnost ro-
zlozeni nanocastic po zkoumaném povrchu a rovnomérnost osvétleni povrchu. Jsou-li
castice nahromadény, jejich DH PSF se prekryvaji, coz znesnadnuje jejich rekonstrukei,
viz obr. 19. Na obr. 19a) je vyfez snimku z kamery, na kterém je shluk ¢astic, jez se
vzajemné prekryvaji. Na obrazcich 19b), resp. 19¢) je pak prahovani daného snimku
pouze globalnim, resp. lokalnim prahem. Nerovnomérné osvétleni povrchu nebo naneseni

a) b) c)

Obréazek 19: Shluky c¢astic vytvorené pfi jejich nerovnomérném rozprostieni po méreném
povrchu. a) vyfez snimku z kamery, b) prahovani globalni, ¢) prahovani lokalni. Je patrné,
ze ani jednim druhem prahovani pouzitym samostatné neni mozné vytvorit pouzitelnou
bindrni masku.

¢astic pouze do ¢asti zorného pole znemoznuje rekonstrukei topografie povrchu v urcitych
oblastech, a tim je celkova presnost méreni zhorsena. Nerovnomérné rozlozeni c¢astic
na povrchu a nerovnomérnost osvétleni jsou demonstrovany na obr. 20. Obrézek 20a)
ukazuje celé zorné pole, obrazky 20b) - e) vyfezy jednotlivych ¢asti zorného pole, je-
jichz hladina osvétleni a pocty nanesenych c¢astic se riizni. V horni ¢asti zorného pole je
lepsi pomér S/N, nez v ¢asti dolni. Dochéazi zde vsak k prekryvu nékterych castic, coz
znemoznuje rekonstrukei jejich polohy. V dolni ¢asti je zase nizky pomér S/N; coz, jak
bylo ukézano v zavéru predchozi kapitoly, rekonstrukci znesnadni az znemozni. Prava
dolni ¢ast obr. 20a), tedy vytez e), obsahuje fidce rozmisténé castice. V pokrocilém
provedeni experimentu je moznost vyuzit ¢astic napr. magnetickych ¢i jinych nanocastic,
jez by umoznily jejich kontrolované naneseni a rozmisténi po povrchu.

V této praci je proveden pouze zadkladni experiment, kde je ndhodného rozmisténi
nanocastic dosazeno jejich Brownovskym pohybem v roztoku naneseném na méreny povrch.
Aby nedochéazelo k prekryvu DH PSF z davodu priliSného mnozstvi ¢astic na povrchu,
je koncentrovany roztok cCastic nejprve rozredén vodou. Pipetou je nanesena kapka na
meéteny povrch vzorku a prikryta krycim sklickem v ptipadé plandrnich povrchi. U
kulovych povrchi je prikryti nemozné, kapka tedy byla pouze rozetfena po povrchu.
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d) e)

Obrazek 20: Demonstrace nerovnomérnosti osvétleni a naneseni ¢astic na povrchu. a) vs-
tupni snimek celého zorného pole. a) - d) priblizené vyrezy. Snimky ukazuji ubytek
rekonstruovatelnych DH PSF pri postupu do pravé dolni ¢asti celkového zorného pole.
Vytez e) neobsahuje prakticky zddné rekonstruovatelné DH PSF.

Po vyschnuti roztoku a ulpéni vsech ¢astic na méreném povrchu byl vzorek pripraven
k méfeni a ulozen na piezoelektricky posuv.

5.1. Testovani a vybér nanesenych castic

Jak bylo vyhodnoceno v predchozi kapitole, je pro velkou presnost rekonstrukce povrchu
dilezité, krom rovnomérnosti osvétleni a naneseni c¢astic, maximalizovat pomér signalu
k Sumu a kontrast a zajistit dostatecné vzorkovani jednotlivych DH PSF. Experiment je
mozné provadét s riznymi druhy ¢astic pouzitymi jako lokaliza¢ni markery. V diplomové
praci bylo testovano pouziti zlatych nanocastic a fluorescencénich polystyrenovych kulicek.
V obou ptipadech je nutné potlacit difizné odrazené svétlo, které ma Lambertovské ro-
zlozeni [86]. Toho je dosahovédno rozdilnymi prostfedky podle druhu ¢astic. V pripadé
kovovych nanocastic je dopadajici svétlo odrazeno, ma tedy stejnou vlnovou délku \; jako
diftzné odrazené svétlo. K potlaceni difiizniho odrazu pii zobrazeni kovovych nanocastic
je mozné vyuzit vlastnosti spiralni masky, ktera se pri vytvareni nedifrakénich svazkt
chova jako prostorovy filtr. Rovinné viny dopadajici na difuzni povrch jsou odrazeny pod
riznymi thly. Vétsina téchto vin je pak blokovana amplitudovou maskou, s vyjimkou
nekterych, které maji takovy odklon, Ze v zadni ohniskové roviné objektivu jsou lokali-

