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1. Uvod

Optické mikroskopy prosly v posledni dekadé obrovskymi inovacemi. V porovnani

se svymi predch(dci jsou schopny dosahovat vyssich hodnot zvétSeni a lepSiho rozliSeni.
Tento technologicky pokrok se tyka vSech jejich Casti. Mezi hlavni prvky, které prosly
podstatnymi inovacemi, patti optické elementy v optické trase, jako jsou objektivy, okulary
a dalsi ¢ocky.

Nelze opomenout pokrok v oboru digitalni mikroskopie, ke kterému nejvice pfispély
inovace v oblasti kamerovych cipd, at uz mluvime o CCD nebo sCMOS c¢ipech. Diky témto
inovacim jsme schopni digitalnimi optickymi mikroskopy zaznamenat obraz s vys$Sim
rozliSenim, nez kdybychom obraz pozorovali pouhym okem. Obrazy zachycené pomoci Cip(
vyrobenych modernimi technologiemi dosahuji takového rozliseni, Ze je s klidnym srdcem
muUzZeme promitat na monitory s rozliSenim 4K UHD.

Jelikoz optické digitdlni mikroskopy jsou ndstroje uréené primdarné k pozorovani
povrchu vzorku, a ne k méreni rozméru, je funkce méreni rozmérd na vzorku spiSe
doplrikova. V technickych oborech se ¢im dal Castéji objevuje otdzka, jestli je moiné
s digitalnimi optickymi mikroskopy mérit rozméry s presnosti, ktera se alespon pfiblizuje
dotykovym metodam. V této diplomové préci je navrzena metodika k ovéreni presnosti
méreni digitdlnimi mikroskopy a dale pomoci této metodiky je presnost méreni ovérena.
ProtoZe jsou ovérované mikroskopy vybaveny funkci sesivani dil¢ich obraz(i i v ose Z, je
v této praci navrzena metodika i pro méreni na 3D obrazech. Diky této funkci jsou digitalni
mikroskopy schopny méfit napriklad drsnost povrchu nebo jiné parametry, které neni
mozné vyhodnotit z 2D snimku vzorku.

Téma této diplomové prace bylo zvoleno z divodu vlastniho zajmu o ziskani
odpovédi v oblasti pfesnosti méreni digitalnimi mikroskopy v technickych aplikacich.

Navrh metodiky pro ovéteni piesnosti méteni na digitalnich mikroskopech -3-
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2. Svételné paprsky a jejich pozorovani

Tvorba obrazu je pro lidi jednim
z nejvice fascinujicich emocnich zazitk(.
Dokonce uz ve starovéku si lidé uvédomovali,
ze ,vidéni” je vysledkem pfimocarého Sifeni
svételnych paprskl. K tomuto ndzoru dospéli
lidé pfi pozorovani ostrych stini za
osvétlenymi objekty. Pfimocaré Siteni svétla
muZe byt ovlivnéno urcitymi optickymi prvky,
napiiklad zrcadly nebo ¢ockami. Uspésné
objevy a vyzkumy danského astronoma Tycha
Braheho (1546-1601), pUvodnim jménem
Tyge Ottesen Brahe. [1] Ohledné geometrické
optiky vedly kndaslednému navrhu a
konstrukci zvétSovacich ¢ocek, mikroskopu a
dalekohledl. Vsechny tyto nastroje slouzi
jako pomucka k vidéni. Diky jejich pomoci
jsme  dospéli  kdalSimu  porozuméni
pfirodnich véd, protoze umoznily pozorovani

véci kolem na mikro — a makro-urovni. [2]
Neni tedy ndhodou, Ze jejich funkce méla Obrazek 1 Paprsky svétla [3]
obrovsky vliv na mnoho odvétvi pfirodnich véd.

Dokonce i tak obrovsky ndstroj, kterym je Velky hadronovy urychlovac (Large
hadron collider - L.H.C.), coZ je k dneSnimu datu nejvétsi urychlovac ¢dastic na svété, neni
nic jiného nez velmi propracovany mikroskop, pomoci kterého jsme schopni pozorovat svét
elementarnich ¢astic s rozliSenim vyssim, nez je velikost jadra atomu. Velmi vyznamnou roli

pro lidstvo hraje také optika z pohledu viny, diky které zaéal vyvoj kvantové mechaniky. [2]

2.1. Co je svétlo?

Obecné uznavanym trendem je popisovani svétla pomoci teorie
elektromagnetického vinéni, svétlo je tedy ¢ast spektra elektromagnetickych vin, ktera se
pohybuje prostorem a je viditelna lidskym okem. Elektromagnetické spektrum zastupuje
extrémné Siroky rozsah vinovych délek. Od radiovych vin s vinovou délkou jednoho metru
a vice aZ po rentgenové zareni s vinovymi délkami do jednoho pikometru. Na obrazku 2
jsou graficky zndzornény vinové délky elektromagnetického spektra, kde vinova délka roste
zleva doprava. Viditelné spektrum (380 nm - 770 nm) je znazornéné bledémodrym
blokem.[4]

Navrh metodiky pro ovéteni piesnosti méteni na digitalnich mikroskopech -4 -
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< X-rays Microwaves >

Ultraviolet Infrared

100-400 nm 770-1,000,000 nm

2 3 4 5 67889 2 3 4 5 6789

100 Wavelength 2. 1,000 (nanometers) 10,000

Obrazek 2 Viditelna cast elektromagnetickeho spektra [4]

PFi vinovych délkach rentgenového zareni a mensich ma elektromagnetické zareni
tendenci se chovat vice jako castice. Zatimco na druhé strané spektra ma pfi vyssich
vinovych délkach tendenci se chovat spiSe jako vinéni. Viditelna ¢ast tohoto spektra lezi
zhruba ve stfedni ¢asti a vykazuje jak vinové, tak i ¢asticové chovani. [4]

Stejné jako vSechny elektromagnetické viny, i ty svételné mohou interferovat jedna
s druhou. Mohou byt polarizovany a na ostré hrané muze dojit k jejich ohybu. Zminéné
vlastnosti zplGsobuji, Ze svétlo mlze byt filtrovano dle vinové délky nebo koherentné
zesilené. Ke stejnému jevu dochazi i v laseru. [4]

2.2. Rychlost §iFeni svétla

Prvni Uspésny pokus o zméreni rychlosti svétla Cisté na zemi byl proveden
Armandem Fizeauem (1819-1896) v roce 1849. Pokus spocival v umisténi ozubeného kola,
které se velmi rychle otacelo na jeden vrchol kopce a zrcadla na druhy vrchol kopce. Obé
mista byla vzdalena 8 kilometrl. Za ozubené kolo byl umistén silny zdroj svétla. Princip
pokusu je na obrazku 3. [5]

Zrcadlo

=

Rotujici ozubené kolo

Zdroj svétla

Obrdazek 3 Princip pokusu [5]

Rotujici ozubené kolo tedy rozdélilo paprsky ze zdroje svétla na sled pulzl. Rychlost
rotace ozubeného kola byla postupné zvySovana, dokud pozorovatel za ozubenym kolem
neregistroval Zadné zrcadlem odraZzené svétlo. Tento jev mohl nastat pouze tehdy, kdy zub
kola zastoupil mezeru, kterou prosel smérem k zrcadlu plvodni paprsek svétla. Ze znalosti
rychlosti rotace ozubeného kola, poc¢tu zub( na kole a vzdalenosti zrcadla od ozubeného
kola uril Fizeau, Ze rychlost svétla je 3,15 - 108 m/s. [5]
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Fizeaulv experiment byl pozdéji modifikovan francouzskym fyzikem Jeanem

Léonem Foucaultem (1819-1868), ktery pouzil rotacni zrcadlo misto ozubeného kola.
Pomoci takto upraveného aparatu Foucault zmé&fil, Ze rychlost svétla je 2,98 - 108 m/s.
Navic se mu podafilo mezi rotacni zrcadlo a vzddlené zrcadlo umistit trubici s vodou a
presvédcivé urcil, Ze rychlost svétla je pfi prlichodu vodou sniZzena. [5][6]

Dnes je rychlost svétla ve vakuu zndma s vysokou presnosti. V zakladni soustavé
jednotek Sl je pomoci rychlosti svétla ve vakuu odvozena jednotka metr. Rychlost svétla ve
vakuu je tedy [5]:

¢ = 2,99792458 - 108 m/s [5]
(1)

2.2.1. Sireni svétla mimo vakuum

Rychlost svétla pfi prlichodu hmotou je mensi nez pfi prichodu vakuem, protoze je
svétlo ovlivnéno atomy daného prostfedi, kterym prochdzi. Rychlost Sifeni je znacné
ovlivnéna typem materidlu, jelikoZ interakce svétla s atomy se velmi lisi v zavislosti na
druhu atomu, krystalickych mfizkach a dalSich substrukturach. [5]

Na zakladé téchto vlastnosti miZzeme tedy urcit materidlovou konstantu, kterd
popisuje rychlost Siteni svétla v daném materidlu. Tuto konstantu nazyvdme index lomu n.

5]

(2)
Kde: n —index lomu
¢ — rychlost svétla ve vakuu
v — rychlost svétla v daném prostredi

JelikoZ rychlost svétla je v latkovém prostfedi vidy mensi nezZ ve vakuu, index lomu
je tedy vidy vétsinez 1.V tabulce 1 je prehled indext lomu pro zastupce riznych latek. Tyto
hodnoty jsou pro urcitou vinovou délku svétla, protoze se mirné lisi se zménou vinové
délky. VSimnéte si, Ze pro plyny se index lomu n blizi hodnoté 1. To dava smysl, jelikoz
atomy v plynném prostredi jsou od sebe mnohem vzdalenéjsi, nez v prostredi kapalném ¢i
pevném a nedochazi tedy pfi prichodu svétla k tolika interakcim se zminénymi atomy.

[4](5]
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Latka n
Plyny pfi 0 °C, 1 atm

Vzduch 1,000293

Oxid uhlicity 1,00045

Vodik 1,000139

Kyslik 1,000271

Kapaliny pfi 20 °C
Benzen 1,501
Sirouhlik 1,628
Tetrachlormetan 1,461
Ethanol 1,361
Glycerin 1,473
Voda 1,333
Pevné latky pfi 20 °C

Diamant 2,419
Fluorit 1,434
Sklo 1,520
Flintové sklo 1,660
Led (pfi 0 °C) 1,309
Polystyren 1,490
Polymetylmetakrylat 1,510
Kfemen (krystalicky) 1,544
Kfemen (amorfni) 1,458
Chlorid sodny 1,544
Zirkon 1,923

Tabulka 1 Index lomu riiznych medii pro svetlo o vinové délce 589 nm ve vakuu [5].
2.3. Paprskovy (édsticovy) model svétla

Z pohledu paprskového (cdsticového) modelu existuji 3 zpUsoby, jak se svétlo mize
dostat od zdroje do jiného mista. Svételné paprsky mohou pfichazet pfimo od zdroje svétla
prazdnym prostorem, napriklad ze Slunce na Zemi. Druhou ze tfi mozZnosti je, Ze svétlo na
cesté od zdroje k pozorovateli prochazi riznymi médii, napfiklad vzduchem nebo sklem.
Treti moznosti pohybu je odraz svétla, napriklad zrcadlem. Ve vSech zminénych pfipadech
si mlzZeme trajektorii svétla predstavit jako primku, kterou nazyvdme paprsek. [5]
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Experimenty dokazuji, Ze kdyZ svétlo dopada na predmét nékolikrat vétsi, nez je
jeho samotna vinova délka, Sifi se po pfimkach a chova se jako paprsek. JelikoZ vinova délka
viditelného spektra svétla je mensi nez jeden mikron, chova se jako paprsek ve vétsiné
obecnych ptipadl, kdy pfichazi do kontaktu s objekty vétSimi nez jeden mikron. Pro
predstavu lze uvést priklad, kdy svétlo dopada na predmét, ktery lze bez pomucek
pozorovat lidskym okem, napfiklad mince. Pfi dopadu se bude chovat jako paprsek se
zanedbatelnym vinovym charakterem. [5]

Ve vSech vySe popsanych pfipadech muazeme trajektorii svétla popsat jako
pfimkovou. Svétlo tedy mlZze ménit smér, pokud dojde k interakci s pfedméty, jako je
naptiklad zrcadlo, ¢oc¢ka nebo rozhrani dvou prostfedi s odliSnymi indexy lomu (kapitola
2.2.1.). Po zminéné zméné sméru opét pokracuje jako paprsek po primkové trajektorii. [5]

Na zdkladé faktu, Ze se svétlo Sifi pfimkové a jeho smér je ovlivnén interakci
s hmotou, mulzeme jeho Sifeni popsat pomoci geometrickych a zdakladnich
trigonometrickych vztah(. Tuto ¢ast optiky, kdy paprskovy (Edsticovy) charakter previada
nad vinovym, nazyvame geometricka optika. [5]

V geometrické optice existuji dva zakladni zakony, které popisuji chovani svétla pfi
interakci s hmotou. Zakon odrazu, ktery popisuje chovani svétla, kdyz dochdzi k odrazu a
zakon lomu, kdy svétlo pfi prichodu hmotou méni smér. Tyto zakony budou dale
rozebrany. [5]

2.4. Zakon odrazu

Svétlo, které se odrazi od lesklého nebo zrcadlového povrchu se Fidi zakonem
odrazu (Obrazek 4): Uhel mezi dopadajicim paprskem a a normalou plochy je shodny
s Ghlem mezi paprskem odrazenym a” a normalou. [4]

Odrazeny paprsek lezi v roviné dané dopadajicim paprskem a bodem dopadu P. [8]

Obrazek 4 Zakon odrazu [7]
Zakon odrazu je matematicky popsan takto:
a=a [8]
(3)
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Na obrazku 4 je znazornény odraz svételného paprsku od teoreticky hladkého

povrchu. BéZné se ale setkdvdme s odrazem od povrchu, ktery ma urcitou drsnost (Obrazek
5). Svétlo dopadajici na povrch s urcitou strukturou se v kazdém bodé povrchu odrazi pod
jinym uhlem. Pro pfedstavu lze uvést priklad, kdy v temné mistnosti osvétlime list papiru.
Pozorovatel na rdznych mistech v mistnosti uvidi rozptylené, odrazené svétlo, které by
nebylo moZné pozorovat napfiklad pfi osvitu zrcadla, které svétlo odrazi pouze jednim
smérem. [5]

Obrazek 5 Rozptyl svétla pri dopadu na nehladky povrch [5]

2.4.1. Rohovy reflektor

Svételné paprsky, které dopadaji do soustavy navzajem kolmych odrazivych ploch
se odrazi paralelné zpét ke zdroji, ze kterého vychazi (Obrazek 6). Nezdvisi zde na Uhlu
dopadu paprskll. To znamen3, Ze pfi zachovani kolmosti odrazivych ploch se paprsek vzdy
vraci ke zdroji. [5]

w5

Obrazek 6 Paprsek odrazeny v rohovém reflektoru [5]

Tohoto jevu vyuZivaji napriklad odrazky na kole, autech a varovnych znacékach nebo
cedulich. VSechny tyto prvky jsou navrzeny tak, aby odrazely svétlo zpét plvodnim smérem.
Tim je docileno zvysené viditelnosti objektu pro pozorovatele, pokud je pozorovatel a zdroj
svétla na jednom misté. Napriklad fidi¢ automobilu a predni svétlomety. [5]
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Pro zajimavost, na povrchu Mésice je umistén rohovy reflektor, od kterého se odrazi
laserovy signal vychazejici ze zemé. Timto systémem se pravidelné méfi vzdalenost mezi
Zemi a Mésicem. [5]

2.5. Zakon lomu
SnellGv zdkon, jinymi slovy zakon lomu popisuje zménu sméru Sifeni paprsku pfi
prlchodu mezi rGznymi optickymi prostfedimi. Tento jev je nasledkem zmény rychlosti
Siteni svétla v daném optickém prostredi. [5]
Rychlost Sifeni svétla v optickych prostfedich zdavisi na indexu lomu a je popsana
rovnici:

v=—[m-s71][5]

Sia

(4)
Kde: n — Index lomu (tabulka 1)
¢ — Rychlost svétla ve vakuu
v — Rychlost svétla v daném prostredi

b,\

€&
Obrazek T Lom svetla, rybi akvarko [5]
Na obrazku 7 je jasné, jak paprsek méni smér pri prlichodu z jednoho optického
prostiedi do druhého. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.4., Uhel dopadu a Uhel lomu se méri
mezi paprskem a kolmici k rozhrani v bodé lomu. Na obrazku 8 je znazornén ptipad, kdy

svétlo prochazi prostfedim s nizsim indexem lomu do prostfedi s vy$s§im indexem lomu a je
zfetelné, Ze se svétlo lame ke kolmici rozhrani v bodé lomu. [5]
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Medium 1
Medium 2

Obrazek 8 Lom ke kolmici, n2 > nl [5]

Na obrazku uvedeném nize (obrazek 9), je zndzornén opacny pfipad, kdy svétlo
prochazi prostfedim s vy$sim indexem lomu do prosttedi s nizsim indexem lomu a dochazi
k lomu od kolmice rozhrani v bodé lomu. [5]

Medium 1
Medium 2

Obrazek 9 Lom od kolmice, n2 > nl [5]

Tento jev matematicky popsal roku 1621 holandsky matematik Willebrord Snell
(1591-1626) a definoval do dnes platny zakon. Pro obecné pripady lomu svétla je definovan
takto [5]:

ny -sinf; = n, -sinf, [5]
(5)
Kde: ny; — Index lomu prostredi 1
n, — Index lomu prostredi 2
6, — Uhel dopadu paprsku (méfen mezi kolmici a paprskem)
6, — Uhel lomu paprsku (méfen mezi kolmici a paprskem)
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Pokud uhel dopadu 6; dosdhne mezni hodnoty, mlze dojit k iplnému (totalnimu)
odrazu paprsku od optického rozhrani, kdy do druhého prostredi s niz§im indexem lomu
nepronikne zadnd ¢ast dopadajiciho svétla. Takovy uhel, pfi kterém dojde k Uplnému
odrazu, nazyvame kriticky uhel. [8]

Kriticky uhel dopadu 6 je definovan jako uhel, pod kterym se svétlo lame pod
uhlem 90°, jinymi slovy do roviny optického rozhrani. Pokud je uhel dopadu 6, vétsi nez
kriticky, dochdzi k Uplnému odrazu zpét do optického prostredi. [5] [8]

|
|
| Ny >y

|
My f—

|
M :

I
|
i
I
|
Obrazek 10 Uplny odraz svétla [9]

Uplného odrazu svétla v optickém prostiedi se hojné vyuziva napfiklad v optickych
kabelech slouzicich k pfenosu telefonniho, internetového a televizniho signdlu. Optické
prostiedi v optickém kabelu je vétSinou ze skla nebo plastu. Protoze jsou tyto kabely velmi
tenké, tak svétlo dopada na rozhrani pod uhlem vétSim, neZz je uhel kriticky, takze
v optickém prostredi kabelu dojde k Uplnému odrazu. Pfi pouziti svazku optickych kabell
jsme schopni pfendset obraz bez poutziti ¢o¢ek. Takového principu je pouzito napfiklad
v endoskopech. [5]

2.6. Zobrazovani pomoci zrcadel

V problematice zobrazovani zrcadly rozezndvame dva zékladni typy zrcadel: rovinné
a kulové. [8]

Obraz, ktery je vytvoreny rovinnym zrcadlem se vzdy fidi uréitymi pravidly. Obraz
je vidy zdanlivy, pfimy a stejné velikosti jako pfedmét. Obraz predmétu je soumérny podle
roviny zrcadla a je stranové prevraceny. [8]

Na obrazku 11 je znazornén chod paprskl pfi zobrazeni rovinnym zrcadlem. Ze
zakona odrazu vime, Ze Uhel dopadu je stejny jako uhel odrazu. Aplikujeme-li to spole¢né
se zakladnimi geometrickymi vztahy na trojuhelniky PAB a QAB z obrazku 11 zjistime, Ze
trojuhelniky jsou shodné. To znamen3, Ze vzdalenost PB (od predmétu k zrcadlu) je stejna,
jako vzdalenost BQ (od zrcadla k obrazu). Pokud budeme mérit vzdalenost od roviny
zrcadla, tak pfedmét a obraz lezi v opaénych smérech. Z toho vyplyva, Ze vzdalenost obrazu

a predmétu od zrcadla by méla mit opac¢nd znaménka. [5] [6]
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Obrazek 11 Zobrazeni rovinnym zrcadlem [5]

Jak jiz bylo zminéno, obraz vytvoreny rovinnym zrcadlem ma stejnou velikost jako
predmét, je ptimy a zdanlivy. Pfi zobrazeni kulovymi zrcadly m{zZe vznikat obraz zvétseny
nebo zmenseny, mUizZe se tvofit pred kulovym zrcadlem i za kulovym zrcadlem. [6]

RozliSujeme dva zakladni typy kulovych zrcadel, pokud je odraziva plocha na vnéjsi
strané kulové plochy, mluvime o konvexnim zrcadle. Pokud je odraziva plocha na vnitfni
strané kulové plochy, mluvime o konkavnim zrcadle. [5]

Obrazek 12 Kulova zrcadla [8]

Na obrazku vyse (obrazek 12) jsou zobrazeny dva zakladni typy kulovych zrcadel.
Vlevo konkavni, vpravo konvexni. Pro zobrazovani kulovymi zrcadly je dulezita usecka, kterd
prochazi bodem C (stfed krivosti) a bodem V (vrchol zrcadla). Této kiivce se fikd opticka
osa. V poloviné této usecky lezi bod F (ohnisko zrcadla). [8]

Zvlastni vyznam maji pfi zobrazovani paprsky, které prochazeji stfedem kfivosti C,
ohniskem F a paprsky rovnobézné s optickou osou. Paprsky prochazejici bodem C dopadaji
na odrazivou plochu zrcadla kolmo a odrazeji se zpét do bodu C. Paprsky prochazejici
ohniskem F se po dopadu na odrazivou plochu odrazi rovnobézné s optickou osou, toto
plati i naopak a paprsky rovnobézné s optickou osou se odrazi do ohniska F. [8]
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Vzddlenost bodu F (ohniska) a bodu V (vrchol zrcadla) je ohniskova vzddlenost f.

Pro f plati [8]:

(6)
Kde: f — Ohniskova vzdalenost
|FV| — Vzdalenost bodG F aV
r — Polomér krivosti

K matematickému popisu zobrazeni kulovymi zrcadly slouZi zobrazovaci rovnice, ta

ma tvar:

(7)
Kde: x — vzdalenost predmétu od vrcholu zrcadla
x — vzdalenost obrazu od vrcholu zrcadla
r — polomér ktivosti
f — ohniskova vzdalenost

Pro ziskani spravnych vysledk( pfi vypoctech je kriticky nutné dodrZovat stejnou
znaménkovou konvenci. Na zdkladé této konvence se veli¢indm v zobrazovaci rovnici
pfifazuji zdporné, nebo kladné hodnoty. Jedna z mozZnosti, jak provést znaménkovou
konvenci je dle optického stfedu zobrazovaci soustavy, vrcholu zrcadla V, kde vSechny
veli¢iny doleva od vrcholu zrcadla maji znaménko zdporné a doprava od vrcholu zrcadla
maji veli¢iny znaménko kladné. [5][8]

Dalsi moZnosti je drzet se dvou pravidel. Prvni pravidlo fikd, Ze ohniskova vzdalenost
f je kladna pro konkavni zrcadla a zdpornd pro konvexni zrcadla. Druhé pravidlo fika, ze
vzdalenost obrazu x je kladnd pro obrazy skute¢né a zdporna pro obrazy zdanlivé. [5]

Dalsi rovnici, ktera popisuje kulova zrcadla je rovnice popisujici zvétSeni. [8]

(8)
Kde: y — VySka predmétu
y — Vy$ka obrazu
x — Vzdalenost predmétu od vrcholu zrcadla
x — Vzdalenost obrazu od vrcholu zrcadla
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Pti dodrZzeni znaménkové konvence plati, Ze kladna hodnota zvétSeni znamena, Ze
obraz predmétu je pfimy. Zdporna hodnota zvétseni nalezi pfevracenému obrazu. [8]

2.7. Zobrazovani pomoci ¢ofek

Cocky jsou jako opticky prvek pouZity ve velmi Sirokém spektru néstrojii. Pocinaje
oby¢ejnou lupou, fotoobjektivy, objektivy pro mikroskopy az po komplexni systémy. Cocku
jako moderator sméru paprskd obsahuje i lidské oko. Cocky jsou prvky tvorené prithlednym
optickym prostredim (sklo, plast), které je ve vétsiné pfipadd ohrani¢eno dvéma sférickymi
plochami. Paprsky, které se ldmou na téchto plochach se lamou podle Snellova zdkona
(kapitola 2.5). Obecné Ize ¢ocky rozdélit do dvou hlavnich skupin dle zplGsobu, jak se chovaji
prochazejici paprsky, jednou skupinou jsou spojky a druhou rozptylky.[5][8]

Paprsky, které jsou rovnobézné s optickou osou se pfi priachodu spojkou stretavaji
v jednom bodé (ohnisku) na druhé strané cocky. Pfi prichodu rozptylkou jsou paprsky
rovnobézné s optickou osou rozptyleny. Pfi prichodu paprskl ¢ockou se skuteény obraz
predmétu vytvari na druhé strané cocky, v obrazovém prostoru. Prostor, kde je umistén
predmét nazyvame predmétovy prostor. [5][8]
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Obrazek 13 Spojka a rozptylka (vlevo spojka, vpravo rozptylka) [8]

Rozdéleni ¢ocek a zdkladni zndzornéni principu chodu paprskl je zobrazeno na
obrazku vySe (obrdzek 13). Paprsek 1, ktery je rovnobéziny s optickou osou ,0“ se po
prichodu spojkou ldme do ohniska v obrazovém prostoru, po prichodu rozptylkou
pokracuje po pfimce vychazejici z ohniska v predmétovém prostoru, kterd prochazi bodem
prvniho kontaktu paprsku s rozptylkou. Paprsek 2, ktery prochazi optickym stfedem spojky
i rozptylky neni nijak ovlivnén a pokracuje stejnym smérem. Paprsek 3, ktery prochazi
predmétovym ohniskem se pfi priichodu spojkou lame rovnobézné s optickou osou. Pokud
prochdzi rozptylkou a sméfuje do ohniska v pfedmétovém prostoru, l[dme se také
rovnobézné s optickou osou. [8]
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Cocky jsou charakterizovény veli¢inou, kterd popisuje jejich optické vlastnosti a

fikdme ji optickda mohutnost, ktera je definovana jako [8]:

0 =} (m1][8]

(9)

Kde: f — Obrazova ohniskova vzdalenost ¢ocky

Jednotka optické mohutnosti je dioptrie (D). Stejné jako u zrcadel, tak i u ¢ocek
pouzivame znaménkovou konvenci. Plati, Ze pro spojky uvazujeme optickou mohutnost
kladnou a pro rozptylky zdpornou. Obrazova vzdalenost je kladna, pokud je obraz na druhé
strané Cocky, nez je pfedmét a zaporna, pokud hleddme vzdalenost zdanlivého obrazu.
Polomér kfivosti je kladny pro plochu, ktera je viici predmétu konvexni a zaporny, pokud je
plocha vici predmétu konkdvni. Obecné Ize znaménkovou konvenci popsat jako soufadny
systém se stfedem uprostied ¢ocky na optické ose. Doleva ve sméru ,x“ je soutadnice
zapornd a doprava kladna. [5]

Podobné jako u zrcadel popisujeme obecné ¢ocky zobrazovaci rovnici cocek, ktera
ma tvar [8]:

1 1
x xor B
(10)
Kde: f — Obrazova ohniskova vzdalenost tocky
x — Vzdalenost predmétu od stiedu Cocky
x — Vzdalenost obrazu od sttedu ¢otky
Zvétseni obrazu pfi zobrazeni ¢oc¢kami se fidi nasledujicim vztahem [8]:
2=2=-2 g
y
(11)