32



5. EXPERIMENTALNI MERENI DIFUZNE ODRAZNYCH POVRCHU

Ai )\i
A \
T
T
— T >
e
—
/
/
| E/\

Y
Y

emisni filtr

b) d)

Obrézek 21: Uzivané mechanismy k potlaceni svétla diftzné odrazeného od povrchu
v piipadé naneseni kovovych a fluorescenc¢nich ¢astic na méreny povrch a), b), a snimky
z kamery v obou pripadech ¢), d). a) Prostorova filtrace diftizné odrazeného svétla ampli-
tudovou propustnosti masky pti uziti kovovych ¢éstic, b) filtrace difizné odrazeného svétla
emisnim filtrem pri uzit{ fluorescencnich ¢éstic, ¢) snimek z kamery pri uziti kovovych ¢as-
tic, d) snimek z kamery pii uziti fluorescencnich ¢astic. Velikost jedné ¢astice je 100 nm
u zlatych ¢astic a 500 nm u fluorescencnich.

zovany v transparentnich zénach masky. Tim je potlacena vétsina difizné odrazeného
svétla. Negativnim efektem je c¢astecné potlaceni signalu pochézejiciho také od kovové
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nanocastice. Popsany mechanismus je schematicky zndzornény na obr. 21a). Svétlo od
nanocastic dale prochazi sestavou zpiisobem jiz popsanym v kapitole 3. Fluorescencni
castice jsou excitovany dopadajici vinou s vlnovou délkou \;. Kulova vina z nich nasledné
vyzéfend ma vlnovou délku Ay > \;. Difuzné odrazené svétlo je pak potlaceno emisnim
filtrem na zakladé vinové délky. Mechanismus je vyobrazen na obr. 21b). Obrazky 21 c)
a 21 d) ukazuji DH PSF ziskané pti pouziti kovovych a fluorescenénich nanocastic. Rozdil
v kontrastu je ocividny. Pouzité ¢astice mély velikost 100 nm v pripadé zlatych castic a
500 nm v pripadé fluorescencnich.

Pro hodnoceni kvality obrazu je bézné vyuzivano poméru signalu k Sumu (SNR, signal-
to-noise ratio), pripadné spickového pomeéru signalu k sumu (PSNR, peak signal-to-noise
ratio) definovaného jako:

Psi né. s v
SNR =10 - lOglO (ﬁ) =10- lOgl() (%) , prip. (51)

MAX? )

(5.2)

kde Pignai je primérny vykon signalu a Py, je primérny vykon sumu, které jsou ve zpra-
covani obrazu standardné pocitany jako priumérnd hodnota signdlu (pixelu) ps a stfedni
kvadratickd odchylka MSE (mean squared error). Pro $pickovy pomér signilu k Sumu
je namisto prumérné hodnoty pixelu uzivina maximélni hodnota pixelu obrazu MAX];.
Vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Céstice Velikost (nm) SNR  PSNR
Zlaté 100 11,62 73,83
Fluorescenc¢ni 500 21,03 97,34

Tabulka 5.1: Vypoctené poméry signalu k Sumu pro rizné c¢astice, méreno ze snimkl na
obr. 21c) a 21d).

Protoze SNR je i v pripadé zlatych ¢astic lepsi, nez hrani¢ni hodnota SNR umoznujici
rekonstrukci SNR = 10 - logyp (1/0,4) = 3,98 z obrazku 18, je mozné vyuzit k méfeni
i tyto ¢éastice. To je demonstrovano na méreni rovinného povrchu na obr. 22a). Stejny
povrch byl zméfeny i pomoci fluorescencnich Castic a je ukazan na obr. 22b). Jak bylo
diskutovano v zavéru kapitoly 4, je vhodnéjsi pracovat se snimky s vyssim kontrastem a
snadnéjsim prahovanim. Vliv volby prahu na segmentaci je vidét na obr. 23a), b).

Ac¢ jsou obé varianty v experimentu pouzitelné, volba fluorescencnich castic skyta lepsi
kontrast a pomér signalu k Sumu. Pouziti zlatych nanocastic vyzaduje zvlasté citlivou
volbu prahu (obr. 23). V pripadé zlatych ¢éstic je tfeba dbat také na dostatetnou vza-
jemnou separaci, aby se signaly na kamere neprekryvaly a nedochézelo k interferen¢nim
efektiim mezi jednotlivymi DH PSF. Proto jsme pracovali s fluorescenénimi ¢asticemi a
v dalsim textu budou c¢asticemi rozumény castice fluorescenéni a pouzité casti sestavy
budou tomu odpovidajici.

5.2. Experimentalni sestava

Princip meéreni difiznich povrchii navrhovanou metodou, byl ovéren a realizovan pomoci
experimentalni sestavy na obr. 24. V osvétlovaci ¢asti sestavy se vyuziva komeréné dos-
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x  190-145 y X 190 -145  y
a) b)
Obréazek 22: Rekonstrukce rovinného povrchu lokalizaci rozdilnych druht ¢astic nane-
senych na méfeném povrchu. a) kovové (zlaté) nanocéstice o velikosti 100 nm, b) fluo-

rescencni nanocastice o velikosti 500 nm. Je patrné, Ze v piipadé a) je citliva volba prahu
nezbytnosti, a i tehdy je vyrazny vliv pozadi.

zvySovani prahu

b) Fluo d)

Obrézek 23: Demonstrace vlivu volby prahu pifi pouziti rozdilnych typt castic.
a), b) Vyfez z obrazu povrchu s nanesenymi zlatymi, resp. fluorescenénimi casticemi
velikosti 100 nm, resp. 500nm. c¢), d) Ziskané bindrni masky pro zvySujici se hladinu
prahu zleva doprava.

tupnd osvétlovaci ¢ast fluorescenéniho mikroskopu a pres dichroicky filtr DF (Nikon B-2A)
a objektiv mikroskopu MO (Nikon CFI Plan Fluor 20x/0.5) je svétlo pfendSeno na vzorek.
Vzorek je umistén na piezoelektrickém posuvu P (Physik Instrumente P-621.ZCD), ktery
je vyuzivan k presnému a kontrolovanému posuvu v podélném sméru optické osy. Fluo-
rescencni ¢astice (Phosphorex 2103A, velikost 500 nm, excitaéni vinova délka 400—480 nm,
emisni{ vlnova délka 480 — 550 nm) nanesené na vzorku jsou excitovany a emituji svétlo, jez
je zpétné sbirdno mikroskopovym objektivem vyuzivanym pro excitaci. Svétlo postupujici
do zobrazovaci casti systému je filtrovano emisnim filtrem, ktery propusti svétlo pouze
od nanesenych nanocastic. Fazova maska SM nemiize byt umisténa v zadni ohniskové
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Obréazek 24: Schéma experimentdlni sestavy pro métreni difiznich vzorkt virovou to-
pografickou mikroskopii. Soucasti: Z - zdroj osvétleni, DF - dichroicky filtr, EXF - ex-
citacni filtr, EMF - emisni filtr, MO - mikroskopovy objektiv, P - piezoelektricky posuv,
C1 a C2 - teleskopicky systém, SM - spiralni fazova maska, TC - tubusova ¢ocka, CCD -
kamera.

roviné objektivu, protoze by lezela v osvétlovaci ¢asti sestavy a branila by excitaci ¢astic
na vzorku. Zadni ohniskova rovina MO je tedy zobrazena 4f systémem do roviny SM.
Teleskopicky systém, jenz je slozen z ¢ocek C1 a C2 o ohniskové vzdalenosti fo; = foy =
200 mm, promita zadni ohniskovou rovinu MO do roviny SM s jednotkovym zvétSenim,
proto jsou zachovany podminky pouzité v ¢asti 3.1.

SM moduluje dopadajici svétlo jak amplitudove, tak fazove. Amplitudovou modu-
laci zajistuji oblasti tvofené tenkou kovovou vrstvou, které zastavuji dopadajici svétlo,
viz obr. 25a). Zbylé oblasti, propoustéjici svétlo, zajistuji fazovou modulaci retardaci
svazku zvétsujici se s azimutdlnim dhlem. Teoreticky model byl vytvoren pro SM s trans-
parentnimi zénami popsanymi Diracovou delta funkci a spojitou zménou virové faze, viz
obr. 25b). Toho vsak v experimentu nelze dosdhnout, je tfeba pracovat s kone¢nou sirkou
zon a fazi rozdélenou do omezeného poctu diskrétnich irovni. Propustné zény SM jsou
tvaru mezikruzi se sitkou Ar a stfednimi poloméry r; a ry. Dostateény pocet irovni virové
faze je 8 [74]. Aplikovand modulace tvoii virové svazky s topologickymi naboji l; =1 a
lo = —1. Podobu experimentalni fizové masky lze vidét na obr. 25¢), jeji parametry
pak v tabulce 5.2. 'V experimentu je potieba navrhnout parametry masky v zavislosti

Parametr 1 79 Ar faze  pocet trovni faze
Hodnota 2,69mm 3,80mm 0,75mm (0;27) 8

Tabulka 5.2: Parametry SM pouzité v experimentu.