Kde: a — Vzdalenost predmétu
a — Vzdalenost obrazu
y — Velikost predmétu
y — Veliksot obrazu
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BéZné dostupné a pouzivané €ocky trpi riznymi vadami. Napfiklad chromatickou
nebo otvorovou aberaci. Chromaticka aberace je zplsobena tim, Ze Uhel lomu svétla zavisi
na konkrétni vinové délce. Jelikoz viditelné svétlo obsahuje vicero vinovych délek, lame se
kazda ¢&ast paprsku pod jinym Uhlem. Princip chromatické aberace je na obrazku 14.
Otvorova aberace zpusobuje distorzi obrazu, protoze Siroky svazek paprskd se nesetkava
za ¢ockou v bodé, ale na vétsi plose. Tyto vady Ize Caste¢né nebo UplIné eliminovat pouZitim
raznych, za sebou zafazenych ¢ocek nebo pouzit ke konstrukci ¢ocek kvalitnéjsich material(

s rliznymi povrchovymi Upravami. [8]

p

chromatic aberration

Obrazek 14 Chromatic aberration [10]
2.7.1. Oko

Lidské oko (obrazek 15) dosahuje schopnosti vidét tak, Ze za pomoci svétla tvori
obraz, ktery stimuluje nervova zakonceni. Z nervovych zakonéeni ddle odchazi impulz, ktery
je zpracovan mozkem do finalni podoby obrazu. Stejné jako fotoaparat se oko sklada ze
clony a systému ¢ocek na predni strané a povrchu citlivého na svétlo na strané druhé. Svétlo
prichdzi do oka skrze systém clony a cocek a témi je ostfen na zadni stranu (sitnici). [12]

Bélima

Ciliarni viakna

Rohovka

Komorova
voda

Cockd
Opticky nerv

Cilidrni sval

Cévnatka

Obrazek 15 Anatomie oka [11]
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Systém Cocek v oku se sklada ze dvou ¢ocek. Z rohovky, ktera je na pfednim povrchu

oka a o¢ni ¢ocky, ktera je vevnitf. O¢ni ¢ocka je schopna proménlivé ménit svoji ohniskovou
vzddlenost a tim umoznuje vytvaret ostry obraz rizné vzdalenych predmétl. Prostor mezi
¢ockami je vyplnén komorovou tekutinou. Na zadni vnitfni strané oka je sitnice, membrdna
obsahujici nervova zakonceni citlivd na svétlo. Obraz promitany ¢ockami na sitnici je
skutec€ny, prevraceny a zmenseny. [8][12]

3. Svételna mikroskopie

V poslednim desetileti jsme byli svédky enormniho narlstu aplikaci a pokroku
v oboru mikroskopie zkoumajici prvky s rozmérem mensim, nez je jeden mikron. Rapidni
vyvoj novych fluorescencnich metod urychlil rozsifeni fluorescenéni mikroskopie pro
laboratorni pouZiti a vyzkum. Pokroky v digitalizaci obrazu a jeho analyze umoznily
uZivatelm mikroskopt rychle a efektivné ziskdvat kvantitativni méreni na Sirokém spektru
vzorkd od syntetickych keramickych supravodici az po pozorovani Zivych bunék v jejich
pfirozeném prostredi, a to v redlném case. Optické mikroskopy jsou schopny za pomoci
digitalni techniky pofizovat snimky velmi tenkych vrstev v ose Z, které jsou ndsledné
sklddany do jednoho, za ucelem vytvofeni 3D obrazu povrchu. Takto upravenymi
mikroskopy, spole¢né s mikroskopy konfokalnimi je dnes vybavena vétsina instituci. [13]

Prvni vytvorené mikroskopy trpély velkym mnoZstvim vad a neduh(. Napfiklad
optickou aberaci, neostrosti obrazu a nedokonalymi ¢ockami. Prvni revoluce se mikroskopy
dockaly v poloviné devatenactého stoleti s uvedenim achromatickych objektivi, které
Castecné odstranily chromatickou aberaci a disponovaly vys$i numerickou aperturou.
Numericka apertura téchto objektivi se pohybovala okolo 0,65 pro objektivy normalni a
1,25 pro imersni. Vroce 1886, diky praci Ernsta Abbeho a Carla Zeisse vznikl prvni
apochromaticky objektiv. Za pomoci tohoto revoluéniho objektivu bylo najednou mozno
pozorovat obraz s mnohem mensi sférickou aberaci a témér bez chromatické aberace pfi
pouziti vy$sich hodnot numerické apertury. O nékolik let pozdéji, v roce 1893, stanovil
August Kéhler metodu osvétleni, které pomohla naplno vyuZit potencial apochromatickych
objektivi. Posledni desetileti devatendctého stoleti bylo svédkem inovace
metalografickych mikroskop(, anastigmatickych cocek, binokuldrnich mikroskopl a
prvniho stereomikroskopu. [13][14]

3.1. Osvétlovaci prvky mikroskopu

Osvétlovaci systém mikroskopu slouzi jako zdroj viditelného svétla, pomoci kterého
je osvétlovan pozorovany vzorek. Béiné rozeznavame tfi zakladni typy zdroja svétla:
nizkonapétové wolframové Zarovky, wolfram-halogenové Zarovky a plynové vybojky.
[15]

Wolframové zarovky produkuji spojité svételné spektrum o vinovych délkach od
300 do 1500 nanometrd pri napéti od 6 do 12 V a prikonu okolo 100 W. Teplota svétla,
ktera je dulezita pri porizovani barevnych snimku produkovana témito Zarovkami je
relativné nizkd. To md za nasledek teplejsi odstin (Zluto-Cerveny) pozorovanych barev,
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naopak vysoka teplota svétla ma za ndsledek namodralé zbarveni. Wolfram-halogenové
zarovky, stejné jako obycejné wolframové produkuji svétlo spojitého vinového spektra pfi
prikonu od 10 do 100 W. Svétlo produkované wolfram-halogenovymi Zarovkami je oproti
wolframovym o poznani jasnéjsi. Pfi pouZiti w-h Zarovek se jejich filament znacné zahfiva,
a proto je nutné zaradit do sestavy tepelny filtr k potla¢eni dlouhovinnych sloZzek spektra a
chlazeni svételného zdroje. Pfi pouziti jasnéjsich zdroji svétla mize dojit ke zkresleni barev
na vzorku a je tedy vhodné pouzit neutralnifiltry (ND filtry — neutral density), které reduku;ji
jiz zminénou intenzitu svétla a nijak nezkresluji barvy. Napfiklad filtr ND50, ktery propusti
pouze 50 % z celkové intenzity. Plynové vybojky na bazi rtuti nebo xenonu produkuji velmi
jasné svétlo. BéZnéji pouzivané jsou vybojky na bazi rtuti, které produkuji nespojité svételné
spektrum. Vybojky na bazi xenonu produkuji svételné spektrum spojité. Stejné jako u w-h
zarovek je nutno tyto svételné zdroje chladit. [15][16][17]

Zdroj svétla Teplota [K]
Pfirodni zdroje
Jasna poledni obloha 12000-18000
ZataZzend obloha 7000
Letni poledni slunce 5000-7000
Vychod a zdpad slunce 3000
Umélé zdroje
Bila LED 6500-9500
Xenonova vybojka 5500-6500
Sarovka o1 5 3200
12 V/50 :)/\;Iv;/ C zarovka 3200
Wolframové Zarovka 2200-3400
Plamen 2000-2200

Tabulka 2 Barevna teplota pro vybrané zdroje [18][19]

V tabulce 2 jsou uvedeny prlimérné teploty barev vybranych svételnych zdroju.

3.2. Kohlerovo osvétleni pii spodnim osvitu

Osvétleni pozorovaného vzorku je v mikroskopii, fotomikroskopii a digitalni
mikroskopii nejdllezitéjsSi proménnd na cesté za ziskanim obrazového vystupu vysoké
kvality. Kéhlerovo osvétleni bylo poprvé pfedstaveno v roce 1893 Augustem Koéhlerem ze

spolecnosti Carl Zeiss, jako metoda k dosazeni optimalniho osvitu. [13]
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Pfi rozboru optické trasy sprdvné zaostfeného a sefizeného mikroskopu Ize
v optické trase najit dvé skupiny konjugovanych obrazovych rovin. Jedna skupina se sklada
ze Ctyr konjugovanych rovin, kde vznika obraz vzorku a druha skupina se sklada ze Cétyr
konjugovanych rovin, kde vznikda obraz vlakna Zarovky. Schematicky jsou tyto roviny
spole¢né s chodem jednotlivych paprskli zobrazeny na obrazku 16. Je dllezZité myslet na to,
Ze chod paprsk( je pouze ilustrativni a neodpovida skutecnosti. [14][27]

Konjugované roviny s Konjugované roviny s
rovinou vzorku rovinou vlakna Zarovky
@ Sitnice “ Oko “ @ Duhovka
| Okular [
Stiedni obrazova —.<J':E>.— Clona okuléru —Q_
rovina i \ /
|I ‘II I. #I
I Vo
I \
[ Vo
[ \ |
[ \ |/
.‘I I'. @ Zadni ohniskova
[ ) rovina objektivu
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__‘.I ‘.'I P — 'I' Ja— @ Predni ohniskova

o f\ rovina kondenzoru

o
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=
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=

@ Kolektor

T \ /
I Zérovka I @ Vlakno Zérovky
Obrazek 16 Konjugované roviny [22]

Hlavnim principem Kohlerova osvétleni je, Ze konjugované roviny, ve kterych vznika
obraz vzorku, jsou dostatecné vzdaleny od rovin, ve kterych vznikd obraz vldkna Zarovky.
To znamena, Ze se do pozorovaného obrazu vzorku nepromitd vldkno zarovky a tim padem
ziskdme homogenni osvit. Konjugované roviny jsou navic vzdaleny i od povrchovych ploch
CoCek a diky tomu se do pozorovaného obrazu nepromitaji pfipadné necistoty na
zminénych plochach. [27]

Zakladni pozadavky k docileni Kéhlerova osvétleni nejsou nijak slozité. Je dulezité,
aby cocky kolektoru ostfily svétlo vychazejici z riznych bod vlidkna Zarovky na predni clonu
kondenzoru a kompletné vyplnily aperturu (otvor-nastaveni clony) kondenzoru. Zaroven
musi byt kondenzor nastaven tak, aby se dvé skupiny konjugovanych rovin vytvofily a
zaosttily (kdyZ je vzorek také zaostren) na specifickych mistech na ose optické trasy
mikroskopu. Splnénim téchto podminek bude zajistén jasny a rovnomeérny osvit roviny

Navrh metodiky pro ovéteni piesnosti méteni na digitalnich mikroskopech -20 -



/q%'{rg%é FAKULTA DIPLOMOVA PRACE Ustav technologie obrabéni,

STROJNI . . .
CVUT V PRAZE projektovani a metrologie

vzorku, dokonce i s nerovhomérnym svételnym zdrojem, jako je naptiklad wolfram-
halogenova Zarovka. Pokud bude spravné zaostien vzorek i kondenzor, budou konjugované
roviny na spravnych mistech a bude tedy mozné rozliseni a kontrast upravovat polni clonou
a aperturni clonou kondenzoru. [27]

3.3. Kohlerovo osvétleni v reflexni mikroskopii

V reflexni mikroskopii vyuZivajici viditelné spektrum svétla je Kéhlerovo osvétleni
nedilnou soucasti kazdého pozorovani. Tohoto druhu osvétleni v reflexni mikroskopii je
mozné docilit pomoci dvou proménnych clon. Na obrazku 16, clona blize ke svételnému
zdroji je aperturni clona a za ni ve sméru chodu paprsku leZi polni clona. Tyto clony jsou
v reflexni mikroskopii za sebou v obraceném poradi v porovnani s mikroskopii vyuzivajici
spodniho osvitu vzorku. Tato konfigurace clon zajistuje jasny, rovhomérny osvit vzorku
v roving, do které je zaostien objektiv. Zaroven jsou eliminovany vSechny oslnivé odlesky
od vzorku a je mozné vyuzit vysSich hodnot numerické apertury objektivi se zachovanim
uspokojivého kontrastu a rozliseni. [20]

Reflected Light
Microscopy
llluminator

Collector

Tungsten
Halogen
Lamp

< Condenser
Aperture

Field Diaphragm

Diaphragm
: / Figure 1

Obrazek 17 Kohlerovo osvétleni [20]

Je dllezité si uvédomit, Ze pfi poutziti reflexniho osvitu pini objektiv dvé funkce. Pfi
prachodu paprsku skrz objektiv smérem ke vzorku slouzi jako kondenzator onoho paprsku
a pti chodu paprsku odrazeného od vzorku slouzi jako objektiv, ktery promita paprsky
tvorici obraz smérem k okuldru. V mikroskopii vyuzivajici spodniho osvitu vzorku je nutné
s vyménou objektivu nastavit novou hodnotu numerické apertury kondenzatoru abychom
dosahli pozadované kvality obrazu. Pfi reflexnim osvitu vzorku se numerickd apertura
kondenzatoru a nového objektivu méni simultdnné. Konjugované roviny jsou podobné jako
pro metodu spodniho osvitu vzorku, kde se obraz vliakna Zarovky nachazi v zadni ohniskové
roviné objektivu. [20]
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Obrazek 18 Kéhlerovo osvétleni pri mikroskopii pomoci viditelného, odrazeného sveétla
[20]

Hlavni funkci Kohlerova osvétleni je kromé rovnomérného osvitu zajisténi

maximalniho rozliSeni a kontrastu, i kdyZz je zdrojem svétla Zarovka s wolframovym
vldknem. Aperturni clona slouzi k nastaveni Uhlu dopadu svételnych paprskl na vzorek a
numerickd apertura objektivu urcuje, jaky uhel odrazeného svétla je mozné zachytit. Na
obrazku 18 je zndzornén chod paprskl v systému s reflexnim osvitem vzorku. [13][20]

3.4. Numericka apertura rozliSeni a hloubka ostrosti

Numericka apertura mikroskopového objektivu je ukazatel jeho schopnosti zachytit
svétlo a rozlisit detaily predmétu v dané predmétové vzdalenosti. [29]

Paprsky, které tvofi obraz, prochdazeji skrz vzorek (pfi dolnim osvitu) nebo se od néj
odrazeji (pri reflexnim osvitu) a vstupuji do objektivu. Draha téchto paprskd vytvari kuzel
(obrdzek 19) s vrcholem v zobrazovaném bodé predmétu a v podélném fezu tohoto kuzele
Ize definovat uhlovou aperturu. Uhlovd apertura je uréena ohniskovou vzdalenosti
objektivu. [29]

Uhlov apertura

AT T TA

Svételny
kuzel

Obrazek 19 Uhlova apertura [29]
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Na obrazku 19, uhel u zastupuje polovinu Uhlové apertury (A) a souvisi
s numerickou aperturou nasledovné [29]:

Numericka apertura (NA) = n (sinu) [29]
(12)

Clen n v rovnici (12) numerické apertury zastupuje index lomu optického prostiedi
mezi vzorkem a ¢ockou objektivu. Jeho hodnota se pohybuje v rozmezi od 1 pro vzduch do
1,51 pro specialni imersni oleje. Z rovnice pro numerickou aperturu (12) je jasné, zZe pokud
je optickym médiem mezi vzorkem a ¢ockou objektivu vzduch (index lomu n=1), tak je
hodnota numerické apertury zavisla Cisté na uhlu u, ktery mlze v tomto pripadé nabyvat
maximalni hodnoty 90°. Maximalni mozna hodnota sinu Uhlu u je tedy 1 (sin(90°) = 1),
coz je teoretickd nejvyssi hodnota numerické apertury pro objektivy, které vyuzivaji jako
optické médium vzduch (suché objektivy). V praxi je ale velmi sloZité dosahnout numerické
apertury u suchych objektiv(l bliZici se hodnoté 0,95. TakZe hodnoty bliZici se 1 jsou spise
teoretické. [29][30]

Na obrazku 20 je série svételnych kuzell odvozenych od objektiv(i s rGznymi
numerickymi aperturami a ohniskovymi vzdalenostmi. Jak se méni svételny kuzel, uhel u se
zvySuje od 7° (obrdzek 20a) do 60° (obrdzek 20c), coZz ma za nasledek pfislusné zvétseni
numerické apertury z 0,12 na 0,87. Hodnota numerické apertury 0,87 je témér na limitu,
pfi uvazovani vzduchu jako optického prostiedi. [29][30]

NA = (n)sin(p)
(a) p=7° NA=0.12
(b) p = 20°NA =0.34
(c) 4 = 60°NA =0.87

A*—"A

-
(a) (b) (¢) -

-

18

M
Obrazek 20 Svételné kuzele pro rizné objektivy [29]

Pfi rozboru rovnice pro numerickou aperturu (12) je ziejmé, Ze pro dosazeni
hodnoty numerické apertury vyssi nez 1, je limitnim faktorem index lomu n optického
prostiedi. Abychom ziskali hodnotu numerické apertury vyssi nez 1, musi mit optické
prostfedi mezi ¢ockou objektivu a vzorkem vy$si index lomu (n > 1), neZz mda vzduch.
V dnesni dobé jsou na trhu mikroskopové objektivy, které jsou navrzené pro poufziti
v optickém prostredi s vy$sim indexem lomu, nez ma vzduch, naptiklad ve vodé (n=1,33), v
glycerinu (n=1,47) nebo v imersnim oleji (n=1,51). Protoze tyto objektivy pouzivaji jako
optické prostiredi kapalinu, souhrnné je nazyvdme imersni objektivy. Pfi pouziti imersnich
objektivl je nutné vénovat zvySenou pozornost jejich specifikacim, aby nedoslo k pouziti
jiného média, neZz pro které je objektiv uréen. Pouziti chybného média mze v obrazu
vyvolavat rlzné artefakty, které nasledné degraduji jeho kvalitu. [30]
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Vétsina objektivi se zvétSenim v rozmezi od 60x po 100x (a vice) jsou navrieny pro
pouziti pravé s imersnim olejem. PFi rozboru rovnice numerické apertury (12) zjistime, Ze
teoreticky nejvyssi hodnota, které jsme schopni s imersnim olejem dosdhnout, je °1,51
(n=1,51 a sinu = 1). Vétsina imersnich objektivi ma pfi poutziti s olejem maximalni
numerickou aperturu 1,4. Vyssi hodnoty jsou opét pouze teoretické. [29]

Hodnota numerické apertury je z ¢asti zavisla na urovni korekce optické aberace.
Objektivy s vyssi arovni korekce maiji obvykle vyssi hodnotu numerické apertury pro uréité
zvétseni (tabulka 3). Pokud se podivame na skupinu objektiv(i se zvétSenim 10x, je patrné,
Ze pro plan-objektivy se numerickd apertura zvySuje v zavislosti na korekci chromatické a
optické aberace: plan —achromat, NA = 0,25; plan — fluorit, NA = 0,3; plan-apochromat. NA
=0,45. [30]

Zvétseni Numericka apertura
Plan —achromat Plan — fluorit Plan —apochromat

0,5x 0,025 - -

1x 0,04 - -
2X 0,06 - 0,10
ax 0,10 0,13 0,20
10x 0,25 0,30 0,45
20x 0,40 0,50 0,75
40x 0,65 0,75 0,95
40x (olej) - 1,30 1,00
60x 0,75 0,85 0,95
60x (olej) - - 1,40
100x (olej) 1,25 1,30 1,40
150x - - 0,90

Tabulka 3 Numericka apertura pro vybrané objektivy [29]

Rozliseni mikroskopového objektivu je definované jako nejmensi vzdalenost dvou
bodU na vzorku, pri kterém je mozné tyto dva body od sebe rozlisit, tzn. nesplynou v jeden
bod. [29]

V roce 1873 Ernst Abbe poprvé formuloval vztah, ktery popisuje limitni vzdalenost
dvou bodu, kdy je porad mozné tyto body od sebe rozeznat. Vztah formulovany Ernestem
Abbem ma tvar [31]:

d =A/2nsinpu[31]
(13)
Kde: A —Vlinova délka svétla pouZitého pro osvit
n — Index lomu prostredi mezi objektivem a vzorkem
u — Polovina Ghlové aprtury objektivu
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V dnesni dobé se k popisu nejmensi vzdalenosti, pfi které Ize rozeznat dva body

v obrazu, pouziva Rayleighovo kritérium. [31]

V mikroskopii vyuZivajici spodniho osvitu vzorku je rozliSeni R charakterizovano
tfemi parametry. Vinovou délkou (1) svétla pouZitého k osvitu, numerickou aperturou
objektivu (NA,) a numerickou aperturou kondenzoru (NA). Rayleighovo kritérium pro
pfipad, kdy je rozdilnd numerickd apertura objektivu od numerické apertury kondenzoru
ma tvar (rovnice 14) [17]:

1,222
= m [17]
(14)
Kde: A —Vinova délka svétla pouZitého pro osvit
NA, — Numericka apertura objektivu

NA; — Numericka apertura kondenzoru

Pokud je hodnota numerické apertury kondenzoru upravena tak, aby odpovidala
hodnoté numerické apertury objektivu a obé apertury jsou si rovny, lze vztah pro
Rayleighovo kritérium zjednodusit na (rovnice 15) [17]:

0,614

R =——=[17]

(15)

Tato zjednodus$ena rovnice rozliseni (15) plati pfi rovnosti numerickych apertur
objektivu a kondenzoru pro mikroskopii vyuzivajici spodniho osvitu a zaroven pro
mikroskopii vyuZivajici reflexniho osvitu vzorku. [17]

Je dllezité si uvédomit, Ze zvétSeni nevystupuje v zddném vztahu pro vypocet
rozliSeni. Jak jiz bylo zminéno, rozliSeni zavisi pouze na vinové délce svétla a numerické
aperture. Z rovnice 15 je jasné, Ze se zkracujici se vinovou délkou svétla poroste rozliseni
(nizsi hodnoty R) a naopak. Nejlepsiho rozliseni se v optické mikroskopii dosahuje v oblasti
blizké ultrafialovému svétlu, protoze tato oblast tvofi ¢ast spektra viditelného svétla
s nejkratsi vinovou délkou (kapitola 2.1.). Naopak nejmensiho rozliseni (vyssi hodnota R)
dosahneme pfi pouziti Cerveného svétla, protoZze ma nejvétsi vinovou délku z viditelného
spektra. Pro vétsinu pfipadl se k osvitu vzorku pouziva bilého svétla z wolfram-halogenové
zarovky. Bilému svétlu nelze pfifadit konkrétni vinovou délku, protoze v ném jsou
rovnomeérné zastoupeny vSechny barvy z viditelného spektra. Vinova délka, ktera odpovida
stfedu viditelného spektra je priblizné 550 nanometrd a odpovida zelené barvé svétla, na
kterou jsou ocCi nejvice citlivé. Tato hodnota vinové délky byla pouzita pro vypocet rozliseni
v tabulce 4, ve které jsou shrnuty vlastnosti objektiva v zavislosti na jejich typu. Vliv vinové
délky na rozliseni pfi konstantni numerické apertufe je v tabulce 5. [29][30]
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Zvétseni Typ objektivu
Plan —achromat Plan — fluorit Plan — apochromat
Numericka  RozliSeni Numericka RozliSeni Numerickd Rozliseni
apertura [um] apertura [um] apertura [um]
4x 0,10 2,75 0,13 2,12 0,20 1,375
10x 0,25 1,10 0,30 0,92 0,45 0,61
20x 0,40 0,69 0,50 0,55 0,75 0,37
40x 0,65 0,42 0,75 0,37 0,95 0,29
60x 0,75 0,37 0,85 0,32 0,95 0,29
100x 1,25 0,22 1,30 0,21 1,40 0,20

Tabulka 4 Rozliseni a numericka apertura v zavislosti na typu objektivu [29]

Vinova délka Rozliseni
[nm] [um]
360 0,19
400 0,21
450 0,24
500 0,26
550 0,29
600 0,32
650 0,34
700 0,37

Tabulka 5 Rozliseni a vinova délka [29]

Kdyz svétlo z riznych, nekonecné malych bodd vzorku prochazi objektivem, tak
obraz téchto bod( vytvoreny v primarni obrazové roviné neni nekone¢né maly bod, ale
Airyho difrakéni obrazec. Tento Airyho difrakéni obrazec je Frauenhoferovo difrakéni
obrazec vytvoreny vystupni ¢ockou objektivu, ze které sférické viny konverguji do zadniho
ohniska objektivu. Centralni maximum Airyho obrazce se bézné nazyva jako Airyho disk a
je to oblast, ktera je ohrani¢ena prvnim minimem Airyho obrazce a obsahuje 84% svételné
energie. Tyto obrazce se skladaji ztmavych a svétlych soustfednych kruh(, jako je
znazornéno v horni ¢asti obrazku 21. Na tomto obrazku jsou zobrazeny Airyho disky a
rozloZeni jejich intenzity v zavislosti na vzdalenosti mezi nimi. [29]

Obrazek 21a znazornuje hypoteticky Airyho disk, ktery v podstaté sestdva
z difrakéniho obrazce obsahujiciho centralni maximum (obvykle oznacovdno jako maximum
nultého radu), které je obklopené soustfednymi maximy prvniho, druhého, tretiho... fadu
s postupné se snizujicim jasem. Dva Airyho disky a jejich rozloZeni intenzity na limitu
optické rozliSitelnosti jsou zobrazeny na obrazku 21b. V této ¢asti obrazku je vzdalenost
mezi disky vétsi, nez je jejich polomér a tim padem jsou jesté rozliSitelné. Limitni
vzdalenost, kdy jsou od sebe dva Airyho disky rozlisitelné je tedy jejich polomér a ten je dan
Rayleighovym kritériem (rovnice 15). Na obrazku 21c jsou zndzornény dva disky, které maji
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mezi sebou vzdalenost mensi, nezZ je jejich polomér, to znamena, Ze centralni maximum
jednoho obrazce se prekryva s prvnim minimem druhého obrazce a podle Rayleighova
kritéria je jiz nelze rozlisit jako dva separatni. [14][29]

Airyho disky

°o®®
du db A,

Rozlozeni intenzity
Obrazek 21 Airyho disky [29]

Z vyse popsaného principu vytvareni a nadsledného rozliseni Airyho diskd vyplyva, Ze

¢im mensi disky jsou vytvareny objektivem pfi procesu tvorby obrazu, tim vice detailll
vzorku je moZné rozeznat. Obecné plati, Ze objektivy s vyssi Urovni korekce vad (fluority a
Obdobné je to snumerickou aperturou objektivu, kde objektivy svyssi hodnotou
numerické apertury vytvareji mensi Airyho disky a naopak. Toto jsou hlavni davody, proc¢
objektivy s vyssi urovni korekce vad a svySSi numerickou aperturou dokazou rozlisit
drobnéjsi detaily ve vzorku. [29][30]

ds b L

) =9 )

(a) (b) (c)
CEEEEE— B — R —

Obrazek 22 VIiv numerické apertury na velikost Airyho disku [29]

Na obrazku 22 je schematicky zndzornén efekt velikosti numerické apertury na
velikost Airyho disk( vytvofenych hypotetickymi objektivy se stejnou ohniskovou
vzdalenosti, ale jinou numerickou aperturou. S malou hodnotou numerické apertury je Airy
disk velky, jak je zobrazeno na obrazku 22a a se zvysujici se hodnotou numerické apertury
objektivu spolecné se zvySujicim se Uhlem svételného kuzZele se velikost Airyho disk(
zmensuje (obrazek 22b a 22c). [29][30]
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Vysledny obraz z objektivu je v podstaté nespocet Airyho disk(, které vnimame jako
tmavy a svétly odstin urcité barvy. [29]

Stejné jako difrakce a vinova povaha svétla urcuji, Ze obraz bodu je difrakéni obrazec
s urcitym prmérem, urcuji také, Ze difrakéni obrazec ma méfritelnou tloustku podél optické
osy z. Hloubka ostrosti pole v predmétové roviné odpovida vzdalenosti dvou rovnobéznych
rovin, které mezi sebou vymezuji prostor, kde jsou vSechny casti predmétu (vzorku)
zaostfeny. Matematicky je hloubka ostrosti pole popsana [22]:

ni

2= Na

[22]

(16)
Kde: A —Vinovadélka svétla pouzitého pro osvit
n — Index lomu prosttedi mezi objektivem a vzorkem
NA — Numericka apertura objektivu

Z rovnice 16 je jasné, Ze hloubka ostrosti pole klesa s druhou mocninou numerické
apertury objektivu. Objektivy s malym zvétSenim a tim padem s nizkou hodnotou
numerické apertury dosahuji tedy mnohondsobné vyssich hodnot hloubky ostrosti pole nez
vysoce vykonné objektivy. Princip hloubky ostrosti pole je v mikroskopii stejny jako pfi
fotografovani, kde objektivy s vysokou svétlosti (< f/4) maji nizkou hodnotu hloubky
ostrosti pole a objektivy s nizkou svétlosti (> f/16) maji hloubku ostrosti pole naopak
vysokou. [22]

Rovnice 16 popisuje vypocet hloubky ostrosti pole pouze teoreticky a zjednodusené.
Ve skutecnosti je hloubka ostrosti pole ovlivnéna fadou faktor(, mezi které radime principy
geometrické a fyzikdlni optiky, optické aberace, stupen akomodace oka a celkové zvétseni.
[22]

3.5. Optické prvky mikroskopu

Mikroskopové objektivy jsou nejpodstatnéjsi soucdasti mikroskopu. Stoji za tvorbou
primarniho obrazu a hraji hlavni roli v ur¢ovani kvality obrazu, kterou jsme mikroskopem
schopni ziskat. Zaroven ovliviuji zvéstni konkrétniho vzorku a rozliseni, se kterym jsme
schopni pozorovat detaily. [21]

Jak jiz bylo podrobnéji popsano v kapitole (3.4.) rozliSeni mikroskopu je primarné
zavislé na trech vécech, mezi které zahrnujeme vinovou délku svétla pouzitého pro osvit
vzorku, Uhlovou aperturu objektivu a index lomu prostiedi mezi vzorkem a objektivem.