na pozadavcich méreni a pritom hledat kompromis mezi presnosti méreni a rozsahem, ve
kterém se bude mérit, a svételnou tcinnosti. Z rovnice 3.7 vyplyva, Ze rozsiteni zén vede
ke zmenseni rozsahu hloubky méreni, ale naopak zvétsuje svételnou tc¢innost. Jak jiz bylo
ukazano v kapitole 3, poloméry zén ovliviiuji jak rozsah méteni, tak jeho presnost. Toto,
spoleéné s mnoha dal$imi vlivy danych parametru fazové masky, bylo zkouméno v [76].
Pouzitd SM byla navrzena jiz v [75] a vyrobena elektronovou litografii. Pro pouzity zo-
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a)

Obrazek 25: Podoba spirdlni fazové masky a modulace, kterou aplikuje na dopadajici
svételny svazek. a) Amplitudovd modulace, b) teoretickd fazova modulace, c¢) fazova
modulace pouzita v experimentu. Parametry jsou uvedeny v tabulce 5.2.

brazovaci systém dostavame hodnoty pro axidlni lokalizaci L = 18,67 um s rotaci DH
PSF o periodu pri rozostieni o A = 14,77 pym.

7 fazové masky umisténé v predni ohniskové roviné tubusové ¢ocky TC (Thorlabs
AC508-400-A0) je svétlo prendseno v podobé dvou nedifrakénich virovych svazkt na
kameru (Ximea MR4021MC-BH) umisténou v zadni ohniskové roviné TC. Zde svazky
interferuji a pro kazdy méreny bod vytvari DH PSF, z nichz je poté rekonstruovan méreny
povrch.

Funkénost systému a mira korelace s teorii a numerickou simulaci je ukazana na obr. 26
v rozsahu hloubek 21 um. Parametry pouzité v simulaci odpovidaji experimentalnim a
jsou shrnuty v tabulce 5.3. V oblastech kolem okraji rozsahu L podle rovnice 3.7 dochéazi
k degradaci DH PSF az ke znemoznéni jeji rekonstrukce. Simulace timto defektem netrpi,
nebot je u ni predpokladana infinitezimalni sitka anuldrnich zén fazové masky SM.

Parametr 7 re  fmo  fre A Az
Hodnota 2,69 3,80 10 400 532 (1;21)
Jednotka mm mm mm mm nm um

Tabulka 5.3: Parametry SM a zobrazovaciho systému pouzité v simulaci DH PSF pro
srovnani s experimentem.

5.3. Kalibra¢ni méreni

Hloubka Azy v jednotlivych lateralnich bodech (xg, o) je méfena z thlového natoceni
® DH PSF. Rovnice 3.6 pro ni predpokldda linedrni zavislost. Pro ovéfeni této zavis-
losti bylo provedeno kalibra¢ni méreni. Piezoelektrickym posuvem, ktery ma vyrobcem
garantovanou presnost 0, 2 nm, bylo provedeno presné definované rozostieni a pro néj bylo
rekonstruovano nato¢eni DH PSF.

Kalibra¢ni méteni bylo provadéno v rozsahu 15 um. Na podlozni sklicko mikroskopu
byl nanesen roztok fluorescencnich castic, ktery byl zakryt krycim sklickem. Tento vzorek
byl na piezoelektrickém posuvu meéren ve 30 pozicich vzdalenych od sebe 500 nm. Méteni
bylo opakovano 17krat. V kazdém snimku, ktery odpovidd zornému poli 380 um, byly
detekovany DH PSF rozlozené v celé plose obrazu a z nich byla vypoctena rotace. Ziskand
data zavislosti thlové rotace na hloubce urcené piezoelektrickym posuvem byla prolozena
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Ipm 2pm 3pm 4pm Hpm 6pm Tpm
EXP
SIM

Spm Ypm 10pm 11pm 12pm 13pm 14pm
EXP
SIM

15pm 16pm 17pm 18pm 19pm 20pm 21pm
EXP
SIM

Obrazek 26: Srovnani DH PSF ze simulace a experimentu v rozsahu Azy = 21 um.

Parametry simulace odpovidaji tém z experimentu a jsou uvedeny v tabulce 5.3. Je
patrné, ze v oblastech mimo rozsah L dochézi k degradaci DH PSF.

ptimkou, kterou lze vidét na obr. 27a). Smérnice této piimky byla pouzita v dalsich
experimentech k prepoc¢tu mérenych natoceni DH PSF na lokélni hloubku. Prolozend
primka ma rovnici

® = 12,60 Az. (5.3)

Na obr. 27b) je vynesena stiedni kvadraticka chyba (RMSE, Root Mean Squarred Er-
ror) a stfedni absolutni chyba (MAE, Mean Absolute Error). Tyto dosahuji maximalni ve-
likosti RMSE = 78,15° a MAE = 29, 88°, coz po prepoctu na hloubku odpovida RMSE =
6,20 um a MAE = 2,37 um v nejhorsim pripadé. Stoji za povsimnuti, Ze nepresnost se
zvysuje s rostoucim rozostfenim DH PSF. To je ddno degradaci DH PSF a zhorSenim
pomeéru signalu k Sumu, jak bylo vidét na obr. 26. Pokud vezmeme pouze polovi¢ni rozsah,
odpovidajici (—=A/4;A/4), pak RMSE a MAE klesnou na hodnoty RMSE = 3,80° =
0,30 um a MAE = 2,28° = 0,18 um. I pfi tomto omezeni rozsahu za ucelem zvyseni
presnosti stdale dochézi k zobrazeni z hloubek presahujici hloubku ostrosti pouzitého MO
~ 3,5X%.
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Obréazek 27: Kalibraéni métreni virové topografické mikroskopie pro diftzni povrchy.
a) Méfend zavislost thlového natoc¢eni @ DH PSF vynesend proti hloubce Azy urcené
piezoelektrickym posuvem s prolozenou piimkou. b) Vynesend stiedni absolutni chyba
(MAE, modré obdélniky) a stfedni kvadratickd chyba méfeni (RMSE, svétle modré chy-
bové tsecky). c¢) Priblizena stfedni absolutni chyba (MAFE) a stfedni kvadraticka chyba
méreni (RMSE) v prostfedni ¢asti kalibracni kiivky.

5.4. Méreni planarnich povrchi

Provedena kalibrace byla nejprve pouzita pro méreni planarnich povrchti dodanych spo-
lecnosti Meopta optika, s.r.o. Byly dodany t¥i vzorky s rtznou drsnosti, na ktergg
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20m
—

Obrazek 28: Vzorky rovinnych povrchii od spolecnosti Meopta optika, s.r.o s drsnost-
mi R,(F600)= 0,7 ym, R,(F800)= 0,5um a R,(F1000)= 0,4 um. a) fotografie vzorku,
b) snimek povrchu ve svételném mikroskopu, ¢) povrch s nanesenymi fluorescenénimi
¢asticemi zobrazeny do roviny CCD.

byly predtim vybrouseny lapovanim. Fotografie pripravenych vzorku jsou na obr. 28a).
Na obr. 28b) je povrch pfipravenych vzorkia zobrazeny v mikroskopu ve svétlém poli.
Obrazek 28c) ukazuje povrch s nanesenymi fluorescenc¢nimi ¢asticemi zobrazenymi do
roviny CCD ve formé DH PSF. Méreni pak probéhlo pouze na dvou vzorcich, které odpovi-
daly nejvétsi (F600) a nejmensi (F1000) drsnosti povrchu. Bylo provedeno 8 méfeni pro
kazdy povrch ve stejné hloubce. V kazdém méteni byla vyhodnocena rotace 350 az 450
DH PSF, podle tspésnosti automatické detekce. Poté byl povrch z dat rekonstruovan a
prolozen plochou Azy = ag+a;x¢+asyo, viz obr. 29a) a 30a). Z téchto dat byly spocitany
jednotlivé parametry regrese ag, ay, as, a nejistota jejich urceni, které jsou uvedeny v ta-
bulce 5.4.

Vzorek agp ay as

F'600 1,8992 +£0,0281 —0,0138£0,0002 0,0074 +£ 0,0002
F1000 1,7856 +£0,0141 —0,0151+£0,0002 0,0062 +£ 0,0002

Tabulka 5.4: Vypoctené parametry prolozené roviny pro planadrni povrchy. Vykreslené
plochy jsou na obrazcich 29 a 30.
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Obréazek 29: Méreni planarniho povrchu vzorku F600 vyrobeného spolecnosti Meopta
optika, s.r.o. a) 3D vizualizace méfeného povrchu s proloZenou rovinou, b) praméty
povrchu do ortogonélnich rovin xg — yo, o — Az, Yo — Azp.
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Obrazek 30: Méfeni planarniho povrchu vzorku F1000 vyrobeného spolecnosti Meopta
optika, s.r.o. a) 3D vizualizace méreného povrchu s prolozenou rovinou, b) praméty
povrchu do ortogonélnich rovin xg — yo, xo — Az, Yo — Azp.

Na obr. 29b) a 30b) jsou vykresleny pruméty do rovin zg — yo, zo — Azp, Yo — Azp.