RozliSenim rozumime minimalni vzdalenost dvou bodd, které od sebe mizeme ve
vysledném obrazu rozeznat a matematicky je popsano Rayleighovym kritériem (rovnice 15
al7)[21]:
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R =0,611/(nsin(w)) [21]

(17)
Kde: A —Vinovadélka svétla pouzitého pro osvit
n — Index lomu prostiedi mezi objektivem a vzorkem
U — Polovina Ghlové aprtury objektivu

PFi rozboru rovnice 17 je vidét, Ze rozliSeni je pfimo zdavislé na vinové délce svétla
pouzitého pro osvit. Lidské oko reaguje na spektrum vinovych délek mezi 400 a 700
nanometry, toto spektrum zastupuje viditelnou ¢ast svételného spektra a je pouZito
k osvitu ve valné vétsiné pozorovani. [21]

Clen v rovnici 17 (nsin(u)) je dosazen z rovnice 12 a jedna se pouze o rozepsany
vztah pro numerickou aperturu (NA), rovnice 15 a 17 jsou tedy totozné. Pri volbé objektivu
slouzi jeho numericka apertura jako vhodny indikator rozliseni, kterého je objektiv schopny
dosdhnout a pokud nebudeme brat v potaz konstrukéni reSeni mikroskopu, tak je
objektivu. Hodnoty NA lezi v rozsahu od 0,1 pro objektivy s velmi malym zvétSenim (1x az
4x) az do 1,5 pro vysoce vykonné, specidlni objektivy se zvétSenim 100x uréené pro pouziti
v imersnim prosttedi jako je voda, glycerin nebo specialni olej. [17][21]

3.5.1. Objektivy

NejlevnéjSim a nejvice rozSirenym typem objektivu jsou achromaty. Jsou vhodné
predevsim pro mensi hodnoty zvétseni (30 — 40x). Tyto objektivy disponuji korekci axidlni
chromatické aberace pro dvé barvy viditelného svétla, pro modrou a ¢ervenou Cili pro
vinové délky okolo 486 a 656 nanometru, které jsou vedeny do jednoho ohniska. Déle jsou
achromaty vybaveny korekci sférické aberace pro zelené svétlo (456 nanometri). Tyto
objektivy tedy dosahuji svych nejlepsich vysledkd pfi ptridani filtru zeleného svétla do
optické trasy. Mezi dalsi uskali patfi chybéjici korekce pro zklenuti pole, které ma za
nasledek neostrost obrazu na krajich, nebo naopak ve stredu. V poslednich letech vétsina
vyrobcl do svych produktovych portfolii zaradila achromaty, které disponuji korekci pro
zklenuti pole. Tyto objektivy nesou nazev planachromaty. [17][21][22]

Dalsi, pokrocilejsi objektivy se nazyvaji semi-apochromaty. Tyto objektivy oproti
predchozim disponuji vyssi Urovni korekce vad a jsou samoziejmé drazsi. Drive byl k jejich
konstrukci pouzivan fluorit, proto se jim nékdy té7 ¥ika fluoritové. Cocky téchto objektivl
jsou vyrabény ze skel se specialnim sloZzenim, obsahujici napfiklad zminény fluorit, nebo
z novych syntetickych latek. Stejné jako achromaty, disponuji semi-apochromaty korekci
axialni chromatické aberace pro ¢ervené a modré svétlo. Navic disponuji korekci sférické
aberace pro dvé, v nékterych ptipadech i pro tfi barvy. Vyssi Uroven korekce vad semi-
apochromatl oproti achromatiim dovoluje vyrdbét tyto objektivy s vyssi hodnotou
numerické apertury. Maji také vyssi rozliSovaci schopnost a jsou schopné poskytnout vyssi
stupen kontrastu, coZ z nich déla oproti achromatiim vhodnéjsi kandidaty pro pouZziti
v digitalni mikroskopii. [17][21]
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Nejvyssi urovni korekce vad disponuji apochormaty. Ty predstavuji nejdokonalejsi
mikroskopové objektivy, které jsou momentdlné na trhu k dostani a jejich vysoka cena se
odrazi v sofistikovaném provedeni a narocné vyrobé. Zvétseni apochromatli se pohybuje
v rozmezi od 10x do 100x, kde objektivy s mensim zvétSenim maji z pravidla vétsi pracovni
vzdalenost neZ objektivy s vétSim zvétSenim. Béiné jsou apochromaty korigovany pro
axiadlni chromatickou aberaci tfi barev (Cervend, zelend a modrd), tim dochazi témér k jeji
eliminaci. Korekci sférické aberace maji béiné pro dvé nebo tfi barvy. VétSina nové
vyvinutych apochormatu ma korekci axidlni chromatické aberace pro Ctyfi barvy (tmavé
modrd, modrd, zelend a ¢ervend) a korekci sférické aberace taktéz. [17][21]

VSechny vySe zminéné objektivy trpi vadou zklenuti pole a vytvafri zakfiveny obraz,
vliv tohoto artefaktu se zvysuje s vlastnim zvéstnim objektivu. Vysledkem snahy o korekci
tohoto artefaktu je vznik objektivi s korekci zklenuti pole. Objektivy s touto korekci se
nazyvaji plan-achromaty, plan-fluory a plan-apochromaty v zavislosti na Urovni zbytkovych
aberaci. Ackoliv je korekce zklenuti pole velmi ndkladnd, ma pro digitalni mikroskopii velky
pfinos a je velmi Zddanou vlastnosti vykonnych mikroskopovych objektiva. [17][21]

Za ucelem zvySeni hodnoty numerické apertury mohu objektivy pracovat v jiném
optickém prostredi, nez je vzduch, takové objektivy nazyvame imersni a princip jejich
funkce je pospdn v kapitole 3.4.

V tabulce 6 je prehled jednotlivych druhl béZnych objektivl a jejich parametr(.

Pracovni vzdalenost

Zvétseni Numericka apertura i
Plan —achromaty
4x 0,1 30
20x 0,4 1,3
40x 0,65 0,57
100x (imersni) 1,25 0,17
Plan — fluor
4x 0,13 17,1
40x 0,75 0,72
100x (suchy) 0,9 0,3
100x (imersni) 1,3 0,2
Plan — apochromaty
4x 0,2 15,7
40x 0,95 0,14
40x (imersni) 1 0,16
100X (imersni) 1,4 0,13

Tabulka 6 Parametry vybranych objektivii [21]
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3.5.1.1. Vady objektivii a ¢ocek

V kapitole 2.7. jiz byla zminéna chromaticka aberace. Tato vada vznika dlsledkem

rozdilnych vinovych délek svétla ve viditelném spektru. Kazdé barvé vtomto spektru
pfislusi jind vinova délka, a proto se kazda ¢ast bude pti prlichodu ¢o¢kou lamat jinak. Pro
predstavu, modré svétlo se lame do ohniska, které je na optické ose blize cocce a Cervené
svétlo se [dme do ohniska, které je od ¢ocky ddle. Pfi této chybé nikdy nedostaneme ostry
obraz, protozZe jednotlivé body jsou obklopeny barevnymi zavoji. Jelikoz je kazdd vinova
délka zaostfena do jiné vzdalenosti od ¢ocky, promitd se tato chyba také do rozdilu zvétseni
pro rizné barvy. Schéma chromatické aberace je na obrazku 14. [22]

Dalsi vadou, kterou trpi cocky je sféricka aberace, jinymi slovy otvorova vada. Tato
vada je nezddouci nasledek, ktery vychazi ze samotné konstrukce ¢ocek a je zplsobena
zakfivenym povrchem ¢ocky. Paprsky rovnobézné s optickou osou, které prochazeji stredni
Casti Cocky, jsou ostfeny do jiného bodu neZ paprsky prochazejici okrajovymi ¢astmi. To
znamena3, Ze na optické ose neni presné definovana obrazova rovina. Bodovy zdroj svétla
se pfi dokonalém zaostreni jevi jako bod, ktery je obklopen svételnou zafi nebo sérii
soustfednych kruhl a vysledny obraz je tedy rozostfeny. Sféricka aberace nabyva
zapornych hodnot u spojek a kladnych hodnot u rozptylek, z toho vyplyva princip korekce
této vady. Jednim z béznych zplsob( eliminace této vady je pouZiti dubletu ze spojky a
rozptylky rGznych tlousték. Soustava coc¢ek upravena k eliminaci sférické aberace je zavisla
na poutZiti pfi specifickych pracovnich podminkach, mezi které Ize zaradit napfiklad tloustku
kryciho prvku vzorku, polohu ohniskové roviny, index lomu mezi objektivem a vzorkem
nebo vinovou délku svétla pouzitého k osvitu. Dals$i moZnosti korekce je pouziti clony pred
cockou, kterd zamezi prichodu okrajovych paprskil, které jsou touto vadou ovlivnény
nejvice. Specialné jsou k dostani objektivy s prstencem, pomoci kterého lze upravovat
korekci za ucelem snizeni sférické aberace, pokud chceme mit moznost pouzit rlizna
imerzni média. Schéma paprskd pti sférické aberaci je na obrdzku 23. Jak chromatickou
aberaci, tak sférickou aberaci fadime do kategorie, kterou nazyvame osové vady.[22]

Obrazek 23 Sfericka aberace [22]
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Hlavnim zastupcem mimo-osovych vad je koma. Tato vada vznika pfi zobrazovani
bodd, které lezi mimo optickou osu, to znamen4, Ze obrazové paprsky dopadaji na ¢ocku
Sikmo. Komu Ize rozdélit na dva typy, na pozitivni a negativni. O negativni komé mluvime
v pripadé, kdy jsou paprsky prochazejici krajnimi partiemi ¢ocky ostieny blize k optické ose
nez paprsky prochazejici sttedem cocky. U pozitivni komy jsou paprsky z periferii ostfeny
dale od osy (obrazek 24). V obou ptipadech je obrazem bodu protahla skvrna a byva
povazovana za nejhorsi vadu z divodu asymetrie vzniklého obrazu. Koma byva obvykle
korigovdna spolecné se sférickou aberaci pouzitim vicera cocek vhodnych tvar(. [22][23]

Obrazek 24 Pozitivni koma [22]

Astigmatismus je stejné jako koma mimo-osova vada a dochazi k ni pfi zobrazovani
bodu, ktery se nachazi mimo optickou osu. Oproti komé nejsou vznikajici artefakty tolik
citlivé na apertufe ¢ocky a zdvisi mnohem vice na Uhlu dopadu obrazovych paprsk.
Astigmatismus je tim vétsi, ¢im vétsi je vzdalenost bodu od optické osy. Obrazové paprsky
bodu prochazejici horizontalni a vertikalni rovinou ¢oc¢ky jsou zaostfeny do dvou navzajem
posunutych mist a projevem je, Ze pfedmét v podobé bodu je zobrazen jako ¢ara nebo
elipsa, schématické zobrazeni je na obrazku 25. Korekce astigmatismu se provadi
predevsim pro body lezici na okraji zorného pole a v jeho okoli. Toho je mozné docilit
kombinaci vhodnych ¢ocek a clon. [22][24].

Obrazek 25 Astigmatismus [22]

Do mimo-osovych vad fadime také zklenuti pole. Tato vada se projevuje deformaci
obrazové roviny do sférické konkdvni plochy a vznika nasledkem zmény pfi¢ného zvétseni.
V tomto pripadé jsme schopni zaostfit jednotlivé oblasti obrazu ve tvaru prstencd, ale nikdy
nezaostiime cely obraz. Schéma zklenuti pole je na obrdzku 26. Korigovat zklenuti pole je
mozné vhodnou konstrukci objektivu, prfidanymi ¢o¢kami v tubusu a v nékterych pripadech
i okulary. [22]
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Obrazek 26 Zklenuti pole [22]

Zkresleni, jinymi slovy distorze, je posledni mimo-osovu vadou, kterou se v této
kapitole budu zabyvat. Tato vada vznika pfi zobrazovani bodu leZiciho mimo optickou osu
hlavnim paprskem. Nasledkem zkresleni je nelinearni zvétSeni v obrazu od stfedu
k periferiim. V zdvislosti na tom, jestli se gradient zvétSeni sniZuje nebo zvysuje,
rozeznavame dva druhy zkresleni. Soudkovité a poduskovité. Identifikovat typ zkresleni je
mozné napfiklad pfi pozorovani rastru. Korekce této vady se provadi stejné jako u zklenuti
pole. Na obrazku 27 je na rastru znazornéno zkresleni. Vlevo soudkovité, vpravo
poduskovité. [22][25]

Obrazek 27 Zkresleni [22]
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3.5.2. Okulary

Okulary slouzi k pozorovani obrazu z objektivu a jeho dalSimu zvétSeni. Abychom
optimalné vyuzili zvétseni, které nabizi pouzity objektiv, je dllezité, aby se celkové zvétseni
mikroskopu rovnalo 500 aZz 1000ndasobku numerické apertury objektivu. Vétsim zvétSenim
bychom uZ dosahli tzv. prazdného zvétsSeni. Prazdnym zvétSenim rozumime jev, kdy je
vysledny obraz sice zvétseny, ale bez korespondujiciho narUstu v rozliSeni detaild. Proto se
vétsina vyrobcl optickych prvk omezila na vyrobu okulard se zvétSenim 5x — 20x. Zvétseni
okularu je definované jako 25 cm déleno jeho ohniskovou vzdalenosti. Jakou roli okular
sehrdva v tvorbé obrazu je popsdno v druhé poloviné kapitoly 3.6. [13][22]

BéZné rozeznavame dva zakladni typy okuldrd z hlediska polohy ¢ocek a clony.
Negativni okular s vnitfni clonou a pozitivni okuldr, ktery ma clonu pod ¢ockami (obrazek
28).

Negativni okuldar ma v nejjednodussim provedeni dvé cocky a jednu clonu. Horni
Cocku, ktera je blize k oku a spodni ¢ocku, kterd je blize k vzorku. Obé cocky jsou
plankonvexni (ploskovypuklé) s konvexni plochou smérem k vzorku. Zhruba uprostfed mezi
témito CoCkami se nachazi fixni clona, kterd definuje kruhové zorné pole, které je mozné
pozorovat pohledem do mikroskopu. Tyto nejjednodussi okuldry, casto nazyvany
Huygensovy, najdeme prevazné u levnéjSich mikroskopovych sestav vyuZivajici vyhradné
achromaty. V zadkladni verzi nejsou ¢ocky obsazené v tomto okularu dostatecné korigovany.
Pro vyssi uroven korekce je misto jednoduché horni ¢ocky pouzit ¢o¢kovy dublet nebo
triplet. [13][26]

Zastupem druhé hlavni skupiny je pozitivni okuldr, nebo také Ramsedniv. Tento
okuldar ma clonu pod spodni ¢ockou. V zakladnim provedeni ma pozitivni okular také dvé
plankonvexni (ploskovypuklé) cocky, avsak v tomto ptipadé konvexni plochy ¢ocek sméruji
k sobé a clona je umisténa pod spodni ¢ockou. JelikoZz pfedni ohniskova rovina lezi pfimo
pod spodni ¢oc¢kou, v Urovni clony, jsou tyto okuldry vhodné pro instalaci rliznych rastrd a
pravitek k méreni. Stejné jako u negativnich okulart, nejsou zde v zakladni verzi ¢ocky
dostatecné korigovany. Pro lepsi korekci aberaci se misto horni jednoduché ¢ocky pouzije
cockovy dublet nebo triplet. [13][26]

| kdyZ okuldry s ¢ockovym dubletem misto jednoduché horni ¢ocky vykazuji lepsi
vlastnosti, porad jsou pouzivany pouze s jednoduchymi, malo vykonnymi achromaty. [26]

Ramsednuv 3 Huygenstv
orni
c¢ocka
Spodni
cocka
Clona ?p?dm
cocka

Obrazek 28 Okulary (zleva Ramsdeniiv, Huygensiiv) [26]
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Je celkem jasné, Ze okulary vybaveny pouze dvéma c¢ockami nebudou schopny
uspokojivé korigovat zbytkové aberace vznikajici v objektivu. Proto se pouzivaji okuldry,
které obsahuji vicero ¢ocek (obrazek 29). Okular na obrazku 29 obsahuje celkové sedm
¢ocek. Z toho jeden dublet, jeden triplet a dvé ¢ocky samostatné. Takové konstrukéni feseni
vede ke zlepSeni korekce zbytkovych aberaci, snizuje zklenuti pole a celkové zvySuje
obrazovou kvalitu pfi pouZiti s vykonnymi objektivy. Tyto okuldry by mély byt pouzity
spole¢né s vykonnymi achromaty a museji byt pouzity se semi-apochromaty, apochromaty
a objektivy typu ,,plan”. [26]

Obrazek 29 Periplan okular [26]
3.6. Tvorba obrazu v mikroskopu

K tomu, abychom pochopili, jak funguje mikroskop a jak se vytvafi obraz, je tfeba
chapat zakladni chovani paprskl pfi prlichodu tenkymi ¢o¢kami (kapitola 2.7.). V pfipadé,
kdy je mikroskopovy objektiv zaostfen na vzorek, vznikd za objektivem redlny a zvétSeny
obraz. To znamen3, Ze se pfedmét nachazi ve vzdalenosti a mezi 1f a 2f (obrazek 30). Pfi
redlném pouzivani mikroskopu dostaneme ostry obraz tak, ze vzorek (prfedmét) umistime
do spravné vzdalenosti a od objektivu. Ve skuteénosti dochazi k tomu, Ze se ostfenim
mikroskopu snazime dostat obraz (obr. 31 ,t“) vytvoreny objektivem do konkrétni polohy
v predni apertute okularu. Pokud je mikroskop rozostren, porad existuje v blizkosti predni
apertury okularu skuteény obraz. Ten ale neni ve spravné pozici, aby okular spole¢né
s okem mohly vytvofit ostry obraz na sitnici. Na obrazku 31 si vSimnéme, Ze vzdalenost
obrazu ,t“je nékolikandsobné vétsi, nez vzdalenost predmétu ,,s“. Podil vzdalenosti obrazu
ku vzdalenosti predmétu nazyvame zvétSeni a obvykle se pohybuje rozmezi 10 az 100. Vyse
zminény princip plati pro mikroskopy s objektivy, které nedisponuji korekci na

Objektiv
K
F.\/% }l;‘ Obraz

Predmét

nekonecno. [22]

A

P

Obrazek 30 Predmeét — objektiv — obraz [22]
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Na obrdzku 31 je postupné vyznacen predmét spolecné se skute¢nymi a zdanlivymi

obrazy vznikajicimi v mikroskopu, od s do w. VSimnéme si, Ze pfedmét s leZi tésné pred
ohniskem objektivu. Diky tomu vznika jiz zminény skutec¢ny, zvétSeny obraz t v oblasti tésné
za ohniskem okularu. ProtoZe je obraz t za ohniskem okularu, vznikaji divergujici paprsky u,
ze kterych rohovka a ocni €ocka vytvori skutecny obraz v na sitnici. Sitnice z dlivodu
divergujicich paprsk( u vnima predmét jako zvétSeny, zdanlivy obraz w. [22]

|

|

| Objektiv |
F F Okuldr

Obrazek 31 Zakladni princip nekorigovaného mikroskopu [22]

Moderni mikroskopy, vyuZivajici objektivy s korekci na nekonecno, vyuzivaji
k ziskani zvétSeného a skutec¢ného obrazu stejny princip, jako byl uveden na zacdtku této
kapitoly. LiSi se v konstrukénim provedeni optické trasy. U objektiv( s korekci na nekone¢no
je vzorek (prfedmét) umistén v ohnisku objektivu a z jeho druhé strany vychazeji paralelni
paprsky, které jsou zaostfeny do nekonecna a netvofi tedy zddny obraz. Tvorbu obrazu
z takto korigovaného objektivu ma za ukol tubusova cocka v téle mikroskopu, kterd
z paralelnich paprsk( vytvofi skutecny obraz v okularu. [22]

Hlavni vyhodou této konstrukce je, Ze se zvySuje flexibilita pouziti a konstrukce
mikroskopu pfi zachovani kontrastu a rozliSeni, za kterym stoji objektiv. Mikroskop lze diky
tomu dovybavit napfiklad o polarizatory, kompenzatory, DIC hranoly (diferencidlni
interferencni kontrast), zrcadla a fluorescencni filtry. VSechny tyto prvky lze umistit
kamkoliv do oblasti paprski zaostfenych do nekonecna (paralelnich paprskda), Cili kamkoliv
mezi objektiv a tubusovou ¢ocku. Pokud budeme uvazovat kombinaci objektivu a tubusové
Cocky jako jeden skutecny objektiv, budou porad platit pravidla pro vytvoreni zvétSeného
a skute€ného obrazu jako na obrdzku 31, protoZe pofad plati, Ze predmét je ve vzdalenosti
mezi a mezi 1f a 2f. [22]

Funkci okuldru je zvétSit primarni obraz vytvoreny objektivem v zavislosti na
vlastnim zvétSeni a spolecné s optickymi prvky oka vytvofit na sitnici zvétSeny a skutecny
obraz obrazu primarniho. Tim padem, pfedmétem pro okular je primarni obraz vytvoreny
objektivem. Dulezité je si uvédomit, Ze v pripadé okularu lezi predmét (primdrni obraz z
objektivu) ve vzdalenosti mensi, nez je ohniskova vzdalenost okularu a vznika tedy zdanlivy
obraz, ktery nelze zobrazit na stinitko a ani zachytit kamerou (obrazek 32). Pokud umistime
oko za okular, tak soustava okular-oko vytvofi skuteény sekundarni obraz na sitnici, ktery
mozek vnima jako zvétSeny zdanlivy obraz, ktery se nachazi zhruba 25 cm pred okem.
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Vnimani zdanlivych obrazll je v optickych systémech béznou zaleZitosti. Napfriklad pfi
pozorovani malych objektl obycejnou lupou ,vidime“ jejich zdanlivy obraz, nebo pfi
pohledu do zrcadla.[22]

Okular

’Z_\ Oko

Na obrdazku nize (obrazek 33) je schematicky znazornén chod paprskd v mikroskopu

a

Obrazek 32 Chod paprskii okularem [22]

bez korekce na nekonec¢no (nahore) a s korekci na nekonecno (dole). Jak jiz bylo zminéno,
hlavnim rozdilem je pfitomnost oblasti paralelniho chodu paprskli mezi objektivem a
tubusovou ¢ockou. [22]

Bez korekce na
nekonecno

Ohniskova vzdalenost
Predmeét - -

sové paprsky Obraz

- e
. d Mimo-oso;é.. “.1..'
Objektiv paprsky Okular
Paralelni

Ohniskova vzalenost

¢ast paprskdl 4, bysové cocky
< >

S korekei na
nekonecno

Obraz

Rovina prim.