Jak je z obrazku patrné, vzorky nebyly uloZzeny na posuvniku v roviné, ale naklonéné.
Toho bylo nasledné vyuzito a byly provedeny méreni v péti axialnich pozicich vzajemné
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vzdalenych 1 ym pro ovéreni presnosti rekonstrukce v hloubkovém rozsahu L = 18,7 pum,
ktery byl ukazan drive teoretickym vypoctem v kapitole 3. Tento rozsah nékolikana-
sobné presahuje hloubku ostrosti mikroskopového objektivu s danymi parametry, jez je
2,13 pum. Naklonéni povrchii zptisobilo, ze body byly méreny v rozsahu hloubek ~ 9 pm,
coz v kombinaci s axidlnim posuvem dava ovéreny rozsah ~ 14 ym. Srovnani jednotlivych
parametrii a nepfesnosti jejich uréeni jsou uvedeny na obr. 31a) pro povrch F600 a na
obr. 31 b) pro povrch F1000. Parametr ag dle ocekavani roste s hloubkou linearné, pticemz
jeho nejistota uréeni se s hloubkou mén{ v 1072 aZ 10~* fadu bez pozorovatelného trendu.
Velikost parametru a; s hloubkou taktéz roste (vétsi zaporné ¢islo), zatimco parametr as
se s proménnou hloubkou méni méalo. Pro oba tyto parametry je nejistota jejich urceni
proménlivd v 1075 fadu, opét s nevyraznym trendem. Protoze jsou tyto tendence stej-
drsnosti povrchu. Zménu velikosti parametru a; je mozné pripsat nejistoté urceni thlového
natoceni, pokud body na okraji zorného pole (ve sméru xy) presdhnou krajni hodnoty 0°
a 180°.
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Obréazek 31: Srovnéani rekonstrukce planarnich povrchi F600 a F1000 v hloubkovém
rozsahu 5 pm pro srovnani parametru rekonstrukece. a) Povrch F600, b) povrch F1000.

Rekonstruované povrchy byly vybrouseny na drsnost R,(F600) = 0,7 ym a R,(F1000) =

0,4 pm. Jak bylo uvedeno v zavéru kapitoly 2, tato topografickd metoda by neméla byt
zavisla na drsnosti méreného povrchu. Na obrazcich 29 a 30 bylo ukazano, ze je mozné
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povrch rekonstruovat v obou pripadech. Protoze rekonstruované DH PSF nejsou ovlivnény
pouze topografii, ale i strukturou povrchu, dalo by se usuzovat, ze jejich odchylky od pro-
loZené roviny ukazuji na drsnost povrchu. Drsnost povrchu R, se vypocita jako

R, - V % /0 (2(x)) dx, (5.4)

kde L je délka méreného profilu a z(z) je funkce vysky povrchu. Tato rovnice nese velkou
podobnost s rovnici pro vypocet stiedni kvadratické odchylky RMSE, proto byla zvolena
hodnota této odchylky k porovnani s uvedenou drsnosti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce
5.5. 7 vysledku je patrné, ze pri pouziti stavajicich parametri experimentu neni mozné
metodu vyuzit na méfeni drsnosti povrchu, nebot chyba méteni podle obr. 27 b) je vétsi nez
drsnost méreného povrchu. V pripadé takového ulozeni vzorku, ze by hloubkovy rozsah
mérenych bodu byl (—=A/4; A/4), by bylo mozné drsnost zméfit i pfi pouziti prezento-
vané experimentdlni sestavy, viz obr. 27 ¢). Vyhodnocenim provedeného méreni je mozné
spravné urcit, ktery z testovanych povrchi ma veétsi drsnost, a tak kromé topografie
povrchu stavajici méreni poskytuje i kvalitativni informaci o jeho drsnosti. Pii plosném
méreni rovinného povrchu hodnoty RMSE, neboli odchylky métfeni od prolozené roviny,
jez jsou uvedené v tabulce 5.5, odpovidaji presnosti méreni ziskané v kalibracnich expe-
rimentech (obr. 27).

Vzorek R, (um) RMSE (um) RMSE (°)

F'600 0,7 1,54 19,40
F'1000 0,4 1,08 13,61

Tabulka 5.5: Srovnani uvadéné drsnosti povrchit R, od vyrobce s vypoctenou stiedni
kvadratickou odchylkou RMSE z experimentu. Vypoctené hodnoty jsou veétsi nez
vyrobcem uvadéné, a to ~ 2,5x, nicméné je mozné jednoznacné urcit povrch drsnéjsi.