-
obrazu Okular

Tubusova
cocka

Obrazek 33 Schéma mikroskopu bez korekce na nekonecno a s korekci na nekonecno [28]
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4. Digitalni mikroskopie

Zakladni konstrukéni feSeni svételného mikroskopu se za nékolik poslednich dekad
skoro nezménilo. Dramaticky se za tu dobu oviem zménil zpUsob, jakym jsou dnes
mikroskopy pouZivany a pokrok v pouZivani se posouva kupredu rapidni rychlosti. Z ¢asti je
tato evoluce pohdnéna inovovdnim a vylepSovanim komponent mikroskopu, které
nasledné dovoluji pozorovateli pfistupovat k zobrazovani novymi zplsoby. Vyvoj riznych
pristupl k mikroskopii se superrozliSenim je napfiklad zaloZzen na kompletni modifikaci
zpUsobu sbéru a analyzy obrazovych dat a nékteré nové pristupy byly umoznény az
s pouzitim konkrétnich inovovanych komponent. Klicovou komponentou, u které doslo
k obrovskému pokroku je obrazovy zaznamovy systém, ktery tvofi zasadni rozdil mezi
konvencéni a digitalni mikroskopii. V dnesni dobé se obrazové zaznamové systémy skladaji
ze skupin hardwarovych a softwarovych prvkd, které jsou specifické pro jednotlivé typy
mikroskop. [32]

Moderni zdznamové systémy dokonce neodpovidaji definicim rozliSeni, protoze
rozliSeni mikroskopu je zaloZeno na teoriich, které predpokladaji, Ze vystupni obraz bude
detekovan lidskym okem. Vétsina téchto systémua v porovnani s lidskym okem dosahuje
v urcitych oblastech mnohondasobné lepsich vysledk(. VSechny tyto pokroky v technologii
daly vzniknout Sirokému spektru zaznamovych systému pro obecné i specifické aplikace a
otevrely dverfe novym zplsoblm zdznamu obrazu. Jako pfiklad lze uvést mikroskopii
se superrozliSenim, ktera stoji na zakladech pokrok( v pofizovani obrazovych zaznama. [32]

Obecné lze fict, Ze obrazové zaznamové systémy muizeme rozdélit do dvou hlavnich
skupin, dle principu zachyceni zorného pole. Prvni skupinou jsou systémy, které
zaznamenavaji celé zorné pole najednou. Druhou skupinou jsou systémy, u kterych je
obrazova informace ziskavana sekvenénim snimanim vzorku bod po bodu a naslednou
rekonstrukci dvojrozmérného obrazu z dat jednotlivych boda. Prikladem druhé skupiny
jsou napftiklad laserové skenovaci konfokalni mikroskopy (LSCM). Kazdy princip ziskavani
obrazové informace ma zcela odliSné naroky na detektor a jedna se tedy o velmi obsahlé
téma. Princip funkce konfokalnich mikroskopd bude nastinén v dalSich kapitolach a v této
kapitole se omezime na popis systému, ktery zaznamendva celé zorné pole najednou. To je

predevsim zdéznam monochromatickou kamerou. [32]

4.1. Architektura svételného senzoru

Vétsina svételnych senzord kamer pouzivanych v mikroskopii jsou na bazi kiemiku.
Tento element ma schopnost tvorit velké krystaly, ve kterych je kazdy atom vazan na svych
Sest sousednich atom( a vytvari obdélnikovou, trojrozmérnou mfizkovou strukturu.
Dopadajici foton mze v urcitych pripadech vazbu mezi atomy prerusit za soucasného
uvolnéni elektronu (fotoelektricky jev). Na povrchu kiemikové €asti je nanesena tenka
kovova vrstva s pozitivnim nabojem, ktera vytvari potencialovou jamu. Potencidlova jama
ma za ukol sbirat a uchovavat elektrony, princip je zobrazen na obrazku 34. Kazdy jeden
svételny senzor (pixel) zaznamového zafizeni ma svoji potencidlovou jamu.[33]
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/\'/_Mimmka
Elektronika éipu
_/_\L Dopadajici fotony

_@ \ Povrch citlivy na svétlo

(fotodioda)

Kfemikovy zaklad @

@

Obrazek 34 Schématicka reprezentace senzoru citlivého na svétlo (pixel) CMOS [33]

™~

Potencidlova jama

V zavislosti na konstrukci senzoru rozliSujeme nékolik zdkladnich zaznamovych
zatizeni (kamer): CCD (charge-coupled device), CID (charge-injection device), CMOS APS
(complementary metal-oxide semiconductor active pixel senzor), CMOS PPS
(complementary metal-oxide semiconductor pasive pixel senzor) a dalsi. Nicméné, vsechny
zminéné kamery funguji na principu obdélnikového pole, které je slozeno ze senzor(
citlivych na svétlo (pixelt). Toto pole nazyvame Cip. Vykonnost takového zafizeni je
charakterizovdna pomérem signalu k Sumu, ktery urcuje kvalitu méreni. Tento pomér je
bézné vyjadren v decibelech pomoci vzorce [33]:

SNR (signal to noise) = 20log(signal/sum) [33]
(18)

Mnozstvi signalu je omezeno hloubkou potencidlové jamy, coZ je méfitkem toho,
kolik naboje je jednotlivy senzor citlivy na svétlo (pixel) schopny akumulovat. Tento
parametr je obvykle méren v elektronech a je vztazen na ¢asti Cipu, kterd je citliva na svétlo
(faktor plnéni). Ve vétsiné pripadl je polovina plochy Cipu, nebo jesté vétsi ¢ast, zakryta
neprahlednymi obvody, které slouzi k pfenosu naboje. Kvuli témto obvodim jsou mezi
jednotlivymi pixely mezery, které redukuji faktor plnéni pod hodnotu idealnich 100 %. Na
povrchu ¢ipu mizZe byt nanesena tenka vrstva s mikrooptickymi elementy, které zaostfuji
dopadajici svétlo na citlivou ¢ast prislusnych pixelli. Hloubka potencidlové jamy je umérna
velikosti pixelu. Napfiklad Cip Kodak KAF-3200E CCD ma pixel o velikosti 6,8 mikrometru a
hloubku potencidlové jamy 55 000 elektron. Cip Kodak KAF 6303E ma pixel o velikosti
9 mikrometrd a hloubku potencialové jamy 100 000 elektrond. [33]
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Pokud je hloubka potencidlové jamy jednoho pixelu prekrocena, elektrony
proniknou do sousednich jam, coZz mda za ndsledek vznik jasného pruhu svétla, ktery se
tdhne vertikalné z elektrony nasyceného bodu. Tento jev se nazyva blooming (obrdzek 35)
a k jeho eliminaci je nutné vybavit potencidlové jamy jednotlivych pixelG o kanaly, které
prebytecné elektrony odvadéji. Avsak Cipy vybavené touto ochranou maji v porovnani
s Cipy bez ochrany mnohem mensi hloubky potencidlovych jam a jsou tedy méné citlivé.
[33]

Obrazek 35 Blooming zapricinény nasycenim pixeli [34]

Proces pixel binning (hardwarové sdruzovadni pixelt) je proces, pfi kterém je mozné
spojit sousedni pixely do jednoho za uUcelem ziskani pixelu s vétsi plochou. Napftiklad 2x2
binning znamen3, Ze se naboj ze Ctyf sousednich pixell spojuje dohromady. Citlivost na
svétlo takto spojeného pixelu se Ctyrikrat zvysi. Nicméné, ucinna Sirka a vyska (v pixelech)
Cipu se odpovidajicim zplsobem snizi. Je dilezité si uvédomit, Ze se sniZujicim poctem
pixell klesa i rozliseni. [33]

Z dopadajicich fotonl je preménén jen zlomek na elektrony (fotoelektrony), které
jsou uchovany a na konci expozice systémem precteny. Mnozstvi fotonu, preménénych na
elektrony zalezi u jednotlivych snimacl na jejich kvantové ucinnosti (QE — quantum
efficiency), coz je funkce vinové délky dopadajiciho svétla. BéZné kamery jsou nejvice citlivé
na vinové délky zeleného a Cerveného svétla z oblasti mezi 550 a 900 nanometry. Kamery
stfedni tfidy maji kvantovou ucinnost QE v rozmezi od 25 % do 50 %. Nejlepsi védecké CCD
kamery pro pouziti v laboratornich podminkach dosahuji kvantové ucinnosti az 98 %. [33]

Vsechny potizené snimky jsou urcitym zplsobem znehodnoceny Sumem. Jednd se
o stochasticky jev, ktery neni zcela mozné kompenzovat ani odstranit. Druhy Sumu, které
hraji roli v pofizovani snimkd védeckymi kamerami jsou: tepelny Sum, fotonovy Sum, Sum
z obvodu a kvantifikacni sum. [33][35]
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4.2. CCDaCMOS

Jak jiz bylo receno v kapitole 4.1., vétSina mikroskopovych zaznamovych systém(

funguji na nékteré formé CCD snimace nebo CMOS snimace. Ackoliv mezi nimi existuje rada
podobnosti, v principu funkce se od sebe tyto dva druhy dramaticky lisi. [32]

CCD ¢ipy se skladaji z dvojrozmérného pole fotodiod (obrdzek 36). V prabéhu
zdznamu obrazu se zvySuje naboj v kazdé fotodiodé (pixelu). Poté je zaznam ukoncen a
informace je dale sekvencné zpracovdvdna. Existuje nékolik mozZnosti, jak mize byt
informace zpracovana, ale ve své podstaté se elektronovy mrak z kazdého pixelu prenasi
jeden po druhém do zesilovace, ktery méfi hodnotu ndboje a prevadi ho na napéti.
Pfidruzené elektronické zafizeni poté redukuje Sum, digitalizuje hodnoty a vytvari digitalni
data pro uloZeniv paméti pocitace. Hlavni nevyhodou principu funkce CCD Cipu je postupny
prenos naboje ze vSech pixell, coz limituje, jak rychle za sebou mohou byt jednotlivé obrazy
ziskany. To znamena, Ze se musi dokoncit prenos naboje z kazdého pixelu pred tim, nez
zacne proces snimani dalSiho obrazu. [32]

Foton

Rada diod

Cteni Fady po
Fadé.

Konverze
> naboje na
| napéti

Registr
Mahoj se prenasen sekvenéné fadu po
fadé do registru a pak je pfiveden

pixel po pixelu do zesilovate

Obrazek 36 Schématicky princip funkce CCD cipu [32]

Kamery vyuZivajici CMOS technologii se také skladaji z dvojrozmérného pole

fotodetektord, které prevadi fotony na elektricky naboj s hodnotou Umérnou energii
absorbovaného fotonu. Ale v pfipadé architektury CMOS je zesileni a digitalizace signalu
provadéna v kazdém jednotlivém pixelu v urcité pixelové radé a aZ pak je predana dalSimu
Cipu, ktery ma na starost spravu digitalnich dat a ukladani do pocitace (obrdzek 37). Tento
postup radového zpracovani dramaticky snizuje cas, ktery je potrebny k precteni obrazové
informace a pfipraveni ¢ipu k zachyceni dalSiho snimku. Vyhoda vyssi snimaci rychlosti je
v tomto pripadé vykoupena zvySenou variabilitou mezi pixely navzajem, protoze kazdy pixel
ma svUj vlastni zesilovaci obvod. [32][35]
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Foton Néboj z kazdé

fotodiody je pfimo
preménén na napéti,
zesilen a digitalizovan
zvlAsEt.

Sloupcovy
zesilovaé

Obrazek 37 Schématicky princip funkce CMOS cipu [32]

Jesté pred nékolika lety bylo celkem jednoduché, jakou architekturu Cipu si vybrat.
Jestli sahnout po kamere s ¢ipem CCD nebo s ¢ipem CMOS. Pokud jsme pozadovali vysoké
rozliseni, vybrali jsme Cip CCD a pokud jsme chtéli zachytit a pozorovat rychlé déje, volili
jsme CMOS ¢ip. V dnesni dobé dochazi k rapidnimu pokroku v konstrukci CMOS ¢ipd,
konkrétné CMOS Ccipu specialné pro védecké poufZiti a volba sprdvné kamery uz neni tak
pfimocara. Vybér spravné kamery pro konkrétni aplikaci je tedy zna¢né obtiznéjsi, protoze
existuje nespocet parametr(, které je treba vyhodnotit a porovnat. Proto budou

vvvvvv

vykonnost kamer s CCD a CMOS ¢Cipy. [32][33]

4.3. Barevna vs monochromaticka kamera

Princip funkce kamerovych Cipl, které byly popsany vyse, zavisel Cisté na méreni
intenzity dopadajiciho svétla a nebral v potaz spektrum vinovych délek. CoZz znamena, Ze
ziskané obrazy byly monochromatické. Zaznam barevného obrazu vyZzaduje, aby Cip méfil
intenzitu dopadajiciho svétla rliznych vinovych délek. Bézné se voli ¢ervena, zelend a modra
k napodobeni lidského zraku. Ktomu se obecné pouzivaji dva druhy kamer: kamera
s jedinym Cipem, ktery je vybaven filtry vinovych délek nebo kamery se systémem trech
senzord. [33]

Kamery, které vyuzivaji jeden Cip jsou zpravidla vybaveny tfemi druhy filtrQ, které
jsou vyuzivany k zaznamenavani cervenych, zelenych a modrych obrazl. Prvnim je sestava
tfi barevnych filtrli, druhym je nastavitelny filtr z tekutych krystal( a tfetim je Bayerova
maska (Bayertv filtr nebo Bayerova mozaika). Pokud je pouZita sestava tfi filtrd nebo
nastavitelny filtr, jsou jednotlivé barevné obrazy zaznamendvany za sebou. [33]

Vyhodou pouZiti sestavy tfi oddélenych filtr( je vysoky pfenos (95 % zvoleného
rozsahu), na druhou stranu, zména filtru zabere néjaky ¢as a mlze byt zdrojem vibraci.
Pouzitim nastavitelného filtru se sice vyhneme témto nevyhoddm v podobé delSiho ¢asu
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potifebného k vyméné a moznych vibraci, ale musime pocitat s nevyhodou v podobé nizsiho

prenosu, ktery nepfesahne 50 % pro nepolarizované dopadajici svétlo. [33]

Bayerova maska se liSi od dvou vyse popsanych principli tim, Ze kazdy pixel je spojen
s vlastnim filtrem urcité barvy (Cervend, zelend a modrd). Tato konstrukce kombinuje
vysoké hodnoty prenosu s rychlosti, protoZe je barevny obraz zaznamenan najednou. Avsak
skutecné intervaly vzorkovani a rozliSeni se snizi v porovnani se stejnym senzorem bez
Bayerovy masky. Ke spojeni obrazli a zvySeni poctu pixeld se vyuZiva softwarové
interpolace. [33]

V roce 2002 byl na trh uveden revolucni Cip Foveon X3, ktery odstranil problémy se
snizenou prostorovou frekvenci pfi pofizovani barevnych snimkd. Tento senzor se sklada
ze tti vrstev material citlivych na svétlo, kde kazda vrstva reaguje na jinou vinovou délku.
Diky této konstrukci je mozné zachytit snimky vSech tfi barev zaroveri. Nevyhodou tohoto
feSeni je mald kvantova ucinnost (QE < 50%) v porovnani s vétSinou kamer pro védecké
pouziti. [33][35]

Soucasné zachyceni snimkuU tfi barev (Cervend, zelend a modrd) s vysokou citlivosti
a rozliSenim je mozné pfi pouziti kamery se tfemi Cipy. Ta obsahuje optické hranoly
k rozdéleni paprskd dle vinovych délek, aby kazdy cip mohl zachytit a vyhodnotit
odpovidajici barvu. Zadsadnim problémem téchto kamer je jejich potizovaci cena, ktera je
mnohondsobné vyssi nez cena kamer s jednim Cipem. [33]

Obecné lze fict, Ze barevné kamery jsou méné citlivé nez jejich monochromatické
protéjsky, z divodu pritomnosti optickych komponent, jako jsou optické hranoly a barevné
filtry. Nicméné tato nevyhoda mUze byt vyvdzena schopnosti zobrazit barevny obraz. [33]

4.4. Parametry kamer
V této kapitole je rozebran vybér z nejdllezitéjsSich parametr(, které hraji roli pfi
volbé spravné kamery pro konkrétni aplikace. [32]

4.4.1. Velikost pixelu

Jednim z klicovych parametr( pfi rozhodovani hraje velikost jednotlivych pixeld.
Jejich velikost urcuje limitni rozliSeni senzoru. Pro dané zvétSeni, napriklad 50x, mensi
velikost pixell znamend vyssi rozliSeni pofizeného obrazu. Je ale dllezZité si uvédomit, Ze
velikost pixell neni jedinym faktorem, ktery ovliviiuje vysledné rozliseni. Jak bylo popsano
v kapitole 3.4., rozliSeni je ovlivnéno také numerickou aperturou ¢ili objektivem. [32]

Se zmensujici se velikosti jednotlivych pixelll se zmensuje kapacita potencialové
jamy (kolik elektront je zachyceno, neZ dojde k nasyceni) a tim padem maji mensi pixely
nizsi pomér signalu ku Sumu a mensi hodnota dynamického rozsahu. Ke snizeni poméru
signalu ku Sumu u kamer s malymi pixely pomahd chlazeni kamer pod teplotu okoli.
V dnesni dobé je vétSina kamer s vysokym rozliSenim (chlazené CCD (cCCD) a sCMQS)
s velikosti pixelu okolo 6,5 mikrometru schopna dosahnout plného rozliSeni s pfijatelnym
dynamickym rozsahem a pomérem signdlu ku Sumu. Tabulka 7 porovnava kli¢ové vlastnosti
nedavno uvedenych cCCD a sCMOS kamer s velikosti pixelu 6,5 mikrometrd ¢tverecnich.
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V neddvné dobé byly také na trh uvedeny nékteré kamery s velikosti pixelu 4,5 mikrometr(
a uspokojivym SNR pomérem. Obecné Ize fict, Ze CMOS kamery maji o néco vyssi hodnoty
SNR nez CCD kamery, ale v praxi tento rozdil neni pfilis vyrazny. [32][33]

Parametr cCCD sCMOS
Velikost pixelu 6,5umx 6,5um 6,5 umx 6,5 um
Pocet pixelQ 1392 x 1040 2048 x 2048

Nejvyssi QE 70 % pfi 600 nm 72 % pfi 560 nm
Rychlost ¢teni Do 17 FPS Do 100 FPS
Sum pfi étenf 2e 2,5e

Dyr';azg'ﬁky 3000:1 30000:1

Tabulka 7 porovnadni beznych chlazenych CCD a sCMOS kamer [32]

Je jasné, Ze mikroskop zvétSuje obraz predmétu a promitd ho na kamerovy Cip. Je
tedy nutné, abychom pfi vybéru kamery zvazili, jak je velky obraz nejmensiho rozliSitelného
bodu na vzorku, ktery je promitan na ¢ip kamery. Pokud chceme zaznamenat pIné rozliseni,
které je dostupné skrze vybrany objektiv, je nutné ovéfit, zda je zvolena kamera schopna
vzorkovani tohoto rozliSeni. Tabulka 8 porovnava efekt, ktery ma zvétSeni obrazu na
vzorkovani difrakéniho bodu. VSechny uvedené objektivy maji numerickou aperturu 1,4 a
jsou schopny rozlisit od sebe body o velikosti okolo 0,2 mikrometru v priiméru. V tomto
uréitém pripadé je samotnym mikroskopem zvétSen obraz jesté 1,25x. To znamen3, Ze
v kombinaci s objektivem se zvétsenim 40x se dostaneme na celkové zvétSeni 50x. Pfi
tomto zvétseni je bod o velikosti 0,2 mikrometru promitan na Cip jako bod o velikosti 10
mikrometrG. Nyquist-Shanon(v vzorkovaci teorém fika, Ze tento objekt s primérem 10
mikrometrl musi byt vzorkovdn nejméné dvakrat ve sméru X a dvakrat ve sméru Y. to
znamen3, Ze pro zobrazeni tohoto bodu je nutné mit senzor o velikosti 5 um x 5 um nebo
mensi. TakZe Cip o velikosti 6,5 um x 6,5 um neni schopny zaznamenat plné, difrakéné
omezené rozliseni objektivu. Objektivy se zvétSenim 63x a 100x uZ vytvari obraz, ktery je
dle Nyquistova kritéria dostatecné vzorkovan. Pokud je velikost senzoru mensi, nez je nutné
k dostate¢nému vzorkovani nejmensiho rozliSitelného bodu (napriklad objektiv se
zvétsenim 100x v tabulce 8), tak je mozné za ucelem zlepSeni poméru SNR vyuzit pixel
binning. [32][33]

Zvétseni objektivu  ZvétSeni v kamefre NA ml?l?rzciflfc:gu Zr\;?iiizr;? vzfoijrif\lgii
40x 50x 1,4 0,2 um 10 um Ne
63x 78x 1,4 0,2 um 15,6 um Ano
100x 125x 1,4 0,2 um 25 um Ano

Tabulka 8 Mikroskopem zvétseny obraz promitany na pixel o velikosti 6,5 um? [32]
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4.4.2. Snimkovaci frekvence

Snimkovaci frekvence udava pocet snimku, ktery je kamera schopnd zachytit za
sekundu. Digitalni kamery nam dovoluji snimkovaci frekvenci do urcitého maxima volit. V
této oblasti jednoznacné prevladaji Cipy CMOS s paralelnim zpracovanim obrazu.
Maximalni rychlost snimkovaci frekvence je tedy vyssi pro CMOS Cipy neZ pro CCD cipy, a
to i navzdory faktu, Ze CCD prosly v této oblasti velkym pokrokem. Pro oba typy Cipl ale
plati, Ze s vyssi rychlosti snimkovaci frekvence se zkracuje ¢as expozice a tim padem i pomér
SNR. [32]

4.4.3. Spektralni odezva

Spektralni odezva kamery popisuje, jak dobfe detekuje Cip specifické vinové délky
dopadajiciho svétla. Jak CCD cipy, tak védecké CMOS Ccipy jsou citlivé na vinové délky od
400 nm do 1000 nm. Jelikoz kvantova ucinnost neni konstantni v celém tomto spektru, je
tfeba vidy zkontrolovat spektralni odezvu konkrétni kamery. Kamery mivaji obvykle urcitou
citlivost i ve spektru velmi blizkému infracervenému zareni, pokud je potieba detekovat
signaly i z tohoto spektra, v oblasti blizké infracervenému zareni dosahuji lepsich vysledku
CMOS Cipy. Na obrazku 1 je zndzornéna kfivka odezvy pro CCD Cip, tento konkrétni ¢ip ma
rozumnou hodnotu kvantové ucinnost v celém viditeIném spektru s maximem 73 % pfi 560

nm. [32][33]
100
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Obrazek 38 Spektralni odezva pro CCD cip [32]
4.4.4. Dynamicky rozsah

Dynamicky rozsah kamery udava, kolik samostatnych a odlisitelnych Urovni Sedé je
kamera schopna detekovat a tfidit. Jinymi slovy, popisuje nejmensi mnozstvi svétla, které
pixel zachyti a kolik fotonl je Cip schopny nasbirat, nez je nasycen. Jestlize je mezi
nejmensim mnozstvim detekovatelného svétla a nasycenim veliky rozdil, je snazsi rozlisit
jemné rozdily v intenzité svétla vychazejiciho z rdznych oblasti na vzorku. [32]

Dynamicky rozsah si lze dobre predstavit ndsledovné, kdyz ma nejniisi
detekovatelna hodnota svétla Uroven 2 a sytost nastane pfi hodnoté 12, tak 2 predstavuje
Cast, kterd bude na obrazu ¢erna a 12 predstavuje ¢ast, kterd bude bila. Mezi ¢ernou (2) a
bilou (12) musime tedy rozdélit vsechny rlizné odstiny Sedé ve vzorku jenom na 9 Urovni
(od 3 do 11). Je tedy jasné, Ze jemné rozdily ve stinovani nebudou zachyceny a uloZeny. Na
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budeme schopni zachytit a uloZit mnohem jemnéjsi rozdily v intenzité svétla. To znamen3,
Ze ¢im vyssi dynamicky rozsah, tim lepsi je kamera v zachyceni malych rozdild ve stinovani
vzorku. [32]

Dynamicky rozsah je hloubka potencidlové jamy pixelu délena ¢tecim Sumem.
Obvykle se hodnota DR ¢asto uddva jako pomér, napfiklad 3000:1. Tento pomér udava
rozsah od 1 (Cernd) do 3000 (bild). Hodnotu DR muzZeme také popsat jako pocet bitl
nesoucich informaci, které je mozné rozlisit. Dvanacti bitovy snima¢ ma dynamicky rozsah
4096:1 (212 = 4096). Hodnota DR bude jina pro jiné snimkovaci frekvence, obvykle maji
CCD Cipy v této oblasti vyhodu, ale nové kamery s sSCMOS Cipy pro védecké pouZiti uz
dosahuji oproti CCD Ciptm lepsich vysledkd. [32][33]

4.4.5. Sum ze &teni signalu

Cteci um je elektronicky $um v systému. Jeho Urover v kamefe je dileZitd pfi
urcovani dynamického rozsahu a zaroven urcuje, jak vykonnd bude kamera pfi nizké
intenzité osvitu. Se stoupajici snimkovaci frekvenci Sum ze ¢teni roste. Pfestoze kamery
vybavené sCMOS ¢Cipy jsou schopny dosahnout snimkovaci frekvence az 100 snimku za
sekundu, jsou tyto hodnoty vyuZitelné pouze v pfipadé, ze mame k dispozici silny signal.
Pro pripady velmi slabého osvitu jsou k dispozici modifikované verze CCD cipu, které se
nazyvaji elektronové nasobici CCD Cipy (EM-CCD). V téchto Cipech prochazi elektrony
z kazdého pixelu viceuroviiovym zesilovacim registrem. V kazdém stupni registru zpUsobuji
prijaté elektrony ioniza¢ni déj, ktery zvysuje pocet elektron(. To znamena, Ze na vystupu
z kazdé Urovné registru je pocet vystupnich elektronl podstatné navysen. Kamery EM-CCD
jsou tedy velmi citlivé pfi slabém osvétleni, ale jejich jednotlivé pixely jsou obecné vétsi nez
u obycejnych cCCD cipu. Vliv velikosti pixelu je rozebran v kapitole 4.4.1. [32][33]

4.4.6. Temny Sum

Temny Sum vznika diky teplotni excitaci elektron( v jednotlivych pixelech. Zde maji
vyhodu chlazené Cipy cCCD a sCMOS, které tento Sum vyrazné redukuji konstantnim
snizovanim teploty Cipu. Zde chlazené cCCD vykazuji mnohem nizsi hodnoty temného Sumu
v porovnani s chlazenymi sCMOS Cipy stejné velikosti. MlZzeme bez obav fict, Ze ve vétsiné
pfipadl je temny Sum u cCCD cipu zanedbatelny. Je tfeba dodat, Ze v posledni dobé vyrobci
sCMOS ¢Cipl tyto Cipy podstatné vylepsili a docilili zna¢né redukce hodnot temného Sumu.
MuUzZe se stat, Ze budeme v brzké dobé svédky prichodu sCMOS CipU, kde temny Sum bude
mit zanedbatelny dopad na celkové ¢teni signalu. [32]
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4.5. Vyhody digitalni mikroskopie a porovnani s optickou

Z principl uvedenych vyse vyplyva, Ze mezi hlavni vyhody digitalni mikroskopie patfi
skutecnost, Ze jsme schopni vysledny obraz zobrazit na display nebo monitor a nasledné ho
dale zpracovavat a analyzovat. Obecné se ke zpracovani pouZzivaji dva pfistupy vyuzivajici
softwarového zpracovani. Prvnim je zpracovani a analyza obrazu pfimo v softwaru
mikroskopu (Keyence, Leica, Olympus), ktery je s mikroskopem pfimo spojeny. Druhym je
zpracovani obrazu v softwaru tretich strany, kam je nutné obraz pred analyzou
naimportovat v prislusném formatu, napriklad Nikon NIS-elements.

Obraz je v softwaru mozné upravovat nespocetné zpUsoby. Lze naptiklad upravovat
histogram, zvySovat kontrast, korigovat zklenuti pole a aplikovat rdzné filtry za ucelem
zlepseni kvality obrazu. V takto upraveném, nebo neupraveném obrazu je mozné provadét
nespocet variant kvantitativni analyzy. Lze napfiklad méfit rozméry jednotlivych bodl
zajmu, jejich plochu a skrze urcité matematické algoritmy i jejich cetnost, naptiklad dle
barvy nebo velikosti.

Velkou vyhodou pfi pouziti softwaru, ktery je pfimo spojen s mikroskopem je
moznost pouziti funkci ke skladani obrazu. Diky témto funkcim jsme schopni pfi urcitém
zvétSeni ziskat obraz vétsi plochy, nez kterd je v dany okamzik v zorném poli. Diky takto
slozenym snimkim muUZeme vjednom snimku zobrazit plochu poZadované velikosti
s vétSim zvétSenim, nez kdybychom funkci skladani snimk( nevyuZili a byli bychom nuceni
vyuzit k jejimu zobrazeni mensiho zvétseni. Dnes dostupné digitalni mikroskopy umoziuji i
sklddat snimky v ose Z (kolmo k plose vzorku) a jejich sloZzenim pak ziskat ostry obraz
s podstatné vyssi hloubkou ostrosti. Skladanim snimk( v ose Z je také mozné ziskat 3D
model povrchu vzorku, ze kterého Ize napfiklad méfit drsnost povrchu nebo ziskat profil po
zadané krivce. DalsSi podstatnou vyhodou oproti konvenénim mikroskoplim je mozZnost
obrazy ukladat v rozliécnych formdatech, kde kazdy uchovava urcitd obrazova data. Tyto
uloZené zaznamy lze pak bez problému sdilet po celém svéte.

Je tfreba myslet i na ergonomii poziti digitdlnich mikroskopl, kde uzivatel sedi
v komfortni pozici a jeho o€i nejsou tolik namahané.

Nevyhodou digitalnich mikroskopt je softwarovd a energeticka zavislost, kdy pfi
preruseni dodavek elektrické energie je mikroskop bezcenny.

5. Prehled vybranych metod v mikroskopii
V této kapitole jsou stru¢né popsany béiné pouzivané metody v mikroskopii, at uz
se jednd o metody optického zvySovani kontrastu nebo modifikace mikroskopu jako celku.