5.5. Méreni kulovych povrchi

Meéteny kulovy povrch byl vzorek lapovaného optického borosilikdatového skla. Fotografie
kulového vrchliku je na obr. 32a), snimek povrchu vzorku zobrazeny v mikroskopu ve
svétlém poli na obr. 32b), ¢). Obrazek 32d) ukazuje povrch s nanesenymi fluorescenénimi
¢asticemi zobrazenymi do roviny CCD ve formé DH PSF. Kviili nemoznosti uziti kryciho
skla k rovnomérnému rozprostieni roztoku fluorescenc¢nich c¢astic po povrchu byl roztok
opatrné nanesen pipetou a nasledné rozetfen. 7 méfeni a ziskanych dat bylo patrné,
ze se vsak nepodarilo ¢astice rozmistit rovnomérné, proto v ¢asti obrazu zachyceného
na kameru vidime jednoznacny ubytek ¢astic k rekonstrukci. Pro pojmuti vétsi plochy
povrchu, a tim i presnéjsi rekonstrukci, a pro otestovani méricitho rozsahu techniky byl
povrch zméren v rozsahu nékolika zornych poli. Vysledek byl prolozen kulovou plochou a
polomér byl urcen i pres to, ze méfeni obsahne pouze malou ¢ast povrchu. Poradi méreni
jednotlivych zornych poli je na obr. 33, vysledky pak na obrazcich nasledujicich (34, 35
a 36). Povrch D64-NBK7 na obr. 34 byl zméren ve stredové ¢asti (pole 0 podle obr. 33)
v rozsahu 13 pm. Méfeni bylo opakovano v 1 pum krocich. Obrazy byly v jednotlivych
hloubkach rekonstruovany. Stejné jako v ¢asti 5.4 byla pozorovana degradace DH PSF
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Obrazek 32: Vzorek kulového povrchu od spole¢nosti Meopta optika, s.r.o s polomérem
5mm. Pfesnd hodnota drsnosti povrchu D64-NBK7 nebyla spolecnosti poskytnuta.
a) Fotografie vzorku, b) snimek povrchu ve svételném mikroskopu zaostieny na stied,
¢) snimek povrchu ve svételném mikroskopu zaosteny na kraje, d) povrch s nanesenymi
fluorescen¢nimi ¢asticemi zobrazeny do roviny CCD, e) a f) priblizeny vytez z krajni a
stfedni ¢asti snimku d).

Obrézek 33: Navazani zornych poli pti topografickém méteni sférického diftiizniho povrchu
povrchu. Centralni ¢ast byla prométfena dvakrat, s krokem 4 ym a 1 pym.

v oblastech mimo lokaliza¢ni rozsah. Obr. 34 ukazuje méreni ze stfedni ¢asti rozsahu.
Poté byl povrch méfen v rozsifenim zorném poli (pole 0 — 8 podle obr. 33, a to v rozsahu

44



5. EXPERIMENTALNI MERENI DIFUZNE ODRAZNYCH POVRCHU

X, (pm) 190 -190 yo (pm)

Obréazek 34: Méreni kulového povrchu D64-NBK7, ve sttedni ¢asti (pole 0 podle obr. 33).

Zméreno v rozsahu 13 pm.

40 pm kazdé zorné pole, opakovano v odstupech 4 um pro prométreni okrajovych casti
lezicich mimo mérici rozsah. Rekonstruovany povrch lze vidét na obr. 35.
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Obrazek 35: Méreni kulového povrchu D64-NBK?7 v rozsifeném zorném poli (0 — 8 podle
obr. 33). Méfeni provedeno v rozsahu 40 ym s krokem 4 pm, k rekonstrukei vyuzito technik
rozbaleni faze. a) 3D vizualizace, b) pruméty do rovin zq — yo, o — Azg, Yo — Azp.

Pole 6 — 8 byly pokryty fluorescenénimi ¢asticemi nedostatecné oproti polim ostat-
nim, i tak vSsak byly do méfeni zahrnuty. Automatické zpracovani DH PSF umoznuje
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rozpoznani thlu pouze v rozsahu (0°;180°). Pfi zpracovani obrazu s vétsim hloubkovym
rozsahem pak dochazi k nejednoznacnosti urcéeni tthlového natoceni. Podobny problém
je znamy z oblasti optické interferometrie a holografie a jeho Teseni lze provést obdobou
algoritmu pro navazovani faze. Méfeny povrch pak dokazeme rekonstruovat v rozsahu
presahujicim A, samoziejmé za predpokladu dostatecné kvality DH PSF nutné k rekon-
strukei. Prolozeni kulové plochy méfenymi body (obr. 35) je realizovdno na obr. 36. Pro
dany povrch D64-NBK7 byl vypocten polomér kiivosti R = (2,765 + 0,129) mm. Od-
chylka od teoretické hodnoty R = 5mm je zptsobena promérenim pouze malého zorného
pole. Experiment vSak ukazal moznost méteni zakrivenych diftznich povrchii. Zlepseni
méteni by vyzadovalo automatizaci experimentu a skenovani vzorku, jez jsou nad rdmec
této préace, ktera je zamérena na overeni zakladniho principu méteni.