5.1. Mikroskopie s vyuzitim temného pole

PFi vyuziti temného pole ziskdme zvySeny kontrast struktury vzorku pfi zachovani
hodnoty otvorového uhlu pouzitého objektivu. Pro pozorovani vtemném poli je nutné
nasvitit vzorek asymetrickym, Sikmym osvétlenim. Diky Sikmému osvétleni se paprsky
dopadajici na plochy kolmé k optické ose odrazeji mimo objektiv a nejsou jim zachyceny.
Objektiv tedy zachycuje pouze paprsky, které se odrazily od povrchového reliéfu. Odraz
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zachycenych paprskd pak vytvari obraz slepSim kontrastem na ukor ztraty intenzity
osvétleni. Pozadi je vtomto pripadé tmavé a svétlo odrazené od strukturnich nerovnosti
tvoriv obraze jasné prvky. Difrakéni obrazce je mozné zachytit jako jasné body a ¢ary, i kdyz
je pramér rozptylového objektu mizivy v porovnani svlastnim limitem rozliseni
mikroskopu. Moderni mikroskopy jiz disponuji variabilni osvétlovaci soustavou, ve které Ize
velmi snadno prepinat mezi jednotlivymi druhy osvitu. Osvitu temnym polem se dosahuje
vloZzenim nepropustné, kruhové clony (obrazek 39 prvek a) do osvétlovaci soustavy, ktera
propusti paprsky pouze po svém obvodu. Zakladni schéma mikroskopu schopného
osvétleni temnym polem je na obrazku 39. [14][16][36]

Konfigurace pro temné pole s reflexnim osvitem

Obrazek 39 konfigurace pro temné pole s reflexnim osvitem [36]

Na obrazku 39: a) Okuldr, b) Polopropustné zrcadlo, c¢) Nepropustna clona, d)
Kondenzorova clona, e) Objektiv, f) Polni clona, g) Svételny zdroj. [36]

5.2. Mikroskopie s polarizovanym svétlem

Polariza¢ni mikroskop se obecné odlisuje od konvenéniho mikroskopu pfidanim
polarizatoru pred kondenzor a kompenzatoru s analyzatorem za objektiv. Polarizaéni
mikroskop je také vybaven Bertrandovou ¢ockou, kterou je mozné zaradit do optické trasy
pro konoskopicé pozorovani interferencnich obrazcli v oblasti zadni apertury objektivu.
(14]

Polariza¢ni mikroskopy s reflexnim osvitem jsou vhodné pro zkoumani vzork(
obsahujici struktury, které béhem odrazu méni stav polarizace svétla. Pomoci této metody
Ize naptiklad snadno zkoumat strukturni zrna ve vzorcich rud, nespocet kovovych slitin a
tenké vrstvy. V konkrétnim prikladé optické konfigurace na obrdzku 40 prochazeji
vinoplochy osvitového svétla polarizatorem, ktery je umistén mezi zdrojem svétla a
polopropustnym zrcadlem, které odrazi paprsky do objektivu. Linearné polarizované svétlo
je zaostfeno na povrch vzorku a odrazeno zpét do objektivu. Po tom, co odrazené svétlo
opusti aperturu objektivu ve formé paralelni skupiny vinoploch, je promitdno na druhy
polarizator (analyzdtor), ktery je otoCen vici polarizatoru o 90 °. Analyzatorem mohou
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smérem k tubusové Cocce prochdzet pouze depolarizované nebo posunuté vinoplochy. Do
optické soustavy lze tésné pred analyzator zaradit pomocny lambda filtr, ktery slouZzi
k uréeni znaménka dvojlomu nebo ke zméné Sedého kontrastu na barevny. [14][37]

@— Tubusova éoéka

analyzitor —

- polarizitor

polopropustné
zradlo —_—

- =D
objektiv

vzorek

ﬁ

Obrazek 40 Opticka konfigurace mikroskopu s reflexnim polarizovanym osvitem [37]

IdedInimi kandiddty pro pozorovani mikroskopem s polarizovanym svétlem jsou
anizotropni vzorky. Pokud bude primarni odraz orientovany paralelné k propustnému uhlu
polarizatoru nebo analyzatoru, bude anizotropni vzorek vykreslen tmavy. Pokud bude
primarni odraz vaci polarizatoru nebo analyzatoru v diagondlni pozici (45°vuci ose
polarizace), tak kazda dopadajici vina bude rozdélena na dvé odrazové slozky, které po
odrazu dvojlomnym prostredim tvofi eliptickou vinoplochu. Pokud jsou tyto odrazové
slozky schopny vzdjemné interference na analyzatoru, tak se vysledny obraz bude jevit
svétly. Kontrast je v mikroskopii vyuzivajici polarizovaného svétla vytvaren anizotropnimi
oblastmi vzorku, magneto-optickymi jevy, hlubokym leptanim nebo dvojlomnymi povrchy.
Na obrazku 41 je pro predstavu zobrazen pocitacovy Cip, ktery byl v prvnim ptipadé (a)

zobrazen v temném poli a druhém pfipadé (b) bylo pouzité polarizované svétlo. [14][37]

L Lot

Obrdazek 41 Porovnani zobrazeni v tmavém poli (a) a V polarizovaném svétle (b) [37]
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5.3. Diferencialni interferen¢ni kontrast (DIC)

Jednou z nejucinnéjsich metod zvySovdni kontrastu ve svételné mikroskopii je
metoda diferencialniho interferen¢niho kontrastu. Tato metoda umoznuje pozorovani téch
nejmensich moznych vyskovych rozdil(i na povrchu. Opticka trasa svételného mikroskopu
je vtomto pfipadé vybavena dvojlomnym hranolem (Normanského nebo wollastoniv
hranol, zdlezi na konstrukci), ktery je umistén v oblasti paralelniho chodu paprski
(kapitola 3.6.), tésné za objektivem. Polarizator je v tomto pfipadé umistén stejné jako u
mikroskopie s polarizovanym svétlem, tedy v osvétlovaci soustavé za zdrojem svétla.
Hranol ma za ukol rozdélit polarizované svétlo osvitu na dva ortogondlni polarizované
paprsky, orientované diagonalné (45°) vzhledem k polarizatoru. Tyto navzdjem kolmo
polarizované paprsky se pfi kontaktu se vzorkem fazové posunou v misté, kde existuje
néjaky reliéf. Pokud bude povrch vzorku dokonale hladky, nedojde k Zadnému posunu a nic
se nezobrazi. Jestlize bude na vzorku existovat, byt jen maly schod na profilu, jeden
z paprskd bude muset urazit pfed odrazem delsi vzdalenost. Jakmile se paprsky odrazi a
vrati se zpét do mikroskopu skrze objektiv a hranol, prochazeji skrze druhy polarizator
(analyzdtor), kde vznika diky interferenci sekunddarni obraz, ve kterém jsou drdhové rozdily
jednotlivych paprskl prevedeny do odstinG Sedi, které jsou viditelné lidskym okem nebo
kamerou. Stejné jako u mikroskopie s polarizovanym svétlem je moZiné zaradit pred
analyzator lambda filtr, ktery prevede Sedé spektrum do barevného. Obecné schéma
diferencidlniho interferenéniho mikroskopu je na obrazku 42.[14][37]

[D_ Tubusova ¢ocka

Analyzator ~SH—
- Polarizator

Polopropustné

zrcadlo -
Normanského
hranol

Ll objektiv
Reliéf na Vzorek

Obrazek 42 Diferencialni interferencni kontrast v optické mikroskopii — opticka trasa [37]
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Optické komponenty, které jsou nutné pro pozorovani diferencidlniho
interferenéniho kontrastu nijak neovliviiuji numerickou aperturu objektivu, diky tomu je
mozné vyuzit maximalni numerickou apreturu objektivu. Navic, obraz ziskany metodou
diferencidlniho interferen¢niho kontrastu je jednoduse softwarové upravitelny za ucelem
dalsiho zvySeni kontrastu. Jednim z nejpodstatnéjsich aspekt(i ve vétSiné laboratornich
zafizeni pfi volbé mezi diferencidlnim interferenénim kontrastem, polarizovanym svétlem
nebo vyuziti temného pole je cena. ProtoZze metoda DIC vyZzaduje nékolik velmi drahych
optickych komponent, kterymi jsou napriklad Normanského hranol a ¢ocky bez zbytkového
pnuti, predevsim objektivové. Pofizeni takového mikroskopu je v porovnani s ostatnimi
metodami zvySovani kontrastu velmi nakladnou zaleZitosti. Ve vétsiné pripadd, zejména
pokud se nejedna o fotomikrografii a/nebo digitalni zobrazovani, je metoda temného pole
dostatecna k zobrazeni vSech pozadovanych prvkd, napfiklad metalografickych vybrusu.
Pokud je ale tfeba pofidit snimky vzork( s prahlednou ¢asti, je metoda DIC idealni volbou.
Na obrazku 43 je zobrazen stejny pocitacovy Cip jako na obrdzku 41, ale v tomto pfipadé
byl zobrazen metodou diferencidlniho interferenéniho kontrastu. [37]

I '—‘—-—-ul-*".
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Obrazek 43 Zobrazeni vzorku metodou DIC [37]
5.4. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie nabizi oproti konvencni mikroskopii nékolik vyhod. Mezi né
patfi napfiklad schopnost fidit hloubku ostrosti, eliminovat nebo redukovat informaci o
pozadi mimo ohniskovou rovinu a schopnost zachytit sérii optickych fezli vose Zu
prostorovych vzorkd. Zakladnim principem v konfokalni mikroskopii je pouZiti technik
prostorového filtrovani k odstranéni rozostfeného svétla nebo oslnéni od vzorku, jehoz
tloustka presahuje bezprostfedni blizkost ohniskové roviny. V poslednich letech doslo
k velkému narastu popularity konfokdlnich mikroskop(, protoZe jsou schopny relativné
jednoduse zachytit obrazy s extrémné vysokou kvalitou a jsou povazovany za jeden
z nejdllezitéjsich pokrokd, kterého se optické mikroskopii dostalo. [38]
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V konfokalni mikroskopii je vzorek skenovan bod po bodu bud posuvem vzorku

(stage scanning) nebo skenovanim jednotlivych bodl posuvem paprsku (beam scanning) a
obecné plati, Ze skenovani probiha dle urcitého typu rastru. V obou pfipadech je skenovany
bod zobrazen jako Airyho disk vytvoreny objektivem s vysokou numerickou aperturou. Na
vystupu z konfokalniho mikroskopu se nachazi bodova clona (primér od jednotek do stovek
mikrometr(). Tato clona je umisténa presné do konjugované roviny se skenovanym bodem,
takze propusti pouze svétlo, které vychazi ze skenovaného bodu. To znamen3, Ze svétlo,
které vychazi z jinych casti vzorku nebo se odrazi od elementl optické trasy neni clonou
propusténo a nasledné detekovano fotonasobic¢em. [14]

P

Obrazek 44 Opticka trasa zakladniho konfokalniho mikroskopu [14]

Na obrazku 44 je znazornéna opticka trasa zakladniho konfokalniho mikroskopu.
V tomto pripadé kondenzor C vytvafi obraz dirky prvni bodové clony A v konjugovaném
bodé D na vzorku S. Objektiv O promita obraz bodu D na druhou, vystupni bodovou clonu
B, ta lezi v konjugované roviné vici A i D. Jiné body vzorku, jako naptiklad E nebudou
zaostreny v rovinach bodovych clon, takZe osvétleni téchto bodl bude slabé, a navic vétsina
rozptylovych paprskd g-h z bodu E viibec bodovou clonou B neprojde. Vystupni bodovou
clonu B je mozné pouzit tak malou, Ze nepropusti difrakéni prstence Airyho obrazce
zobrazovaného bodu D a tim dojde ke zvySeni rozliSovaci schopnosti daného mikroskopu.
[14]

Konfokalni mikroskopie vyuzivajici technologii stage scanning poskytuje znatelné
rozsSirené zorné pole. Zobrazovaci plocha zde neni limitovana zornym polem objektivu, ale
zaleZi pouze na rozsahu pohybu stolku se vzorkem a schopnosti fotonasobicée s procesorem
zpracovavat informace generované vysokou rychlosti. Dalsi vyhodou je, Ze objektiv musi
byt korigovan jenom pro Uzké zorné pole lezici na optické ose. Skenovaci paprsek je vtomto
pfipadé stacionarni.[14]

Konfokalni mikroskop vyuZivajici technologii beam scanning je ve vétsiné pfipadu
pouzivan v mikroskopii s reflexnim osvitem. Vyhoda této metody spociva vtom, Ze
osvétlujici paprsek prochdzi skrz stejny objektiv a smérovaci zafizeni, kterym prochazi
vracejici se paprsek rozptyleny vzorkem. Nové mikroskopy z této kategorie vyuzivaji dvé
galvanometrickd zrcatka (jedno pro kazdy smér 2D obrazu), ktera skenuji zaostfenym
laserovym paprskem staciondrni pole na vzorku. Cast zpétné rozptyleného svétla vzorkem
je zachycena objektivem a dale se odrazi od stejnych zrcadel. Po odrazu od zrcadel prochazi
svételny paprsek skrze polopropustné zrcadlo a bodovou clonu, aZ poté je registrovan ve
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fotonasobici. Ukolem polopropustného zrcadla je oddélit osvétlujici paprsky od paprska,

které tvofi obraz. Je dullezité, aby galvanometrickd zrcatka byla umisténa v roviné
konjugované se zadni ohniskovou rovinou objektivu. K tomu je zapotfebi dalSich optickych
komponent, zadni ohniskovou rovinu objektivu posunou do poZzadované polohy. [14]

Pokud chceme pozorovat vzorek pfimo a v redalném case, vyuzZijeme k tomu metodu
vyuzivajici reflexniho osvitu a Nipkowova koutouce. Nipkow(v kotouc slouzi ke skenovani
¢asti vzorku nékolika paprsky zaroven. Osvétlujici paprsky vychazeji ztisicd bodovych
otvorU spirdlovité rozmisténych na upraveném Nipkowové kotoudi, ktery se nachazi
v obrazové roviné objektivu. CoZz znamena, Ze staci jeden rotacni kotouc, ktery slouZi jako
bodova clona pro osvitové i obrazové paprsky zaroven. Za ucelem prekonani znatelné ztraty
ve svételné intenzité u plvodniho navrhu s jednim Nipkowovym kotouc¢em byl firmou
Yokogawa Electric Corp. pavodni koncept upraven. V novém konstrukénim fesSeni byl do
systému zarazen druhy Nipkow(v kotouc, ktery obsahoval mikrococky. Kazdy bodovy otvor
na prvnim disku mél pfifrazenou jednu cocku z druhého disku, kterd do pfrislusného
bodového otvoru ostfila laserovy svazek. Zakladni schéma upraveného systému dle
Yokogawy je na obrazku 45.[14]

V konvenénim Nipkowové systému je skrze disk propusténo zhruba 1 %
dopadajiciho svétla. Pokud do systému zaradime druhy disk s mikro¢ockami, zvySime
propustnost prvniho disku na 40 az 60 %. Diky tomuto narUstu propustnosti je mozné pfimo
pozorovat obraz vzorku, to je obrovskou vyhodou pfi pozorovani pohyblivych objektd,
napfiklad Zivych bunék. [14]

Rotace

Kotout s S~

mikrocoéakmi

Mikrococky

g---8---a
.. sKamera-
Cocky B oee

Polopropustné
zrcadlo

Bodova clona

Obrazek 45 Schéma konfokalniho skeneru Yokogawa CSU-10 [14]
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6. Ovéreni presnosti méreni rovinnych rozméri

V této kapitole je rozebran postup ovéreni presnosti méreni rozmérl v jedné roviné
digitalnimi mikroskopy firmy Keyence a ndsledna analyza namérenych hodnot. Cilem této
kapitoly je ovéfit, jak presné jsou schopny jednotlivé druhy mikroskop( mérit rozméry v 2D
prostoru. Ovérovani presnosti probihalo na tfech mikroskopech od zminéné firmy. Prvnim
ovérovanym mikroskopem byl Keyence VHX 6000 vybaven objektivem s produktovym
oznacenim VHZ20R/Z20T. Druhym ovérovanym mikroskopem byl také Keyence VHX 6000,
ale s objektivovym systémem s oznaCenim VH-ZST. Tfetim ovéfovanym mikroskopem byl
Keyence VHX 7000 s revolverovou hlavou VHX 7100 nesouci ¢tyfi objektivy. Rada VHX 7000
je nejnoveéjsi model na trhu a je vlajkovou lodi znacky Keyence v této kategorii mikroskop.
Rada VHX 6000 je tvofena star$imi a hdife vybavenymi modely. Viechny tyto mikroskopy se
skladaji z vlastniho mikroskopu a z pocitaCové jednotky. Zpracovani obrazu ziskaného
mikroskopy probihd ve specidlnim softwaru, ktery se funkcemi lisi napfic¢ vyrobnimi radami
mikroskop( a obsahuje rlizné funkce dostupné pro rlizné typy objektiva.

Jako etalony pro ovéreni presnosti méreni byla pouzita dvé pravitka. Prvnim
pravitkem je pravitko od firmy Olympus s rozsahem hodnot 0-1 mm s rozliSenim 0,01 mm.
Toto pravitko bylo pouzito pro ovéreni presnosti pfi zvétSenich od x50 az po x2000. Druhym
pravitkem bylo sklenéné pravitko od firmy L.E.T. Optomechanika s rozsahem hodnot 0-50
mm s rozliSenim 0,1 mm. Na tomto pravitku se ovéfovala presnost pfi zvétSeni od x50 do
x200. Protokol o kalibraci pravitka Olympus je pfilohou 1 a protokol o kalibraci pravitka
L.E.T. Optomechanika je pfilohou 2.

6.1. Pouzité mikroskopy a jejich parametry

Prvni mikroskop Keyence VHX 6000 byl vybaven objektivem VHZ20R/Z20T (Obrdzek
46), ktery ma nasledujici parametry:

Model VHZ20R/Z220T
Zvétseni x20 x30 x50 x100 x150 x200
@ g T horizontalné 15,24 10,16 6,1 3,05 2,03 1,52
E _8. £ Vertikalné 11,4 7,6 4,56 2,28 1,52 1,14
Diagondlné 19,05 12,7 7,62 3,81 2,54 1,91
Hloubka ostrosti [mm?] 34 15,5 6 1,6 0,74 0,44
Pracovni vzdalenost 25,5

Tabulka 9 Parametry objektivu VHZ20R/Z20T [Prirucka Keyence]

V tabulce 9, kterd popisuje zakladni vlastnosti zminéného objektivu je zvétSeni

udavano pro % palcovy CCD Cip a pro 15palcovy monitor.
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Obrazek 46 Objektiv VHZ20R/Z20T [Prirucka Keyence]

Druhy mikroskop VHX 6000 byl vybaven objektivovym systémem VH-ZST (Obrdzek
47), ktery se sklada ze dvou klopné vyménnych objektivi. Tento systém je kromé
schopnosti rliznych druh( osvitu vybaven i polarizdtory pro pozorovani s polarizovanym
svétlem. Parametry tohoto objektivového systému jsou ndsledujici:

Model VH-ZST
Zvétseni x20 x100 x200 x500 x1000 x2000
2 o horizontdlné 15,24 3,05 1,52 0,61 0,3 0,15
E ;_?_ £ Vertikalné 11,4 2,28 1,14 0,46 0,23 0,11
Diagonalné 19,05 3,81 1,91 0,76 0,38 0,19

Pracovni vzdalenost 25,5

Tabulka 10 Parametry objektivového systéemu VH-ZST [Prirucka Keyence]

Pro tabulku 10 plati to stejné, co pro tabulku 9. ZvétSeni je udavano pro % palcovy
CCD ¢ip a pro 15palcovy monitor.

Obrazek 47 Objektivovy systéem VH-ZST [Prirucka Keyence]
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Treti ovérovany mikroskop VHX 7000 byl vybaven revolverovou hlavou VHX 7100

(Obrdzek 48) s automatickou vyménou ctyr objektivi. Objektivy osazené na této hlavé byly

VHX-E20, VHX-E100, VHX-E500 a VHX-E2500. Jejich parametry jsou v tabulce 11. VSechny

tyto objektivy maji numerickou aperturu NA 0,9. Hlava VHX 7100 m4d integrované osvétleni,

diky kterému lze vzorek pozorovat ve svétlém poli, vtmavém poli, se smiSenym osvitem,
s polarizovanym svétlem a metodou DIC.

Model VHZ20R/Z20T
Zvétseni x20 x30 x50 x100 x150 x200
L9 F horizontdlné 15,24 10,16 6,1 3,05 2,03 1,52
5 3 £ | Vertikaing 11,4 7,6 4,56 2,28 1,52 1,14
Diagonalné 19,05 12,7 7,62 3,81 2,54 1,91
Hloubka ostrosti [mm?] 34 15,5 6 1,6 0,74 0,44
PracovTvzdéIenost 25,5
Model VHX-E20
Zvétseni x20 x30 x40 x50 x80 x100
2 g horizontalné 15,24 10,16 7,62 6,1 3,81 3,05
E _8_ £ Vertikalné 11,4 7,6 5,7 4,56 2,85 2,28
Diagonalné 19,05 12,7 9,53 2,85 4,76 3,81
Pracovni vzdalenost 30,0
Model VHX-E100
Zvétseni x100 x150 x200 x300 x400 x500
2 o F horizontalné 3,05 2,03 1,52 1,02 0,76 0,61
|§1 _8. £ Vertikalné 2,28 1,52 1,14 0,76 0,57 0,46
Diagonalné 3,81 2,54 1,91 1,27 0,95 0,76
Pracovni vzdalenost 25,5
Model VHX-E500
Zvétseni x500 x700 x1000 x1500 x2000 x2500
@ g T horizontalné 0,61 0,44 0,31 0,2 0,16 0,12
E g £ Vertikalné 0,46 0,33 0,23 0,15 0,11 0,09
Diagonalné 0,76 0,54 0,38 0,25 0,19 0,15
Pracovni vzdalenost 25,5
Model VHX-E2500
Zvétseni x2500 x4000 x5000 x6000
@ g T horizontalné 0,12 0,08 0,06 0,05
E Tg_ £ Vertikalné 0,09 0,06 0,05 0,04
Diagonalné 0,15 0,1 0,08 0,06
Pracovni vzdalenost 25,5

Tabulka 11 Parametry objektivii osazenych na hlave VHX 7100 [Prirucka Keyence]
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VHX-7100

Obrazek 48 Hlava VHX 7100 [Prirucka Keyence]

6.2. Pouzité etalony

Jak jiz bylo rec¢eno v Uvodu kapitoly 6, k ovéreni presnosti méreni 2D rozméra byla
pouzita dvé pravitka s nasledujicimi parametry:

Pravitko Olympus (Obrazek 49):

e Rozsah: 0-1 mm

e Rozliseni: 0,01 mm

e \/yrobce: Olympus

e Nejvyssi chyba: Pfi kalibraci byla zjisténa nejvy$si chyba v celém
rozsahu 0,0007 mm pfi teploté 20 °C +/- 1 °C.

Obrazek 49 Pravitko Olympus
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Pravitko L.E.T. Optomechanika (Obrazek 50):
e Rozsah: 0-50 mm
e Rozliseni: 0,1 mm
e Vyrobce: L.E.T. Optomechanika
e Nejvyssi chyba: Pri kalibraci byla zjiSténa nejvyssi chyba v celém

rozsahu 0,006 mm pfi teploté 20 °C +/- 1 °C.

Obrazek 50 Pravitko L.E.T. Optomechanika

Detaily ke kalibraci pravitek jsou k nalezeni v kalibraénich listech (Priloha 1 a 2).

6.3. Naméiené hodnoty

Méreni rovinnych rozméra a jejich nasledna analyza probihala namérenim stejnych
referencnich rozmérl vSemi mikroskopy pfi uréitém zvétSeni a ndsledném porovnani
namérenych hodnot s referenénimi hodnotami. Zaroven bylo provedeno ovéreni presnosti
pfi méreni na seSivanych snimcich a na snimcich pofizenych pfi vysokém zvétSeni. Do
ovéreni presnosti pfi vysokém zvétSeni nebyl zahrnut mikroskop vybaveny objektivem
VHZ20R/Z20T, z divodu jeho malého maximalniho zvétseni x200. Referenéni hodnoty
k porovnani s hodnotami namérenymi byly ziskdny z kalibracnich protokol(. Z divodu
mnozstvi téchto hodnot jsou v pfilohach uvedeny pouze titulni strany protokol(, které

vypovidaji o vysledku provedené kalibrace pravitka.

6.3.1. Méieni rovinnych rozméra pri zvétSeni do x200

Prvni méreni probihalo na pravitku Olympus pfi zvétSeni x200. VSemi mikroskopy
byl naméren soubor 6 hodnot, které byly odecteny od referen¢ni hodnoty. Z absolutni
hodnoty vysledku byla stanovena odchylka od dané referenc¢ni hodnoty. Pro kazdé méreni
byla z odchylek stanovena priimérna odchylka, kterd byla pouzita pro popis jednotlivych
mikroskop( pfi méreni rovinnych rozméru. K ziskani ¢iselnych hodnot odchylek byly pouzity
matematické funkce programu MS excel, k ziskdani maximalni zjiSténé chyby byla pouzita
funkce ,,=max(cislo)”.
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Pro nazornost je nize uveden kompletni prehled méreni pfi zvétSeni x200 vsemi
mikroskopy. Dalsi méfeni budou uvedena pouze v podobé souhrnnych tabulek. V Kazdé
tabulce je v prvnim fadku, které pravitko bylo méfeno, ve druhém je uvedeno, s jakym
zvétSenim bylo pravitko zachyceno a ve tfetim je uveden typ mikroskopu a objektivu.

6.3.2. Pravitko Olympus x200

Tabulka 12: Méfeni na pravitku Olympus pfi zvétSeni x200 na mikroskopu VHX 6000
VHZ20R/Z20T.

Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x200
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[prm] [pm] [pm]
1 10,03 10 0,03
2 50,01 51 0,99
3 99,51 102 2,49
4 200,05 200 0,05
5 299,43 302 2,57
6 999,75 1002 2,25
Prdmérna odchylka: 1,40
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,57
Tabulka 12 Namérené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x200, VHX 6000
VHZ20R/Z20T

Hodnoty byly odeditany z obrazového vystupu pomoci funkce méreni vzdalenosti
primek definovanych dvéma body. Obrazovy vystup k tabulce 12 je na obrazku 51.
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Obrazek 51 Méreni na obraze pravitka Olympus, zvétseni x200, VHX 6000 VHZ20R/Z20T
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Na grafu 1 je zndzornéna zavislost odchylky namérené hodnoty od referencni
hodnoty z tabulky 12.

Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
pravitko Olympus pfi zvétSeni x200, VHX 6000
VHZ20R/Z20T

3,00

_ 2,50
2,25

2,00
1,50

1,00 = Odchylka

Odychlka [um

0,50

0,00 0,03 0,05
10,03 50,01 99,51 200,05 299,43 999,75

referencni hodnota [um]

Graf 1 Odchylka v zavislosti na referencni hodnoté pro pravitko Olympus pri zvétseni
x200, VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Tabulka 13: Méfeni na pravitku Olympus pfi zvétSeni x200 na mikroskopu VHX 6000
VH-ZST.

Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x200
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referenéni hodnota Naméirena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 10,03 10 0,03
2 50,01 50 0,01
3 99,51 100 0,49
4 200,05 201 0,95
5 299,43 300 0,57
6 999,75 1001 1,25
Primérna odchylka: 0,55
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,25

Tabulka 13 Namérené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x200, VHX 6000 VH-ZST
Obrazovy vystup k tabulce 13 je na obrazku 52.
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Obrazek 52 Meéreni na obraze pravitka Olympus, zvetseni x200, VHX 6000 VH-ZST

Zavislost odchylek namérenych hodnot od referencnich z tabulky 13 je graficky

zobrazena na grafu 2.

Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
pravitko Olympus pfi zvétSeni x200, VHX 6000
VH-ZST

1,40
1,20
1,00
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0,00

= Odchylka

Odychlka [um]

10,03 50,01 99,51 200,05 299,43 999,75

referencni hodnota [um]
Graf 2 Odchylka v zavislosti na referencni hodnoté pro pravitko Olympus pri zvétseni

x200, VHX 6000 VH-ZST

Tabulka 14: Méfeni na pravitku Olympus pfi zvétSeni x200 na mikroskopu VHX 6000
VH-ZST.
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Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x200
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[prm] [prm] [prm]
1 10,03 10,07 0,04
2 50,01 50,05 0,04
3 99,51 99,65 0,14
4 200,05 199,83 0,22
5 299,43 299,33 0,10
6 999,75 999,94 0,19
Primérna odchylka: 0,12
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,22

Tabulka 14 Namérené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x200, VHX 7000

Obrazovy vystup k tabulce 13 je na obrdzku 53.
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Obrdazek 53 Meéreni na obraze pravitka Olympus, zvétseni x200, VHX 7000

Zavislost odchylek namérenych hodnot od referencnich z tabulky 14 je graficky

zobrazena na grafu 3.
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Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
pravitko Olympus pfi zvétSeni x200, VHX 7000
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Graf 3 Odchylka v zavislosti na referencni hodnoté pro pravitko Olympus pri zvétseni
x200, VHX 7000

6.3.3. Sklenéné pravitko x50
Dalsi méreni probihalo na sklenéném pravitku L.E.T. Optomechanika a bylo
vyhodnoceno stejnym zplsobem jako vzorové méreni popsané vyse a probihalo opét na

vSech tfech mikroskopech pfi zvétSeni x50. Vysledky méreni jsou uvedeny v tabulkach nize

(Tabulka 15,16,17).

Pravitko sklo
Zvétseni: x50
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Méreni Referencni hodnota Nameérenda hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 999,94 1005 5,06
2 1999,83 2007 7,17
3 2999,88 3007 7,12
4 3999,73 4008 8,27
5 4999,71 5010 10,29
Primérna odchylka: 7,58
Nejvyssi zjisténa chyba: 10,29
Tabulka 15 Namerené hodnoty na skleneném pravitku, zvétseni x50, VHX 6000
VHZ20R/Z20T
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Pravitko sklo
Zvétseni: x50
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Méreni Referencni hodnota Nameérena hodnota Odchylka
[pm] [prm] [um]

1 999,94 1004 4,06

2 1999,83 2020 20,17

3 2999,88 3028 28,12

4 3999,73 4036 36,27

5 4999,71 5049 49,29
Prdmérna odchylka: 27,58

Nejvyssi zjisténa chyba: 49,29

Tabulka 16 Namérené hodnoty na sklenéném pravitku, zvétseni x50, VHX 6000 VH-ZST

Pravitko sklo
Zvétseni: x50

Keyence VHX 7000
Méreni Referenéni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [pm]

1 999,94 1001,23 1,29

2 1999,83 2001,74 1,91

3 2999,88 3001,83 1,95

4 3999,73 4001,46 1,73

5 4999,71 5000,76 1,05
Pramérna odchylka: 1,59

Nejvyssi zjisSténa chyba: 1,95

Tabulka 17 Namérené hodnoty na skleneném pravitku, zvetseni x50, VHX 7000
Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referenéni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 15,16 a 17 uvedeny v pfiloze 3.
6.3.4. Sklenéné pravitko x100

Dalsi méreni probihalo opét na pravitku L.E.T. Optomechanika, ale pfi zvétSeni x100.

Vysledky méreni jsou uvedeny v tabulkach 18,19 a 20.
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Pravitko sklo
Zvétseni: x100
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[um] [pm] [pm]

1 999,94 1004 4,06
1999,83 2005 5,17
3 2999,88 3009 9,12
Priimérna odchylka: 6,12
Nejvyssi zjisténd chyba: 9,12

Tabulka 18 Nameérené hodnoty na skleneném pravitku, zvétseni x100, VHX 6000
VHZ20R/Z20T

Pravitko sklo

Zvétseni: x100

Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]

1 999,94 1011 11,06

2 1999,83 2025 25,17

3 2999,88 3036 36,12

Priimérna odchylka: 24,12

Nejvyssi zjisténa chyba: 36,12

Tabulka 19 Nameérené hodnoty na skleneném pravitku, zvetseni x100, VHX 6000 VH-ZST

Pravitko sklo

Zvétseni: x100

Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameéfena hodnota Odchylka
[pkm] [pm] [pm]
1 999,94 1000,03 0,09
2 1999,83 2000,2 0,37
3 2499,82 2500,56 0,74
Priimérna odchylka: 0,40
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,74

Tabulka 20 Nameérené hodnoty na sklenéném pravitku, zvétseni x100, VHX 7000
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Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referencni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 18,19 a 20 uvedeny v pfiloze 4.

6.3.5. Sklenéné pravitko x200

V tomto méreni bylo opét méreno sklenéné pravitko, tentokrat pti zvétseni x200.
Vysledky tohoto méreni jsou uvedeny v tabulkach 21,22 a 23.

Pravitko sklo
Zvétseni: x200
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Méfeni | Referencni hodnota Nameéiend hodnota Odchylka
[prm] [pm] [pm]
1 100,03 100 0,03
2 299,93 300 0,07
3 499,9 501 1,10
4 999,94 1002 2,06
Priimérna odchylka: 0,81
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,06
Tabulka 21 Nameérené hodnoty na skleneném pravitku, zvétseni x200, VHX 6000
VHZ20R/Z20T

Pravitko sklo
Zvétseni: x200
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]

1 100,03 100 0,03

2 299,93 301 1,07

3 499,9 501 1,10

4 999,94 1002 2,06

Prdmérna odchylka: 1,06

Nejvyssi zjisténa chyba: 2,06

Tabulka 22 Namerené hodnoty na sklenéném pravitku, zvétseni x200, VHX 6000 VH-ZST
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Pravitko sklo
Zvétseni: x200
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[prm] [prm] [prm]

1 100,03 100,08 0,05
2 299,93 300,17 0,24
3 499,9 500,09 0,19
4 999,94 1000,37 0,43
Prdmérna odchylka: 0,23
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,43

Tabulka 23 Nameérené hodnoty na skleneném pravitku, zvetseni x200, VHX 7000

Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referenéni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 21,22 a 23 uvedeny v pfiloze 5.

6.3.6. Sklenéné pravitko x200 — seSivany obraz

K tomuto méreni bylo opét pouzito sklenéné pravitko a zvétSeni x200, ale ziskany
obraz byl softwarovou funkci sesity z nékolika snimku za ucelem ziskani obrazu vétsi plochy.
V méreni sklenéného pravitka v kapitole 6.3.5. byla nejvyssi vzdalenost pfi zvétSeni x200
viditelna v zorném poli 1 milimetr. Pfi sesSivani snimku se zvétSenim x200 byl ziskan obraz
stejného rozliseni, kde je maximalni viditelnd vzdalenost 3 milimetry. Vysledky méreni na

seSivaném obraze pfi zvétSeni x200 jsou v tabulkach 24,25 a 26.

Pravitko sklo
ZvétSeni: x200 — seSivani
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[pm] [prm] [prm]
1 999,94 999 0,94
1999,83 2001 1,17
3 2999,88 3000 0,12
Prdmérna odchylka: 0,74
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,17
Tabulka 24 Nameérené hodnoty na sklenéném pravitku, sesity obraz, zvétseni x200, VHX
6000 VHZ20R/Z20T
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Pravitko sklo
Zvétseni: x200 — sesivani
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[prm] [prm] [prm]

1 999,94 1001 1,06
1999,83 2001 1,17
3 2999,88 3000 0,12
Priimérna odchylka: 0,78
Nejvyssi zjisténd chyba: 1,17

Tabulka 25 Nameérené hodnoty na sklenéném pravitku, sesity obraz, zvétseni x200, VHX

6000 VH-ZST
Pravitko sklo
Zvétseni: x200 — sesivani
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 999,94 1000,08 0,14
2 1999,83 2000,07 0,24
3 2999,88 3000,03 0,15
Priimérna odchylka: 0,18
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,24

Tabulka 26 Nameérené hodnoty na skleneném pravitku, sesity obraz, zvétseni x200, VHX
7000
Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referenéni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 24,25 a 26 uvedeny v pfiloze 6.

6.3.7. Ovéreni presnosti méfeni rozméri na seSitém obraze pri vysokém

rozliseni
K tomuto méreni bylo pouzito pravitko Olympus, které bylo zachyceno pfi zvétSeni
x500, x1000, x1500 a x2000. Méfeni probihalo vidy na obraze celého pravitka, ktery vznikl
softwarovym sesitim jednotlivych snimk( a vidy se meéfily stejné referenéni hodnoty.
Mikroskop Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T byl z tohoto méreni vynechan, protoze je jeho
maximalni zvétseni jenom x200. Pro popis informaci v tabulkach plati stejna analogie jako
pfi mérenich vyse.
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Vysledky méreni jsou uvedeny v tabulkach 27 az 34.

Pravitko Olympus 1 mm
ZvétSeni: x500 — seSivani
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Nameérend hodnota Odchylka
[pm] [um] [pm]

1 99,51 99 0,51
2 499,45 495 4,45
3 999,75 991 8,75
Primérna odchylka: 4,57
Nejvyssi zjisténa chyba: 8,75

Tabulka 27 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x500, VHX

6000 VH-ZST
Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x500 — seSivani
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]

1 99,51 99,71 0,20
2 499,45 501 1,55
3 999,75 1003,11 3,36
Priimérna odchylka: 1,70
Nejvyssi zjisténa chyba: 3,36

Tabulka 28 Nameérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvetseni x500, VHX

7000
Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x1000 - sesSivani
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 99,51 100 0,49
2 499,45 501 1,55
3 999,75 1003 3,25
Prdmérna odchylka: 1,76
Nejvyssi zjisténa chyba: 3,25

6000 VH-ZST

Tabulka 29 Nameérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvetseni x1000, VHX
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Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x1000 — seSivani
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka
[prm] [prm] [prm]
1 99,51 101,68 2,17
2 499,45 510,46 11,01
3 999,75 1022,14 22,39
Priimérna odchylka: 11,86
Nejvyssi zjisténa chyba: 22,39

Tabulka 30 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x1000,

VHX7000
Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x1500 — sesivani
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 99,51 100 0,49
2 499,45 500 0,55
3 999,75 1002 2,25
Priimérna odchylka: 1,10
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,25

Tabulka 31 Nameérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x1500, VHX
6000 VH-ZST

Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x1500 — sesivani
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameéfena hodnota Odchylka
[pkm] [um] [um]
1 99,51 100,67 1,16
2 499,45 506,34 6,89
3 999,75 1013,89 14,14
Prdmérna odchylka: 7,40
Nejvyssi zjisténa chyba: 14,14

Tabulka 32 Namérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x1500),
VHX7000
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Pravitko Olympus 1 mm

Zvétseni: x2000 — seSivani

Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Nameéiena hodnota Odchylka

[um] [um] [prm]
1 99,51 100 0,49
499,45 500 0,55
3 999,75 1001 1,25
Priimérna odchylka: 0,76
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,25
Tabulka 33 Nameérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x2000, VHX
6000 VH-ZST
Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x2000 — sesivani
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Namérena hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 99,51 99,52 0,01
2 499,45 500,21 0,76
3 999,75 1001,47 1,72
Priimérna odchylka: 0,83
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,72
Tabulka 34 Namérené hodnoty na pravitku Olympus, sesity obraz, zvétseni x2000),
VHX7000

Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referenéni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 27 aZz 34 uvedeny v pfiloze 7.

6.3.8. Ovéreni presnosti méfeni na nesesitém obraze pri vysokém rozliSeni

Posledni méreni k ovéreni presnosti méreni 2D rozmérld probéhlo na pravitku
Olympus na jednom snimku, ktery byl pofizen se zvétSenim x1000 a x2000. Z tohoto méreni
byl opét vylou¢en mikroskop Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T ze stejného dlvodu, jako
v pfedchozi kapitole. Vysledky méfeni jsou v tabulkach 35 az 38.
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Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x1000
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méfeni | Referencni hodnota Namérenda hodnota Odchylka
[pm] [um] [pm]
1 10,03 10 0,03
2 50,01 50 0,01
3 99,51 100 0,49
4 149,87 151 1,13
5 200,05 201 0,95
Primérna odchylka: 0,52
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,13

Tabulka 35 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x1000, VHX 6000 VH-ZST

Pravitko Olympus 1 mm

Zvétseni: x1000

Keyence VHX 7000
Méfeni | Referencni hodnota Nameérenda hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 10,03 10,3 0,27
2 50,01 51,23 1,22
3 99,51 101,72 2,21
4 149,87 153,17 3,30
5 200,05 204,7 4,65
Primérna odchylka: 2,33
Nejvyssi zjisténa chyba: 4,65
Tabulka 36 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x1000, VHX7000
Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x2000
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Méreni | Referencni hodnota Nameérenda hodnota Odchylka
[um] [um] [um]
1 10,03 10 0,03
2 20,02 20 0,02
3 50,01 50 0,01
4 99,51 100 0,49
Primérna odchylka: 0,14
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,49

Tabulka 37 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x2000, VHX 6000 VH-ZST
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Pravitko Olympus 1 mm
Zvétseni: x2000
Keyence VHX 7000
Méreni | Referencni hodnota Nameérend hodnota Odchylka
[pm] [um] [pm]
1 10,03 9,97 0,06
2 20,02 20,02 0,00
3 50,01 50,09 0,08
4 99,51 99,65 0,14
Primérna odchylka: 0,07
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,14

Tabulka 38 Namerené hodnoty na pravitku Olympus, zvétseni x2000, VHX7000

Grafické zavislosti odchylek v zavislosti na referencni hodnoté jsou pro hodnoty
z tabulek 35 az 38 uvedeny v pfiloze 8.

6.4. Analyza dat ziskanych mérenim rovinnych rozméru

Prvnim krokem analyzy dat ziskanych v kapitolach 6.3.1 aZ 6.3.6., které porovnavaji
mezi sebou vSechny tfi mikroskopy, bylo vytvoreni souhrnnych tabulek. V téchto tabulkach
jsou porovnany pramérné odchylky namérenych hodnot od hodnot referencnich pro
jednotlivé mikroskopy. Data z kapitol 6.3.1 az 6.3.6. jsou zadroven rozdélena podle toho,
jestli byl ziskany obraz sesity z obrazl dilCich, nebo jestli se méfilo pfimo v konkrétnim
zorném poli. Diky tomuto rozdéleni je mozné ziskat informaci o tom, jestli seSivani obrazu
ovliviiuje presnost méreni jednotlivych mikroskopu, a pokud ano, tak jak.

V tabulce 39 jsou porovnany pramérné odchylky jednotlivych mikroskopl pfi
méreni nesesivaného etalonu pfi zvétSenich od x50 do x200.

Primérna odchylka pfi méreni pravitka bez seSivani
Typ mikroskopu Primérna odchylka
[um]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T 3,98
Keyence VHX 6000 - VH-ZST 13,33
Keyence VHX 7000 0,58

Tabulka 39 Porovnadni prumérnych odchylek jednotlivych mikroskopii pri méreni
nesesivaného obrazu 2D etalonu

V tabulce 40 jsou pro porovnani uvedeny pramérné odchylky ztabulky 39, ke
kterym byla pfipoctena odchylka méreni na seSivaném obraze pri zvétSeni x200.
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Primérna odchylka p¥i méfeni pravitka se sesivanim obrazu
Typ mikroskopu Primérna odchylka
[um]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T 3,33
Keyence VHX 6000 - VH-ZST 10,82
Keyence VHX 7000 0,50

Tabulka 40 Porovnani priitmérnych odchylek jednotlivych mikroskopti pri mérent
sesivaného i nesesivaného obrazu 2D etalonu

Ptfi analyze hodnot z tabulky 39 je jasné, Ze nejpfesnéji byly rovinné rozméry
zméreny mikroskopem Keyence VHX 7000 s primérnou odchylkou 0,58 mikrometru.
JelikozZ se jednd o nejnovéjsi model, ktery je vybaven tim nejlepsSim hardwarem a softwarem
co firma Keyence nabizi, neni vysledek prekvapivy.

Druhym nejpresnéjSim mikroskopem byl v tomto testu mikroskop fady VHX 6000
vybaven objektiven VHZ20R/Z20T s primérnou odchylkou 3,98 mikrometru. Na poslednim
misté skoncil mikroskop s objektivovym systémem VH-ZST, ktery ma primérnou odchylku
13,3 mikrometru.

Vysledek porovndni mikroskopt rady VHX 6000 je ponékud prekvapivy, protoze pfi
méreni mikroskopem s objektivem VHZ20R/Z20T chybi v softwaru moZnost digitalné
priblizit zaznamenany obraz za ucelem presného umisténi méficich bodl na obraz etalonu.
Software vyuzivany objektivovym systémem VH-ZST digitdIni pfiblizeni obrazu umoziuje,
avSak pouze v jednom kroku. Obraz zachyceny mikroskopem VHX 7000 je mozné digitalné
pfiblizovat libovolné pomoci kolecka mysi az do urcitého limitu, ktery je softwarové
omezen.

Ackoliv bylo zjisténo, Ze objektivovy systém VH-ZST je nejméné presny pfi méreni
rovinnych rozmér(, jeho vyhodou oproti objektivu VHZ20R/Z20T je mozZnost rychlé vymény
objektivu za Uéelem ziskani vétsiho zvétseni.

Inovovany software mikroskopu rfady VHX 7000 disponuje funkci automatické
detekce hran v obraze, ktera pfi méreni slouzi k eliminaci chyb vnasenych obsluhou. Jelikoz
software ovérovanych mikroskopl fady VHX 6000 tuto funkci nema, nebyla pfi méreni
mikroskopem fady VHX 7000 vyuzita, aby byly zachovany podminky méreni. Pokud bychom
vyuzili funkce automatické detekce hran, je mozné predpokladat jeSté presnéjsi méreni
mikroskopem rady VHX 7000.

Pfi porovnani hodnot z tabulek 39 a 40 je vidét, Ze pfi méreni na seSivaném obraze
ziskame presnéjsi vysledky. ZvySeni presnosti je tedy zplsobeno softwarovym
postprocesingem pfi seSivani dilcich snimk( a rozdilnou hloubkou ostrosti. Nicméné, toto
tvrzeni plati v tomto konkrétnim pripadé, v jinych pfipadech by sesivani snimkd mohlo mit
na presnost méreni spiSe negativni vliv.
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Pokud se podivame na grafické zavislosti odchylek na referenéni hodnoté

v pfilohach 3 az 5 pro méreni viemi tfemi mikroskopy do maximalniho zvétseni x200, tak
témér pri vSsech mérenich narlstd odchylka s mérenou vzdalenosti. Tento fakt pouze
potvrzuje zakladni charakteristiku délkovych méfidel, u kterych se s mérenou vzdalenosti
sniZuje presnost méreni.

Pfesnost méreni rovinnych rozmér( ,x“ pfi uvazovani moznosti seSivanych obraz(
testovanymi mikroskopy do zvétseni x200 je nasledujici:

e Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x+ 3,33 um
e Keyence VHX 6000 - VH-ZST x+ 10,82 um
e Keyence VHX 7000 x+0,5um

Pokud shrneme data z kapitoly 6.3.7., kde byla ovéfovana presnost méreni na seSitych
obrazech pfi zvétSeni x500, x100, x1500 a x2000. Bude vysledna tabulka vypadat takto:

Primérna odchylka jednotlivych mikroskopti pfi méfeni na
seSivanych obrazech, vysoké zvétseni
Typ mikroskopu: | VHX 6000 -VH—-2ST | VHX 7000
ZvétsSeni: Prdmérna odchylka | Priimérna odchylka
[um] [um]
X500 4,57 1,70
x1000 1,76 11,86
x1500 1,10 7,40
x2000 0,76 0,83

Tabulka 41 Porovndni primernych odchylek mikroskopii pii méreni rozméru sesivanych
obrazut zachycenych vysokym zvétsenim

Pramérné odchylky pro jednotlivda zvétseni byly opét vypocteny jako pramér
absolutni hodnoty rozdilu namérené hodnoty od hodnoty referencni. Pfi pohledu na
grafické znazornéni zavislosti odchylek v priloze 7 plati to stejné, jako u méreni pfi nizsich
hodnotach zvétseni. To je narlst odchylky v zavislosti na délce méreného rozméru.

Z tabulky 41 je jasné, Ze pfi vysokych hodnotach zvétSeni dosahuje mikroskop
s objektivovym systémem VHX 6000 - VH — ZST lepsich vysledk( oproti mikroskopu rady
VHX 7000. To Ize odlvodnit napfiklad velikosti a polohou oblasti, ktera byla naskenovana
za Ucelem sloZeni snimkl, nebo nedostatkem softwarové kapacity ke zpracovani velkého
mnoZstvi objemnych dat.

Pfi jednotlivych mérenich bylo pozorovano, Ze pokud bude pravitko skenovano
pouze vijednom sméru a vSechny jednotlivé snimky budou obsahovat ¢ast stupnice
pravitka, software snimky sesije celkem obstojné a nedojde ke znatelnému zkresleni. Pokud
bude ale pravitko skenovéno i se svym okolim, kde snimky onoho okoli budou ,,prazdné“ a
nebudou obsahovat Zadnou ¢ast stupnice, dojde pfi seSivani jednotlivych obrazl
dohromady ke znatelnému zkresleni, které m{ze byt vysledkem nardstu nejistot pfi méreni
mikroskopem VHX 7000.
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Pfesnost méreni rovinnych rozmér( ,x“ na seSivanych obrazech pfi zvétsenich x500, x1000,

x1500 a x2000 je pro testované mikroskopy nasledujici:
Pro Keyence VHX 6000 - VH-ZST:

e  Pfizvétseni x500 x + 4,57 um
e  Pfizvétseni x1000 x+ 1,76um

e PfizvétsSeni x1500 x+1,1um

e  Pfizvétseni x2000 x+ 0,76 um

Pro Keyence VHX 7000

e  Pfizvétseni x500 x+ 1,7 um

e Prizvétseni x1000 x+11,86 um
e  Pfizvétseni x1500 x+7,4um

e Prizvétseni x2000 x 10,83 um

V této kategorii ovéreni jasné prevlada v presnosti hire vybaveny mikroskop VHX
6000 s objektivovym systémem VH-ZST.

Posledni zplisob ovéreni presnosti méreni rovinnych rozmér( spocival v pofizeni
nesesitych snimk( pfi rozliSeni x1000 a x2000. V obrazech poftizenych pfi téchto zvétSenich
byly opét naméreny rozméry, které byly odecteny od referenénich hodnot a z absolutnich
hodnot vysledkud byla vypoctena priimérna odchylka pro jednotlivé mikroskopy. Souhrnna
tabulka 42 vychazi z hodnot uvedenych v kapitole 6.3.8. Grafické zavislosti odchylek na
referencni hodnoté maji opét stejny charakter jako byl jiz popsan. Tim je nar(st odchylky
pfi zvétSeni mérené vzdalenosti.

Primérna odchylka jednotlivych mikroskopti pfi méfeni na
nesesivanych obrazech, vysoké zvétseni
Typ mikroskopu: | VHX 6000 -VH—-2ST | VHX 7000
Zvétseni: Priimérna odchylka | Primérna odchylka
[um] [um]
x1000 0,52 2,33
x2000 0,14 0,07

Tabulka 42 Porovnani priumérnych odchylek mikroskopii pri méreni rozmérii nesesivanych
obrazut zachycenych vysokym zvétsenim
Pfesnost méreni rovinnych rozmér( ,x“ na pfimo zaznamenanych (nesesitych)
obrazech vyhazi na zakladé dat v tabulce 42 néasledovné:
Pro Keyence VHX 6000 - VH-ZST:

e  Pfizvétseni x1000 x =+ 0,52um

e Prizvétseni x2000 x =+ 0,14 um
Pro Keyence VHX 7000:

e Prizvétseni x1000 x =+ 2,33 um

e  Prizvétseni x2000 x+ 0,07 um
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Z porovnani hodnot z tabulky 41 a 42 je jasné, jak softwarové seSivani obrazu

ovliviiuje vyslednou presnost méreni v daném obraze. U seSivanych obrazl je priimérna
odchylka méreni nékolikandasobné vyssi nez u obrazli nesesitych.

6.5. Komentar k namérenym datiim

Je nutné mit na paméti, Ze namérené hodnoty nebyly ziskany za pomoci zadné
asistencni funkce ke zvyseni presnosti, aby bylo mozné mezi sebou co nejlépe porovnat
jednotlivé varianty mikroskopl. Rucni zadavani elementli, mezi kterymi je mérena
vzdalenost je tedy Cisté zavislé na uzivateli, a proto je do méreni vnasena znaéna chyba,
ktera se odviji od toho, kam uZivatel dany element v obraze umisti.

Vyrobce udavd, Ze jeho mikroskopy jsou schopny méfit s pfesnosti na desetiny
mikrometru, coZz na zakladé dostupnych dat z kapitoly 6 nelze povazovat za pravdivé
tvrzeni.

Pro méreni rozmérl vrovinném obraze ziskaného se zvétSenim do x200 je
nejvhodnéjsi variantou mikroskop Keyence VHX 7000 s pramérnou presnosti + 0,5 um. Pfi
méreni v obrazech ziskanych zvétSenim od x500 do x2000 dosahuje mikroskop VHX 6000
s objektivovym systémem VHZ20R/Z20T primérné presnosti + 1,48 um (prdmér hodnot
z tabulek 41 a 42), coz z néj déla oproti fadé VHX 7000 s prlimérnou presnosti + 4,03 um
(primér hodnot z tabulek 41 a 42) vhodnéjsi variantu pro méreni pfi vysokém zvétseni.

7. Ovéreni presnosti méreni prostorovych rozméru

V kapitole 6 byla ovéfovana presnost méreni na jednotlivych obrazech, které nebyly
sesSity a na obrazech, které byly sesity ze zaznamu z jedné roviny. V této kapitole jsou obrazy
seSity ze zdznamu, které byly navic pofizeny v riznych polohach objektivu v ose Z vici
vzorku, za Ucelem vytvoreni prostorového snimku povrchu.

Cilem této kapitoly je ovéfit pfesnost méreni v3D obraze, kterd je primarné
ovlivnéna schopnosti softwaru presné seSivat obrazy zjednotlivych rovin navzdjem
posunutych na ose Z.

V této kapitole bude ovérena presnost méreni ve 3D obrazech pro tfi mikroskopy,
které byly ovérovany v kapitole 6 pfi méreni na 2D obrazech. Témito mikroskopy jsou dva
mikroskopy fady VHX 6000, kde jeden je vybaven objektivem VHZ20R/Z20T a druhy je
vybaven objektivovym systémem VH-ZST. Treti mikroskop je rfady VHX 7000 vybaven
revolverovou hlavou VHX 7100. Protoze je mikroskop fady VHX 7000 ndastupcem
mikroskopl fady VHX 6000 a je vybaven inovovanym softwarem spole¢né s pokrocilou
hardwarovou technologii, l1ze pfedpokladat, Ze by mél byt schopny presnéjsiho méreni
v porovnani se starsi radou.
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7.1. Pouzité mikroskopy a jejich parametry

Parametry ovéfovanych mikroskopu jsou detailné popsany v kapitole 6.1. Proto zde
budou popsany velmi stru¢né, pouze pro rekapitulaci.

Prvnim mikroskopem je mikroskop z modelové fady VHX 6000, ktery je vybaven
objektivem VHZ20R/Z20T se zvétsenim od x20 do x200. Detailni popis parametrd je
v tabulce 9. Druhy mikroskop je také fady VHX 6000 a je vybaven objektivovym systémem
VH-ZST s dvéma objektivy, které je mezi sebou mozné libovolné ménit. Prvni objektiv ma
zvétseni srovnatelné jako model VHZ20R/Z20T, a to od x20 do x200. Druhy objektiv
disponuje zvétSenim od x200 do x2000. Detaily k tomuto objektivovému systému jsou opét
v kapitole 6.1, konkrétné v tabulce 10. Tfetim mikroskopem je novd modelova rada VHX
7000 srevolverovou hlavou VHX 7100 nesouci 4 vyménné objektivy. Parametry
jednotlivych objektivi véetné jejich zvétSeni jsou v tabulce 11.

7.2. Pouzité etalony

Po dlouhém rozhodovani mezi moinymi etalony, které by bylo mozné pouzit pro
ovéreni presnosti méreni ve 3D obrazech, byly zvoleny zavitové kalibry. Konkrétné zavitovy
kalibr M11 x 1 — 6h (obrazek 54) a M30 — 6h (obrazek 55). Referen¢ni hodnoty rozmér(
zavitu byly zméreny na konturografu Marsurf LD120 od firmy Mahr. Protokoly z méfeni na
konturografu jsou v pfiloze 9.

Zavitové kalibry byly vybrany predevsim kvili jejich materidlu a charakteru povrchu,
jelikoz je ovérovana presnost mikroskopUl predevsim pro méreni ve strojirenstvi.