Obrazek 36: Prolozeni méreného kulového povrchu kulovou plochou. Vypocteny polomeér
kiivosti je R = (2,765 4+ 0,129)mm. a) Polokoule o poloméru R s méfenymi body,
b) priblizeny pohled.
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6. ZAVER
6. Zaver

V této diplomové praci byla predstavena novd metoda méteni topografie diftizné
odraznych povrchi, jez je vyvijena ve spolupraci s firmou Meopta optika, s.r.o. Firma méa
zajem na rozvoji této techniky, nebof by ji umoznila kontrolu tvaru optickych komponent
pred naroénymi zavérecnymi procesy vyroby.

V prvni ¢asti (kap. 2) byla provedena reSerSe soucasnych technik topografického
meéreni povrchll a studovand metoda byla zasazena do kontextu standardné vyuzivanych
technik. Vyuzitim principti znamych z lokaliza¢ni mikroskopie ma metoda schopnost mérit
topografii povrchu s presnosti nezavislou na jejich drsnosti, na rozdil od technik standard-
nich, které jsou omezeny na méreni povrchi se zrcadlovym odrazem. V této ¢asti byl také
predstaven predchozi vyzkum v této oblasti probihajici na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi,
z néhoz metoda vychazi a jehoz je rozsirenim.

V nésledujici ¢asti 3 byl predstaven princip méreni. Metoda vyuziva objemové lo-
kalizace c¢astic nanesenych na meéreném povrchu namisto snimani povrchu samotného.
Svétlo z ¢astic nanesenych na povrchu je transformovano fazovou maskou na nedifrakéni
virové svazky, které spolu interferuji a vytvari bodovou rozptylovou funkci (DH PSF)
s defokusaci indikovanym thlovym natocenim. V této kapitole byl v ramci teoretické
casti proveden matematicky popis zobrazeni, ktery ukazuje proces formovani DH PSF
vyuzivané k rekonstrukci topografie mérenych povrchii. Matematicky model predpovida
linedrni zavislost mezi ihlovym nato¢enim DH PSF a lokdlni hloubkou povrchu (rovnice
3.6). Déle jsou diskutovany predpoklady nutné pro vznik DH PSF a také vliv parametri
fazové masky na experiment.

V kapitole 4 je pojednavano o procesu numerické rekonstrukce topografie vzorku z de-
tekovanych DH PSF, ktery vyuziva predevsim metod matematické morfologie, prahovani
obrazu a jeho segmentace. Pomoci simulovanych DH PSF je diskutovan vliv vzorkovani
a Sumu na presnost rekonstrukce. Vysledkem numerickych simulaci je zisk optimalnich
parametri experimentalni sestavy a popis pozadavkl a vhodnych podminek pro provedeni
experimentu.

Posledni kapitola 5 se nejprve zabyva vybérem c¢astic vhodnych pro experiment. Dale
je provedena kalibrace méreni, jiz je ovérena predpovézena linearni zavislost ihlového na-
toceni a hloubky povrchu z rovnice 3.6. Vznikla kalibrac¢ni ptimka ® = 12,60 Az, je uzita
v dalsich experimentech pro prepocet natoceni DH PSF na rozostieni. Nejprve je pouzita
metoda testovana na vzorcich rovinnych (kapitola 5.4), v nichz je demonstrovan rozsah
meéritelnych hloubek, ktery je pro pouzité komponenty roven L = 18,7 um. Daéle je méfena
drsnost povrchu R, a porovnana s vyrobnimi parametry testovanych povrchi. Zavérem je
provedeno méreni vzorku tvaru kulového vrehliku (kapitola 5.5), jehoz topografie je rekon-
struovana a je spocten jeho polomér kiivosti roven R = (2,765 £ 0,129) mm. Odchylku
od vyrobcem udavané hodnoty je do budoucna mozné odstranit automatizaci experi-
mentu a skenovanim vétsiho zorného pole. V této ¢asti je taktéZz demonstrovano rozsiteni
hloubkového rozsahu metody pomoci modifikace postupt vyuzivanych k rozbalovani faze
v optické interferometrii a holografii.
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SEZNAM ZKRATEK

Seznam zkratek

AFM
UFI
PSF

DH PSF

PMS
MO
SM
TC
CCD
SE
SNR
PSNR
RMSE

MAE

Atomic Force Microscopy, mikroskopie atomarnich sil

Ustav fyzikalnfho inZenyrstvi, Fakulta strojniho inZenyrstvi, VUT Brno
Point Spread Function, bodova rozptylova funkce

Double Helix Point Spread Function, bodova rozptylova funkce se dvéma
laloky

Prostorovy modulator svétla

Mikroskopovy objektiv

Spiralni fazova maska

Tubusova ¢ocka

Charge-coupled device

Strukturni element

Signal-to-noise Ratio, pomér signdlu k sumu

Peak Signal-to-noise Ratio, Spickovy pomér signalu k sumu

Root Mean Squarred Error, stfedni kvadraticka chyba

Mean Absolute Error, stfedni absolutni chyba
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