Obrazek 55 Zavitovy kalibr M30 — 6h
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7.3. Naméiené hodnoty

Vlastni meéreni probihalo v 3D obraze jednotlivych zavitovych kalibri. Po
kompletnim naskenovani povrchu a vytvoreni sesitého obrazu povrchu byla uréena 3 mista,
ve kterych méreni probihalo. Vidy se jednalo o fez vytvoreny jednou Useckou. Jedna Usecka
vedla na 3D obraze nejvyssimi body a dalsi dvé od ni byly odsazeny. Diky méfeni na profilu,
ktery vznikl rozdélenim obrazu odsazenymi tuseckami jsme ziskali hodnoty, které vypovidaji
o schopnosti mikroskopu méfit i na zakulacenych povrsich. Pro ziskani predstavy, jak byly
usecky umistény v obraze je mozné nahlédnout na obrazek 54, kde je Zluta Usecka vedena
nejvyssimi body a tyrkysova a rlZova jsou Usecky odsazené.

i

)

o =

Obrazek 56 Rozlozeni rezii pri mérent zavitovych kalibrii

V kazdém fezu bylo méreno stoupdni, vyska profilu a Uhel profilu. Stoupani bylo
v kazdém tfezu méreno Ctyrikrat, vyska profilu pétkrat a dhel profilu Ctyfikrat. Z dat
jednotlivych kategorii poté byla pomoci programu MS Excel vypoctena vybérova
smérodatna odchylka, ktera slouzila jako hlavni zdroj informaci o pfesnosti méreni.

Méreni probihalo vSemi tfemi mikroskopy pfi stejnych zvétsenich, a to x50 a X100,
aby bylo mozné mezi sebou jednotlivé mikroskopy porovnat.

7.3.1. Méfeni na zavitovém kalibru M11 x 1 - 6h

Pro nazornost budou v této kapitole uvedeny namérené hodnoty pouze jednou a
zbytek bude pfidan ve formé pfiloh. Jak jiz bylo feceno, zpracovani hodnot probihalo
prepisem namérenych dat do programu MS Excel, kde probihalo jejich zpracovani. Na
obrazku 57 je znazornén obrazovy vystup z mikroskopu VHX 6000 VHZ20R/Z20T na zavitu
M11. V tabulce 43 jsou pro nazornost uvedeny namérené hodnoty. V hlavicce tabulky je
vidy uveden zdavitovy kalibr, ktery byl méren a typ mikroskopu spoleéné se zvétSenim.
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Obrazek 5T Obrazovy vystup z méreni zavitu M11 mikroskopem VHX 6000 VHZ20R/Z20T

ZavitM11x1-6

h

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu Uhel profilu | Stoupéni | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [pm] [°] [pm] [pm] [°]
Mé&feni 1: 996 558 53 1011 664 53,7
976 637 50 1004 663 54,3
1035 621 60 1005 662 52,9
991 553 50 1004 672 54,9
540 667
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu Uhel profilu | Stoupéni | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [pm] [°] [pm] [pm] [°]
Mfen 2: 998 568 46 1011 657 50,6
996 623 50 1004 692 52,5
986 518 59 992 687 51,0
1015 586 51 1010 698 52,6
569 689
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [um] [°] [nm] [nm] [°]
Méfeni 3: 1012 596 56 1029 649 55,0
992 649 59 999 642 55,0
1010 587 59 992 646 54,2
1019 563 65 1016 640 55,3
510 627

Tabulka 43 Namerené hodnoty Z méreni zavitu M11 mikroskopem VHX 6000

VHZ20R/Z20T
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Hodnoty ztabulky 43, kterd uvadi namérené hodnoty na zdavitovém kalibru
M11 x 1 — 6h mikroskopem VHX 6000 VHZ20R/Z20T jsou zpracovany v tabulce 44.

Zavit M11 x 1 -6h
Keyence VHX 6000 - VH-Z20R/Z20T

Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani| profilu profilu |Stoupani| profilu profilu
[nm] [nm] [°] [um] [pm] [°]
Celkovy priimér: 1002 579 55,0 1006 664 53,5
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 17 41 5,6 10 21 1,6

Tabulka 44 Vysledné hodnoty pri méreni zavitového kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem
VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Namérené hodnoty na kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem VHX 6000 VH-ZST jsou
v pfiloze 10 a zpracované hodnoty jsou v tabulce 45.

Zavit M11x 1 -6h
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Zvétseni: x50

Zvétseni: x100

Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani | profilu profilu | Stoupani | profilu profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [°]
Celkovy prameér: 998 490 65,2 1009 547 63,3
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 14 17 1,5 10 11 4,1

Tabulka 45 Vysledné hodnoty pri méreni zavitového kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem

VHX 6000 VH-ZST

Namérené hodnoty na kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem VHX 7000 jsou v pfiloze 11

a zpracované hodnoty jsou v tabulce 46.

Zavit M11x 1-6h

Keyence VHX 7000
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani| profilu profilu |Stoupani| profilu profilu
[um] [um] [’] [um] [um] [’]
Celkovy priimér: 1000 680 54,1 997 719 58,4
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 10 16 0,9 20 11 0,8

Tabulka 46 Vysledné hodnoty pri méreni zavitového kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem

VHX 7000
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7.3.2. M¢éfeni na zavitovém kalibru M30 — 6h

Méreni a zpracovani dat probihalo stejné jako v kapitole 7.3.1., kde byl méren

zavitovy kalibr M11 x 1 — 6h.

V této kapitole jsou uvedeny zpracované hodnoty z méreni zdvitového kalibru

M30 - 6h.

Namérené hodnoty na kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX 6000 VHZ20R/20T jsou
v pfiloze 12 a zpracované hodnoty jsou v tabulce 47.

Zavit M30 - 6h
Keyence VHX 6000 - VH-Z20R/Z20T

Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani| profilu profilu |Stoupani| profilu profilu
[um] [um] [’] [um] [um] [°]
Celkovy primeér: 3500 2316 58,5 3515 2362 58,8
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 32 100 1,1 29 34 0,4

Tabulka 47 Vysledné hodnoty pri méereni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX
6000 VHZ20R/Z20T

Namérené hodnoty na kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX 6000 VH-ZST jsou
v pfiloze 13 a zpracované hodnoty jsou v tabulce 48.

Zavit M30 - 6h
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani | profilu profilu | Stoupani | profilu profilu
[um] [um] [’] [um] [um] [’]
Celkovy priimér: 3540 2035 63,5 3539 1998 62,0
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 28 113 2,0 38 48 2,7

Tabulka 48 Vysledné hodnoty pri mereni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX

6000 VH-ZST

Namérené hodnoty na kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX 7000 jsou v pfiloze 14 a

zpracované hodnoty jsou v tabulce 49.

Zavit M30 - 6h
Keyence VHX 7000
ZvétsSeni: x50 Zvétseni: x100
Vyska Uhel Vyska Uhel
Stoupani | profilu profilu | Stoupani | profilu profilu
[um] [um] [°] [um] [um] ]
Celkovy priimér: 3496 2490 58,5 3495 2427 59,8
Celkova vybérova smérodatna
odchylka: 16 97 1,7 17 8 0,2

Tabulka 49 Vysledné hodnoty pri méreni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX

7000
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7.4. Analyza dat ziskanych méfenim prostorovych rozméru

Prvnim krokem analyzy namérenych dat bylo vytvoreni souhrnnych tabulek pro
méreni jednotlivych zavitl, aby bylo mozné mezi sebou porovnat jednotlivé mikroskopy.
Data z kapitol 7.3.1 a 7.3.2. jsou shrnuty v tabulkach 50 a 51, ve kterych jsou shrnuty
namérené hodnoty, vybérové smérodatné odchylky (o) a relativni chyba pfi méreni
jednotlivych zavitovych kalibrd pro dané mikroskopy. V tabulkdch 50 a 51 je vidy v levém
sloupecku zelené vyznacen druh mikroskopu, ktery dle vybérové smérodatné odchylky
dosahl nejpresnéjsich hodnot a nejmensi chyby méreni. V pravém sloupecku je pro
porovndni uvedena referencni hodnota, kterd byla vypoctena jako pramér prislusnych
hodnot z protokol( v pfiloze 9.

Vysledky méreni zavitu M11 x 1 - 6h

Typ mikroskopu a zvétSeni Stoupani
Hodnota ‘ o | Relativni chyba | Ref. Hodnota
[pm] [%] [pm]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 1002 | 17 1,65
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 1006 | 10 1,01
Keyence VHX 6000 VHZST x50 998 | 14 1,40 1000
Keyence VHX 6000 VHZST x100 1009 | 10 0,96
Keyence VHX 7000 x50 1000 | 10 0,96
Keyence VHX 7000 x100 997 | 20 1,98
Typ mikroskopu a zvétSeni Vyska profilu
Hodnota ‘ o | Relativni chyba | Ref. Hodnota
[um] [%] [um]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 579 | 41 7,17
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 664 | 21 3,17
Keyence VHX 6000 VHZST x50 490 | 17 3,46 =10
Keyence VHX 6000 VHZST x100 547 | 11 2,06
Keyence VHX 7000 x50 680 | 16 2,40
Keyence VHX 7000 x100 719 11 1,49
Typ mikroskopu a zvétSeni Uhel profilu

Hodnota ‘ o | Relativni chyba | Ref. Hodnota

[°] [%] [°]

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 55,0|5,6 10,12
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 53,5|1,6 2,96
Keyence VHX 6000 VHZST x50 65,2|1,5 2,34
Keyence VHX 6000 VHZST x100 63,3|4,1 6,47 29,9
Keyence VHX 7000 x50 54,110,9 1,74
Keyence VHX 7000 x100 58,4(0,8 1,44

Tabulka 50 Souhrn namérenych hodnot, vybérovych smérodatnych odchylek a relativnich
chyb méreni u zavitu M11 x 1 —6h
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Vysledky méreni zavitu M30 - 6h

Typ mikroskopu a zvétseni Stoupani
Hodnota ‘ o | Relativnichyba | Ref. Hodnota
[pm] [%] [pum]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 3500| 32 0,92
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 3515| 29 0,83
Keyence VHX 6000 VHZST x50 3540 | 28 0,80 3500
Keyence VHX 6000 VHZST x100 3539| 38 1,08
Keyence VHX 7000 x50 3496 | 16 0,46
Keyence VHX 7000 x100 3495 | 17 0,49
Typ mikroskopu a zvétSeni Vyska profilu
Hodnota ‘ o | Relativnichyba | Ref. Hodnota
[um] [%] [um]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 2316 | 100 4,30
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 2362 | 34 1,44
Keyence VHX 6000 VHZST x50 2035|113 5,56 2430
Keyence VHX 6000 VHZST x100 1998 | 48 2,39
Keyence VHX 7000 x50 2490| 97 3,90
Keyence VHX 7000 x100 2427 | 8 0,33
Typ mikroskopu a zvétSeni Uhel profilu
Hodnota ‘ o | Relativnichyba | Ref. Hodnota
] [%] ]
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x50 58,5| 1,1 1,84
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T x100 58,8| 0,4 0,75
Keyence VHX 6000 VHZST x50 63,5| 2,0 3,19
Keyence VHX 6000 VHZST x100 62,0| 2,7 4,35 60,2
Keyence VHX 7000 x50 58,5 1,7 2,96
Keyence VHX 7000 x100 59,8 0,2 0,40

Tabulka 51 Souhrn namérenych hodnot, vybérovych smérodatnych odchylek a relativnich
chyb méreni u zavitu M30 — 6h
Pfi analyze dat z tabulek 50 a 51 je na prvni pohled jasné, Zze mikroskop fady VHX
7000 dosahuje v porovnani sdalSimi testovanymi modely nejvyssi presnosti v kazdé
kategorii méreni. To potvrzuje tvrzeni ze zaéatku kapitoly 7, Ze se jedna o nejpokrocilejsi
model a mél by byt schopny dosdahnout nejpfesnéjsich vysledkll napfi¢ porovnavanymi

modely.
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Mikroskop fady VHX 7000 byl schopen zmeéfit stoupani na zavitovém kalibru
M11 x 1 — 6h pfi zvétSeni x50 jako:
1000 £ 10 um s relativni chybou 0,96%
A pfi zvétSeni x100 bylo stoupani zméfeno jako:
997 + 20 um s relativni chybou 1,98%

Vyska profilu zavitu na kalibru M11 x 1 — 6h byla pfi zvétSeni x50 zmérena jako:
680 + 16 um s relativni chybou 2 ,4%

Pti zvétSeni x100 byla zmérena vyska profilu jako:
719 + 11 um s relativni chybou 1,49%

Uhel profilu zavitu M11 x 1 — 6h byl pfi zvétseni x50 zmé¥en jako:
54,1 + 0,9 ° s relativni chybou 1,74%

PFi zvétSeni x100 byl uhel profilu zméren jako:
58,4 + 0,8 ° s relativni chybou 1,44%

Analogicky Ize prepsat vSechny ziskané hodnoty pro jednotlivé mikroskopy z tabulky
50 a 51 do tvaru:
[hodnota] * [o] s relativni chybou [Relativni chyba]

PFi porovnani namérenych hodnot s referenénimi hodnotami v pravé ¢asti tabulek
50 a 51 je jasné, jak moc prostorové sesivani obrazu zhorsuje pfesnost méreni. Namérené
hodnoty ani z daleka neodpovidaji udavanym parametriim jednotlivych mikroskopu.

Z dat v tabulce 50 a 51 je moZné ve vétsiné méreni pozorovat trend zvySovani
presnosti s rostoucim zvétSenim. Za ucelem ovéreni tohoto tvrzeni bylo provedeno jedno
méreni zavitu M11 x 1 — 6h pfi zvétSeni x200 na mikroskopu VHX 7000. Obrazovy vystup
tohoto méreni je na obrazku 58. Namérend hodnota stoupdani je 996,48 um. Namérena
hodnota vysky profilu je 710,28 um a primérna namérena hodnota uhlu profilu z tohoto
méreni je 59,4°. Z porovndni s hodnotami v tabulce 46 lze usuzovat, Ze pfi vysSich
hodnotach zvétseni dosahneme presnéjsich vysledkd. BohuZel toto pozitivum s sebou nese
i jedno podstatné negativum. ZvySovanim hodnoty zvétseni za Uéelem ziskani pfesnéjsich
vysledk( se zvysuje i Cas, ktery je potfebny k softwarovému zpracovani vysledného obrazu,
protoze se sklada z mnohondsobné vyssiho poctu dilé¢ich snimkd. S tim souvisi i zvySovani
narokd na ulozisté dat, kde velikost snimkl mlzZze bez problém( presahovat desitky
megabyt(. Bohuzel, dlouhy ¢as softwarového postprocesingu dil¢ich snimk( je velmi
nezadoucim aspektem pfi sériovém ovérovani dild. V porovnani s kontaktni metodou
meéreni je to pro optické mikroskopy jasna porazka.
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[4]996.48um

[3]59.50° [1]59.78°

[5]710.28um

Obrazek 58 Meéreni zavitu M11 x 1 — 6h, zvétseni x200
7.5. Komentai k naméirenym datiim z méreni v prostorovych obrazech

Z namérenych dat je jasné, Ze méreni prostorovych rozmérd optickymi mikroskopy
neni ani zdaleka srovnatelné s kontaktni metodou. | kdyz mikroskop fady VHX 7000 vysel
jako nejpresnéjsi pfi méreni prostorovych rozméra, vysledky ziskané timto mikroskopem
neni mozné v Zddném pripadé povazovat za relevantni v oblastech, kde hraje mikrometrova
presnost zasadni roli.

Nejvétsim zdrojem nepresnosti v této kategorii méreni je nedostate¢na schopnost
mikroskopu rozlisit jednotlivé plochy a spravné sesit obraz. Tato chyba byla pozorovéna ve
valné vétsiné méreni, jako chybné vykreslena vnéjsi plocha zavitl. Na obrazku 59 je detail
profilu zavitu M11 zachyceny mikroskopem VHX 7000 pfi zvétSeni x50. Je jasné, Ze
vykresleni zaoblené plochy na vnéjsim povrchu zdavitu neodpovida skutecnosti, pro
porovndni je na obrdazku 60 zobrazen detail z obrazku 58, ktery byl zachycen na stejném
zavitu pri zvétSeni x200. Z porovndni detaill na obrazcich 59 a 60 je jasné, Ze pfi vySsim
zvétSeni je mikroskop schopny presnéjsiho zobrazeni ploch, coz mimo jiné potvrzuje vyrok
z posledniho odstavce minulé kapitoly, Ze pti zvySovani zvétSeni roste i pfesnost méreni.
Tento jev se projevoval u vsech tfi ovéfovanych mikroskopt a souvisi s problematickou
hloubky proostfeni obrazu, kdy pfi vyssich hodnotdch zvétsSeni zachyti mikroskop vice
snimkd a software ma k dispozici vice dat pro pfipadnou aproximaci.

Obrazek 59 Detail zaoblené vnéjsi plochy zavitu M11 X 1 — 6h pri zvétseni x50
mikroskopem VHX 7000
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Obrdazek 60 Detail vnejsi plochy zavitu M11 x 1 — 6h pri zvétseni x200 mikroskopem VHX
7000

Na obrazku 61 je zobrazen profil zavitu M30, ktery byl zachycen pfi zvétSeni x50
mikroskopem VHX 6000 VH-ZST. Takto zobrazeny profil se vyskytoval ve valné vétsSiné
méreni a bylo velmi narocné dostat z mikroskopu obrazovy vystup, ktery by byl vhodny

k méreni.

Total profile

0 1000 2000 3000 4000 5000 l':vl_:'; )0 7000 8000 3000 10000 1 l’l 00
Obrazek 61 Chybny profil zavitu M30 zobrazeny mikroskopem VHX 6000 VH-ZST pri
zvétSeni x50
8. Ovéreni presnosti méreni drsnosti povrchu

Cilem meéfeni popsaného v této kapitole je ovéreni presnosti méreni drsnosti
povrchu optickymi mikroskopy. Méfeni probihalo z pravidla na seSitém prostorovém
obraze, ktery byl stejné jako v kapitole 7 ziskan skenovanim povrchu vzorku. V této kapitole
budou opét ovérovany tfi mikroskopy, jako v kapitolach 6 a 7. Jako etalony pro porovnani
vysledk( byly zvoleny 2 povrchy. Jeden povrch byl soustruzeny a druhy frézovany. | kdyz
mély jednotlivé etalony predepsanou drsnost, tak za ucelem jejiho ovéreni a ziskani
referencni hodnoty byla drsnost téchto etalond ovérena na konturografu.

Pro zajimavost probéhlo méreni na sklenéném etalonu drsnosti, abychom ziskali
predstavu o tom, jestli je viibec mikroskop schopny zméfit drsnost na transparentnim
povrchu.

8.1. Pouzité mikroskopy a jejich parametry
Detailni popis pouzitych mikroskopU a jejich parametrl je popsan v kapitole 6.1. Pro
ovérovani presnosti méreni v kapitole 6, 7 a 8 byly pouzity vidy stejné mikroskopy se
stejnou hardwarovou konfiguraci. Tedy dva mikroskopy Keyence VHX 6000, jeden
s objektivem VHZ20R/Z20T a druhy sobjektivovym systémem VH-ZST. Tretim
mikroskopem je Keyence VHX 7000 s objektivovou hlavou VHX 7100.
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8.2. Pouzité etalony

Jako etalony pro ovéreni presnosti méreni drsnosti optickymi mikroskopy byly
zvoleny dva kovové etalony. Jejich plocha byla ziskana procesem tfiskového obrabéni.
Jeden z povrch( byl soustruzen a druhy frézovan.

U téchto kovovych etalonl zalisovanych v plastovém zakladu je zaroven uvedena
drsnost jejich povrchu. JelikoZ se jednda o pomérné staré etalony, které byly vyrobeny
konvencnimi technologiemi, byla presnost predepsané hodnoty ovérena na konturografu
MarSurf LD120 od firmy Mahr. Vystupni protokol z konturografu pro soustruzeny povrch je
v ptiloze 15 a pro frézovany povrch v pfiloze 16.

Parametry nastaveni konturografu pro referenéni méreni soustruzeného povrchu
jsou v tabulce 52 a pro frézovany povrch v tabulce 53.

Parametry nastaveni
Parametr Hodnota
Lt 14,99 mm
Ls 2,5 um
VB +/-5998,0
Vit 0,5 mm/s
Body 29984

Tabulka 52 Parametry nastaveni konturografu pro meéreni soustruzeného povrchu

Parametry nastaveni

Parametr Hodnota
Lt 4,81 mm
Ls 2,5 um
VB +/-5998,0
Vit 0,5 mm/s
Body 9622

Tabulka 53 Parametry nastaveni konturografu pro méreni frézovaného povrchu

Na obrdzku 62 je etalon drsnosti soustruzeného povrchu a na obrazku 63 je etalon

TI

drsnosti frézovaného povrchu.

SOUSTRUZENI[

Obrazek 62 Etalon drsnosti soustruzeného povrchu
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Obrazek 63 Etalon drsnosti frézovaného povrchu

Dle normy €SN EN I1SO 4288 byla pfi méFeni soustruzeného povrchu dotykovym
konturografem pouzita mezni vinova délka (cut-off) 0,8 mm. Pro frézovany povrch byla dle
stejné normy pouzita mezni vinova délka 2,5 mm.

Jak je moiné vidét na obrazku 62 a 63, drsnost obou povrchi by méla byt
Ra = 3,2 um. PIi porovnani s protokoly zkonturografu je jasné, Ze tyto hodnoty
neodpovidaji skutecnosti, a proto byla jako referencni drsnost pouZita pravé hodnota
namérena konturografem.

Pramérna drsnost povrchu namérena konturografem pro soustruzeny povrch je:

Ra = 4,635 um
Primérna drsnost povrchu namérena konturografem pro frézovany povrch je:
Ra = 3,611 um

Pro ovéreni schopnosti optického mikroskopu méfit drsnost na transparentnim
vzorku byl pouZit sklenény etalon o drsnosti Ra = 0,74 um. Kalibraéni protokol k tomuto
etalonu je v priloze 17. Etalon je zobrazen na obrazku 63.

g 4%

Obrazek 64 Sklenény etalon drsnosti
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8.3. Naméiené hodnoty

Méreni drsnosti vidy probihalo na prostoroveé sesitém obrazu vzorku pti zvétSeni
x100 a s odpovidajicim nastavenim lambda filtru. Na Obrazku 65 je pro nazornost
zobrazeno schéma méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 7000.

M

1

14

65.85um

Obrazek 65 Schéma méreni a soustruzeném povrchu mikroskopem VHX 7000

Namérené hodnoty byly opét zpracovany do tabulek v programu MS Excel a pomoci
jeho matematickych funkci byla vypoctena primérna hodnota drsnosti daného vzorku,
primérna odchylka od referen¢ni hodnota a vybérovd smérodatnd odchylka z namérenych
hodnot.

8.3.1. Méieni drsnosti na soustruZzeném povrchu

Pro nazornost bude na zacatku této kapitoly uvedeno kompletni méfeni véetné
namérenych hodnot. Dalsi vysledky budou uvedeny pouze ve formé zkracenych tabulek
s vysledky. Nameérené hodnoty z méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem
VHX 6000 VHZ20R/Z20T jsou v tabulce 52 a obrazovy vystup ze zminéného mikroskopu je
na obrazku 66. Vysledky méreni dalSimi mikroskopy jsou uvedeny jako zkracené verze
tabulky 52.

V hlaviéce kazdé tabulky je vZzdy uvedeno, co bylo méreno a jakym mikroskopem.
Dale jsou v tabulkdach uvedeny referencni hodnoty z konturografu, primérné hodnoty
namérené drsnosti, priimérné odchylky od referenénich hodnot a vybérové smérodatné
odchylky.

Kompletni tabulky véetné namérenych dat jsou uvedeny v pfilohach 18 az 20.

Pro vSsechny namérené hodnoty byl pouZit odpovidajici lambda filtr dle normy LC
ISO 16610-21.
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Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000

VHZ20R/Z20T jsou uvedeny v tabulce 54.

3800.00 5267.71]

4200.00 4600.00 5000.00
Rz:12.12um R2JIS : 6.11pm

Obrazek 66 Obrazovy vystup z méreni drsnosti povrchu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T

Méreni drsnosti soustruzeného povrchu

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 4,635

Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

1 4,51 0,13

2 4,13 0,51

3 3,69 0,95

4 2,42 2,22

5 2,56 2,08

6 2,71 1,93

Pramér: \ 3,34 1,30

Nejvyssi zjisténa chyba: 2,22
Vybérova smérodatna odchylka

o [um] | 0,89

Tabulka 54 Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T
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jsou uvedeny v tabulce 55.

Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000 VH-ZST

Méreni drsnosti soustruzeného povrchu
Keyence VHX 6000 VH-ZST

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 4,635
Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

Primér: | 2,32 2,31

Nejvyssi zjisténa chyba: 2,76

Vybérova smérodatna odchylka

o [um] 0,49
Tabulka 55 Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000
VH-ZST

Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 7000 jsou

uvedeny v tabulce 55.

Méreni drsnosti soustruzeného povrchu

Keyence VHX 7000
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 4,635
Méreni Hodnota Odchylka
[pum] [um]
Promér: | 1,65 2,99
Nejvyssi zjisténa chyba: 3,16

Vybérova smérodatna odchylka
o [um] ’ 0,11
Tabulka 56 Vysledky méreni drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 7000

8.3.2. Méieni drsnosti na frézovaném povrchu
Méreni drsnosti na frézovaném povrchu probihalo stejnym zplsobem, jako méreni
drsnosti v pfedchozi kapitole, akorat s odpovidajicim etalonem.
Tabulky vysledk( v této kapitole jsou rozvrienim stejné, jako tabulky 54 az 56
z kapitoly 8.3.1. Kompletni vysledky méreni jsou opét uvedeny v pfilohach 21 az 23 a pro
jejich vyhodnoceni byl opét pouzit odpovidajici lambda filtr dle normy LC ISO 16610-21.
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Vysledky méreni drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T jsou uvedeny v tabulce 57.

Méreni drsnosti frézovaného povrchu

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611

Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

Primér: | 2,88 0,81

Nejvyssi zjisténa chyba: 1,41
Vybérova smérodatna odchylka

o [um] | 060

Tabulka 57 Vysledky méreni drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T

Vysledky méfeni drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000 VH-ZST

jsou uvedeny v tabulce 58.

Méfreni drsnosti frézovaného povrchu
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611
Méreni Hodnota Odchylka
(um] [um]
Primeér: 5,54 1,98
Nejvyssi zjisténa chyba: 3,77
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 1,51
Tabulka 58 Vysledky mérent drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000
VH-ZST
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Vysledky méreni drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 7000 jsou uvedeny
v tabulce 59.

Méreni drsnosti frézovaného povrchu
Keyence VHX 7000
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
Primér: | 1,45 2,17
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,32
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,18

Tabulka 59 Vysledky méreni drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 7000
8.3.3. Méieni drsnosti na sklenéném etalonu

V této kapitole je popsano experimentalni méreni provedené za ucelem zjistit, jestli
jsou optické mikroskopy firmy Keyence schopny méfit drsnost transparentniho povrchu.
Lze prepokladat, Ze se vysledné hodnoty drsnosti tohoto povrchu nebudou pfilis blizit
hodnotam redlnym.

Dle kalibra¢niho listu sklenéného etalonu drsnosti v pfiloze 17 je referenéni hodnota
drsnosti povrchu tohoto etalonu Ra = 0,775 um.

Vysledky méreni drsnosti sklenéného etalonu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T jsou uvedeny v tabulce 60.

Kompletni tabulky s namérenymi hodnotami drsnosti skelnéného etalonu jsou
v prilohach 24 az 26.

Méreni drsnosti sklenéného etalonu
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
Primér: | 12,85 12,07
Nejvyssi zjisténa chyba: 13,53
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] ‘ 1,52
Tabulka 60 Vysledky méreni drsnosti skleneného etalonu mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T
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Vysledky méreni drsnosti sklenéného etalonu mikroskopem VHX 6000 VH-ZST jsou

uvedeny v tabulce 61.

Méreni drsnosti sklenéného etalonu
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

Pramér: | 1,47 0,70

Nejvyssi zjisténa chyba: 1,13

Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,26
Tabulka 61 Vysledky méreni drsnosti sklenéného etalonu mikroskopem VHX 6000 VH-ZST

Vysledky méreni drsnosti sklenéného etalonu mikroskopem VHX 7000 jsou uvedeny
v tabulce 62.

Méreni drsnosti sklenéného etalonu

Keyence VHX 7000
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
Primér: | 0,20 0,57
Nejvyssi zjisténa chyba: 0,61

Vybérova smérodatna odchylka
o [um] | 0,03
Tabulka 62 Vysledky méreni drsnosti sklenéného etalonu mikroskopem VHX 7000

8.4. Analyza dat ziskanych pri méreni drsnosti povrchu

Pfi méreni drsnosti obrobenych etalon( si nejlépe vedl mikroskop VHX 6000
s objektivem VHZ20R/Z20T, ackoliv v Zadném pfipadé nelze mluvit o presném méreni. O
tom vypovidaji primérné hodnoty drsnosti v porovnani s referenénimi hodnotami.

Drsnost soustruzeného povrchu byla zméfena mikroskopem VHX 6000
VHZ20R/Z20T jako:

Ra = 3,34 um s primérnou odchylkou od refernéni hodnoty 1,3 um

Drsnost frézovaného povrchu byla zmérena mikroskopem VHX 6000 VHZ20R/Z20T
jako:
Ra = 2,88 um s primérnou odchylkou od referncni hodnoty 0,81 um
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P¥i méreni drsnosti sklenéného etalonu si nejlépe vedl mikroskop fady VHX 7000.

Opét zde nelze v Zadném pripadé mluvit o pfesném méreni.

Z porovnani jednotlivych vysledk(l je jasné, Ze chyby pfi méfreni drsnosti na
transparentnim povrchu jsou enormni pro vsechny typy zkousenych mikroskop(. Z toho
dlvodu je mérfeni drsnosti na transparentnim povrchu pouZitelné spise pro ziskani
orientacni hodnoty drsnosti.

8.5. Komentar k datiim z méreni drsnosti povrchu

Z dostupnych namétenych primérnych hodnot drsnosti a jejich odchylek od
referencnich hodnot je jasné, Ze optické mikroskopy jsou k méreni drsnosti povrchu
absolutné nevhodnym nastrojem. Opét Ize konstatovat, Ze s pfesnosti kontaktni metody se
presnost mikroskopu nedd ani z daleka porovnat.

Prekvapivym vysledkem je, Ze presnost méreni drsnosti povrchu na kovovych
etalonech mikroskopem VHX 7000 byla prekondna hardwarové a softwarové hire
vybavenym predchidcem VHX 6000, ktery byl vybaven objektiven VHZ20R/Z20T.

Zdrojem téchto neptesnosti v méreni drsnosti je pravdépodobné nedostatecna
schopnost rozliseni struktury povrchu vzorku pfi pouzitém zvétSeni a ndsledném seSivani
obraz(.

Pfi méreni sklenéného etalonu sice dopadl nejlépe mikroskop VHX 7000, ale
namérené hodnoty jsou porad dosti odlisné od hodnoty referencni a napfic zkousenymi
mikroskopy se enormné liSi. Zdrojem téchto vysokych nepresnosti pfi méreni drsnosti
transparentniho povrchu je pravdépodobné problém mikroskopl se zaostfenim povrchu
vzorku a tim spojeny problém s naslednym sesivanim dil¢ich obraza.

Bylo by vhodné dalsSim mérenim drsnosti ovéfit, jestli nedojde ke zvyseni presnosti
méreni pfi vysSich hodnotdch zvétseni, jako tomu bylo v kapitole 8. Avsak zvySeni hodnoty
zvétSeni s sebou nese jiz popsané problémy s ¢asovou narocnosti zpracovani a pozadavkem

na ulozisté obrazovych dat.

9. Ukazka vypoctu rozsirenych nejistot

V této kapitole bude pro nazornost uveden vypocet rozsifené nejistoty méreni, do
které vstupuje nespocet dalSich vlivd, které vyslednou presnost méreni ovliviiuji. Mezi tyto
vlivy Ize zafadit napfiklad teplotni roztaznost vzorku, pocet opakovanych méreni nebo
rozliSovaci schopnost.

Pro ukazku tohoto vypoctu poslouzi data z méreni délkovych rozmér( v rovinném
obraze pravitka Olympus pfi zvétSeni x200 mikroskopem Keyence VHX 7000 uvedenid
v tabulce 14.

Vsechny vlivy, které se podileji na rozsitené nejistoté z uvedeného méreni jsou
v tabulce 63. Podil jednotlivych vlivi na celkové rozsifené nejistoté je v grafu 4.
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Standardni Citlivostni Prispévek k

Veli¢ina Odhad nejistota Rozdéleni | koeficient nejistoté

Nejistota typu A 0,129671 um norm. 1 0,129671 um

Vliv etalonu 0,625 um norm. 1 0,625 um

Vliv komparatoru 0 um norm. 1 0 um

Vliv rozliSovaci

schopnosti 0 0,002887 um rovn. 1 0,002887 um

Dalsi vlivy * 0 0 um rovn. 1 0 um

Vliv rozdilu teplot

plalonoveno a 0 0 °C |[rovn.  |0,004 um/°C 0 um

predmétu

Vliv odchylky

teploty od 20 °C 0 5,333333 um/m 0,001 m 0,005333 um

Vyslednd

nejistota 0,638339 um

Vysledna rozsirena

nejistota: U= 1,28 pm

Tabulka 63 Rozsirena nejistota merent pravitka Olympus mikroskopem VHX 7000 pri

zvetseni x200

Podil jednotlivych slozek na rozsirené nejistoté
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Graf 4 Podil jednotlivych slozek na rozsirené nejistoté pri méreni pravitka Olympus
mikroskopem VHX 7000 pri zvétseni x200
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10. Popis navrzené metodiky ovéreni presnosti méreni

Na zakladé experiment(l provedenych vyse byla navriena metodika, dle které by se
mélo postupovat pfi ovérovani presnosti méreni digitalnimi mikroskopy. Zakladnim
stavebnim kamenem této metodiky je volba sprdvného etalonu, od kterého se odviji
vsechny vysledky.

Jak jiz bylo rec¢eno, prvnim krokem je volba sprdvného etalonu. Méreny etalon by
svou velikosti, nebo svym rozliSenim mél odpovidat zvolenému zvétSeni mikroskopu. Neni
vhodné, aby byla pfesnost méreni pfi zvétSeni x50 ovérovdna na etalonu s mikrometrovym
rozliSenim a obracené.

JelikoZ je presnost méreni v rovinném obraze ovéfovdna u mikroskopl s vysokym
rozsahem zvétseni, jako vhodné etalony k tomuto ovéreni byly zvoleny dvé délkové optické
mérky. Prvnim zvolenym etalonem je pravitko od firmy Olympus s délkou stupnice 1 mm a
rozliSenim 0,01 mm, které slouzi k ovéreni pfesnosti méreni rovinnych rozmér( pfi vyssich
hodnotach zvétseni. Druhym zvolenym etalonem je pravitko od firmy L.E.T. Optomechanika
s délkou stupnice 50 mm a rozliSenim 0,1 mm, které slouZi pro ovéreni pfesnosti méreni pfi
nizsich hodnotach zvétseni.

Vlastni ovéreni presnosti méreni rovinnych rozmérl probiha jak v obraze z jednoho
zorného pole, tak i na sesitych snimcich, abychom ziskali predstavu o tom, jestli seSivanim
snimkd nedochazi ke zkresleni hodnot. Zaroven je vhodné zachytit pravitko pfi rdznych
hodnotach zvétseni, abychom ziskali predstavu, jaké presnosti jsme schopni pfi urcitém
zvétSeni dosdhnout. Naméreny rozmér je vidy vzdalenost dvou pfimek, které co
nejpresnéji kopiruji rastr pravitka. Namérené hodnoty je tfeba dale porovnat s kalibra¢nim
listem pravitka, a z tohoto porovnani ziskdme odchylku méreni pfi urcitych podminkach. Je
pouze na stavajicim, nebo budoucim provozovateli mikroskopu, jestli vyhodnoti odchylky
méreni jako prijatelné, nebo nepfijatelné pro konkrétni aplikaci.

K ovéreni presnosti méreni rozmér( v seSitych 3D obrazech jsou pouzity dva
zavitové kalibry. Jednim je M11 x 1 — 6h a druhym je M30 — 6h. Témito etalony je zaroven
ovérena schopnost daného mikroskopu sesivat obrazy v ose Z, protoZe se na nich vyskytuje
hodné sSikmych a zaoblenych ploch.

Ovéreni presnosti méreni rozmérl na 3D obrazech zavitovych kalibrd bylo
provedeno pfi zvétSeni x50 a X100 a vidy se méfilo stoupdni daného zavitu, jeho vyska
profilu a uhel profilu. Jelikoz k zavitovym kalibrim neni dostupny kalibracni protokol, ktery
by popisoval jednotlivé rozmeéry, byl jejich profil zméren konturografem. Ziskané hodnoty
z konturografu byly pouzity jako referenéni hodnoty, s kterymi byly namérené hodnoty
porovndany. Z namérenych dat vyplyva, Ze presnost méreni rozmérl na 3D obrazech roste
s pouzitym zvétSenim a je tedy na provozovateli mikroskopu, aby zvazil vSechna pro a proti,
které s sebou zvySeni zvétseni nese.

K ovéfeni presnosti méreni drsnosti povrchu byly zvoleny etalony drsnosti
obrabéného povrchu ziskaného soustruzenim a frézovanim. Pro zajimavost byla pfesnost
méreni povrchu ovéfena i na etalonu drsnosti stransparentnim povrchem. JelikozZ
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k etalonidm obrobeného povrchu neni dostupny kalibraéni protokol, ze kterého by bylo

mozné ziskat referen¢ni hodnoty, byla drsnost zmérena na konturografu. Hodnoty ziskané
konturografem slouzi jako hodnoty referen¢ni pro porovnani s hodnotami namérenymi.

Vlastni ovéreni presnosti méreni povrchu probihalo na snimcich pofizenych se
zvétSenim x100 na nékolika mistech, aby bylo moZné namérené hodnoty statisticky
zpracovat. Jelikoz namérené drsnosti ani zdaleka neodpovidaji referenénim hodnotam,
doporuceni je opét pouzit vyssi hodnotu zvétseni. Opét je na provozovateli mikroskopu,
aby zhodnotil vSechna pro a proti pouziti takového zvétseni, pfi kterém by bylo dosazeno
pozadované presnosti vtomto druhu méreni.
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11. Zavér

V teoretické C¢asti této prace je komplexné predstavena problematika optické

mikroskopie, ktera je uvedena kapitolou popisujici svétlo a jeho chovani. Informace
uvedené vtéto kapitole jsou klicové pro pochopeni kapitol nadchazejicich, které
podrobnéji rozebiraji princip fungovani optickych mikroskopt a jejich soucasti. V posledni
kapitole teoretické ¢asti je popsan princip digitalni mikroskopie. Tato kapitola slouZi jako
zdroj informaci pro pochopeni principu zachyceni obrazl digitdlnimi Cipy a faktord, které
vysledny digitdIni obraz ovliviiuji. Zaroven jsou v posledni kapitole teoretické ¢asti popsany
zasadni rozdily mezi konvencénim svételnym mikroskopem a mikroskopem digitalnim.

Teoretickd ¢ast je tedy zdrojem vSech potfebnych informaci k pochopeni
experimentll provedenych v praktické ¢asti a ke spravné interpretaci vysledk.

Prakticka ¢ast této prace se sklada ze tfi ¢asti. V kazdé ¢asti byla ovérovana presnost
méreni rozmeérl optickymi mikroskopy za urcitych podminek. V prvni ¢asti byla ovérovana
presnost méreni rovinnych rozmérd, ve druhé casti byla ovéfovana presnost méreni
rozmérud na skladaném 3D obraze a ve tfeti ¢asti byla ovéfovana presnost méreni drsnosti
povrchu.

Pfesnost méreni ve viech tfech ¢astech byla ovéfovana pro tfi mikroskopy. Prvnim
mikroskopem byl Keyence VHX 6000 s objektivem VHZ20R/Z20T, druhym mikroskopem byl
Keyence VHX 6000 sobjektivovym systémem VH-ZST a tfetim mikroskopem byl
nejvyspélejsi model VHX 7000 s revolverovou hlavou VHX 7100 nesouci Ctyti objektivy.

V prvni ¢asti, kde byla ovéfovana presnost méreni rovinnych rozmérd dosahl
celkové nejvyssi presnosti mikroskop VHX 7000. CoZ neni pfekvapivy vysledek, jelikozZ se
jedna o mikroskop vybaveny nejmodernéjsimi technologiemi. Na zakladé namérenych
hodnot nelze povazovat ani jeden z ovéfovanych mikroskopt jako vhodny pro aplikace, kde
mikrometrova presnost hraje zdsadni roli. Méreni probihalo na optickych mérkach od firmy
Olympus a L.E.T. Optomechanika pfi zvétSeni od x50 do x2000.

V druhé ¢asti byla ovéfovana presnost méreni na sesitych 3D obrazech a nejlepsich
vysledk(l zde dosahl opét mikroskop VHX 7000. Méreni probihalo na zavitovych kalibrech
M11 x 1 — 6h a M30 — 6h, na kterych bylo méreno stoupani zavitu, vyska profilu zavitu a
uhel profilu zavitu, vidy pfi zvétSeni x50 a x100. Pfi téchto hodnotach zvétSeni zadny
z ovérovanych mikroskopl nedosahl ani z daleka presnosti, ktera by se dala srovnavat
s kontaktni metodou méreni, a proto nelze ani jeden z ovéfovanych mikroskop( doporucit
pro méreni rozmérl v 3D obrazech vzork(l, kdy je poZadovana vysoka presnost méreni.
V této Casti bylo zjisténo, Ze presnost méreni rozmérl v 3D obrazech roste se zvySovanim
zvétSeni. Nabizi se tedy otdzka, jaké je optimalni zvétSeni pro dosazeni pozadované
presnosti. Pfi tom je nutné myslet na to, Ze pfi zvySovani zvétSeni se velmi znatelné
prodluzuje ¢as zpracovani vysledného snimku a zaroven rostou naroky na datové ulozisté.
Pri sériovém ovérovani mnoha vzorkl jsou tyto aspekty velmi podstatné, protoze
s narGstem zvétSeni rapidné klesa produktivita.
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Ve treti Casti byla ovéfovana presnost optickych mikroskopl pfi méreni drsnosti

povrchu. Drsnost byla méfena na povrchu dvou kovovych etalond a jednoho sklenéného
etalonu pfi zvétSeni x100. Povrch na jednom kovovém etalonu byl soustruzeny a na druhém
frézovany. Pfi méreni drsnosti na kovovych etalonech se referenéni hodnoté drsnosti
nejvice pfibliZil mikroskop VHX 6000 VHZ20R/Z20T a nejméné VHX 7000. Pfi méreni na
sklenéném etalonu byl vysledek presné opacny. Pfi méreni drsnosti povrchu vsemi
mikroskopy se vysledné hodnoty drsnosti liSily od referenénich hodnot na tolik, Ze
namérené hodnoty nelze povaZovat za relevantni. Opét se nabizi otdzka, jestli by nedoslo
ke zvysSeni presnosti méreni drsnosti pfi pouziti vyssiho zvétseni.

V predposledni kapitole je pro zajimavost uveden vzorovy vypocet rozsifené
nejistoty u zvoleného méreni a v posledni kapitole je metodicky popsan postup pfi
ovérovani prenosit méreni digitalnimi mikroskopy.

Pokud se provozovatel rozhodl pouzit k méreni rozmér( digitalni mikroskop a zvazil
presnost méreni timto ndstrojem, pfipadné se zamyslel nad vyhodami a nevyhodami
méreni pfi vyssich hodnotdch zvétseni, jako nejvhodné;si kandidat pro tuto ¢innost vychazi
mikroskop fady VHX 7000. Co se tyka presnosti méreni rozmér(, fada VHX 7000 dosahovala
nejlepsich vysledku a je tedy vhodné investovat pravé do tohoto typu.
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17.P¥ilohy

Priloha 1 Protokol o kalibraci pravitka Olympus

RN =
I@) SKD DA GQM/24 - Specidlni méFeni a metrologie

Interni kalibraéni misto 1

Protokol o kalibraci ¢. 1043288/1

Koordinator IKM 1

Datum kalibrace: 27. 3. 2018

Zadavatel: GQM/24

Méridlo: délkové méritko sklenéné
Rozsah: 0-1mm

Rozliseni: 0,01mm

Vyrobce: Olympus

Identifikace: ID 1043288

Specifikovana presnost:

Pouzity etalon: Werth Video-Check UA
ID 1006427 MPE E1=0,35+L/900

Metoda méreni: Software Winwerth, objektiv se zvétSenim 10x.
Pravitko bylo vyrovnano podie spodnich a hornich hran rysek
hodnot 0,01;0,02;0,03;0,04;0,96;0,97;0,98;0,99mm. Méfici mista
jsou na leve strané rysek.

Podminky méreni: teplota vzduchu: ta =20°C £1°C

Vysledek: Nejvétsi zjiSténa chyba v celém rozsahu je 0,0007mm

Odborné doporuéeni: Dle specifikace zadavatele budou pouZity skute¢né namérené
hodnoty

Vysledek kalibrace: Vyhovuje

Navrh metodiky pro ovéfeni presnosti méfeni na digitalnich mikroskopech - 111 -



f{f%é FAKULTA DIPLOMOVA PRACE Ustav technologie obrabéni,

W STROJNI ; Ani i
CVUT V PRAZE projektovani a metrologie

Priloha 2 Protokol o kalibraci pravitka L.E.T. Optomechanika

. ;:' SKD DA GQM/24 - Specialni méfeni a metrologie

Interni kalibraéni misto 1

Protokol o kalibraci ¢. 1043287/1

Koordinator IKM 1

Datum kalibrace: 4.4, 2018

Zadavatel: GQM/24

Méridlo: délkové méritko sklenéné
Rozsah: 0-50mm

Rozliseni: 0,1mm

Vyrobce: L.E.T. Optomechanika
Identifikace: ID 1043287

Specifikovana presnost:

Pouzity etalon: Werth Video-Check UA
ID 1006427 MPE E1=0,35+L/900

Metoda méfreni: Software Winwerth, objektiv se zvétsenim 3x.
Pravitko bylo vyrovnano podle podélné hrany rysky.
Mé&Fici mista jsou na levé strané rysek nad podélnou ¢arou.

Podminky méreni: teplota vzduchu: ta =20°C £1°C

Vysledek: Nejvétsi zjisténa chyba v celém rozsahu je 0,006mm

Odborné doporuéeni: Dle specifikace zadavatele budou pouzity skute¢né namérené
hodnoty

Vysledek kalibrace: Vyhovuje
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Priloha 3 Grafické zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro sklenéné pravitko pri
zvétSeni x50

Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pri zvétSeni x50, VHX 6000

VHZ20R/Z20T
12,00
10,00 10,29
g. 8,00 8,27
T ; 12
= 6,00
5 5,06
Z 4,00 —— Odchylka
(@]
2,00
0,00
999,94 1999,83 2999,88 3999,73 4999,71
referencni hodnota [um]
Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétseni x50, VHX 6000 VH-
ZST
60,00
_ 50,00 49,29
g 40,00
£ 30,00
S
Z 20,00 = QOdchylka
(@]
10,00
0,00
999,94 1999,83 2999,88 3999,73 4999,71
referencni hodnota [um]
Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétSeni x50, VHX 7000
2,50
2,00
'€
= 1,50
S
S 1,05
s 100 —— Odchylka
(@]
0,50
0,00

999,94 1999,83 2999,88 3999,73 4999,71
referencni hodnota [um]
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Priloha 4 Grafické zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro sklenéné pravitko pri
zvetseni x100

Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pri zvétseni x100, VHX 6000

VHZ20R/Z20T
10,00
9,12
8,00
€
— 6,00
Ry, 5,17
ey
s 400 e ——Odchylka
(@]
2,00
0,00
999,94 1999,83 2999,88
referencni hodnota [um]
Odchylka v zavislosti na referencni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétseni x100, VHX 6000
VH-ZST
40,00
36,12
g 30,00
— 5,17
©
= 20,00
S
= 10.00 11,06 = Odchylka
o 7
0,00
999,94 1999,83 2999,88
referencni hodnota [um]
Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
sklenéné pravitko pri zvétseni x100, VHX 7000
0,80
0,70 0,74
'g‘ 0,60
= 0,50
©
% 0,40 0,37
o
5 030 —— Odchylka
O 0,20
0,10 0,09
0,00
999,94 1999,83 2499,82

referenéni hodnota [um]
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Priloha 5 Grafické zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro sklenéné pravitko pri

zvetseni x200

Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétSeni x200, VHX 6000

VHZ20R/Z20T

2,50
— 2,00 2,06
£ 2
=
~ 1,50
=
S 1,00 1.10
= ——— Odchylka
O 0,50

0,00 - 0,07

100,03 299,93 499,9 999,94

referencni hodnota [um]

Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfri zvétseni x200, VHX 6000

VH-ZST
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=
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=
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100,03 299,93 499,9 999,94

referencni hodnota [um]

Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétseni x200, VHX 7000
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Priloha 6 Grafické zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro sklenéné pravitko pri

Odychlka [pum]

Odychlka [um]

m]

=

Odychlka [

zvetseni x200 na sesitem obraze

Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté
pro sklenéné pravitko pfi zvétSeni x200, seSity
obraz, VHX 6000 VHZ20R/Z20T
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=
o
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0,12

999,94 1999,83 2999,88
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Odchylka v zavislosti na referenéni hodnoté pro
sklenéné pravitko pri zvétSeni x200, seSity
obraz, VHX 6000 VH-ZST
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1,17
1,00 —106
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0,00 0,12
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Odchylka v zavislosti na referen¢ni hodnoté pro
sklenéné pravitko pfi zvétseni x200, sesity
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Priloha 7 Graficke zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro pravitko Olmypus pri
zvetseni x500, x1000, x1500 a x2000 na sesitém obraze
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10,00 275 400
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B £
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CVUT V PRAZE
Priloha 8 Graficke zavislosti odchylek na referencnich hodnot pro pravitko Olympus pri
zvetseni x1000 a x2000

VHX 6000 VH-ZST x1000

1,13
__ 120 0,95
€ 1,00
= 0,80 04
£ 060 '
S 0,40 0,03 0.0
> 0,20 ’ ’
B ’ —
S 000 Odchylka
" D N D
P QO 9 v O
\9\ %Q‘ c>,°>‘ o ’1,0 D
referencni hodnota [um]
VHX 7000 x1000
4,65
5,00
'E 4,00 3,30
= 3,00
T 2,00
X 7
_TL:) 1,00 0,27
Z 0,00 = Odchylka
o S D N DD
QO 9 B O
'\9 (,)Q\ QQ\ b?)\ ILQQ\

referen¢ni hodnota [um]

VHX 6000 VH-ZST x1000

__ 0,60 0,49
€
3 0,40
< 0,20
=Y 0,03
< 0.02 1 00 ——Odchylka
2 0,00
o 10,03 20,02 50,01 99,51
referenéni hodnota [um)]
VHX 7000 x1000
0,14
0,15
€
= 0,10 0,0
) 0,06
S
2 005 —— Odchylka
© 0
0,00

10,03 20,02 50,01 99,51

referencni hodnota [um]
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Priloha 9 Protokoly k zavitovym kalibriim.

MarWin CVUT v Praze 14.6.2021 1
10.00-21 SP 3| Fakulta strojni 11:38:05
w Kontrolor:
Dil: Cislo vykresu: Krok obrabeni: U rban Jan
Zavitovy kalibr M11 Podpis:
MarSurf LD 120
Komentar:
DP-A.Pelc
Méfici pristroj: MarTalk X:24,55; 7:24,55; -0,35°
Posuvova jednotka: DriveUnit.LD 120
Snimaé: LDC 24-20-25_12 0030
Lt 10.00 mm W
Ls: - WAVAV L
VB: +-13005.5 pm
Vi 0.50 mm/s
Body: 39993
§ k|
= Ly 1/001 mm | 1,000 mm g 0998 mm 1,002 mm g 100Lmm _J
~] A ﬁsum
I : : d T
MarWin CVUT v Praze 14.6.2021 1
10.00-21 SP 3| Fakulta strojni 11:38.05
Kontrolor:
Dil: Cislo wykresu: Krok obrabeni: Urban Jan
Zavitovy kalibr M11 Podpis:
MarSurf LD 120
Komentar.
DP-A.Pelc
Méfici pristroj: MarTalk X:24,55; Z:24,55; -0,35°
Posuvova jednotka DriveUnit.LD 120
Snimaé: LDC 24-20-25_12 0030
Lt: 10.00 mm \/M
. o WAVAV L
VB +/-13005.5 pm
Vit 0.50 mm/s
Body: 39993
E |
EE g 1001 mm LO00mm g | oy 0958mm 1,002 mm g /001 MM __J»
N 60,04
| £ E, :
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Priloha 10 Nameérené hodnoty pri méreni zavitového kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem
VHX 6000 VH-ZST

Zavit M11x 1 -6h
Keyence VHX 6000 - VH-ZST

Zvétseni: x50

Zvétseni: x100

Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [um] [°] [um] [um] ]
MéFeni 1: 995 519 62 1012 527 64
1022 498 66 1011 539 62
987 471 66 1016 532 64
992 498 65 998 545 66
485 529
ZvétsSeni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [um] [°] [pm] [um] [°]
MéFeni 2: 1002 510 65 1011 553 68
1018 478 65 1011 561 71
978 457 64 1016 555 61
1005 487 67 992 557 59
482 554
ZvétsSeni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [pm] [um] [°]
— 1000 498 67 1022 554 64
Méreni 3:
988 479 64 1001 556 55
980 475 64 997 552 63
1009 502 67 1020 556 63
510 538
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Priloha 11 Namérené hodnoty pri méreni zavitového kalibru M11 x 1 — 6h mikroskopem

VHX 7000
Zavit M11 x 1 -6h
Keyence VHX 7000
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [pm] ] [pm] [pm] 1
M&feni 1: 1007,8 689,5 53,2 991,1 735,5 57,5
1007,8 710,0 54,4 996,2 731,2 57,8
982,8 701,8 54,0 1030,1 731,5 57,5
1007,8 678,4 54,6 991,1 729,9 57,8
694,3 734,8
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [’]
MéFeni 2: 1001,6 658,9 52,2 982,8 714,7 57,8
999,5 665,3 55,7 1007,5 714,5 58,4
991,2 671,3 54,3 1014,7 720,1 58,1
1005,8 672,8 53,8 974,6 718,9 58,4
653,5 719,8
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [um] [°] [um] [um] [
MéFeni 3: 1007,8 687,0 54,1 982,8 708,9 58,7
999,5 665,7 55,4 1006,5 703,5 60,3
982,9 696,0 53,5 1024,9 706,4 58,8
1007,8 686,3 54,6 966,4 710,3 59,4
676,4 711,4
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Priloha 12 Namérené hodnoty pri méreni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX

6000 VHZ20R/Z20T
Zavit M30 - 6h
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vy3ka profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] ]
. 3558 2312 60 3566 2273 59,4
Méreni 1:
3473 2353 58 3455 2319 59,2
3484 2376 60 3542 2339 59,1
3516 2391 59 3516 2354 59,2
2420 2342
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vy3ka profilu | Uhel profilu
[um] [um] [’] [um] [um] [’]
MéFeni 2: 3530 2390 59 3542 2356 58,2
3483 2389 58 3478 2384 59,0
3442 2410 58 3517 2406 58,8
3530 2387 58 3516 2405 58,6
2392 2379
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [°]
M&Feni 3: 3499 2193 58 3517 2359 57,9
3468 2197 58 3517 2374 58,6
3502 2180 59 3504 2378 59,0
3516 2169 56 3505 2375 58,6
2183 2381
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Priloha 13 Namérené hodnoty pri méreni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX

6000 VH-ZST
Zavit M30 - 6h
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[pm] [um] [°] [um] [um] [°]
MéFeni 1: 3522 1863 66 3532 1902 64
3538 1894 61 3532 1927 60
3536 1900 61 3547 1947 59
3523 1907 63 3531 1967 61
1907 1958
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [’]
M&feni 2: 3504 2027 66 3626 2026 65
3540 2050 63 3547 2021 63
3568 2070 63 3516 2021 63
3552 2055 65 3516 2027 67
2063 2015
65
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [pm] [°]
MéFeni 3: 3613 2148 66 3591 2056 62
3523 2160 61 3502 2059 58
3537 2173 62 3548 2040 59
3523 2166 65 3484 2020 63
2142 1989
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Priloha 14 Namérené hodnoty pri méreni zavitového kalibru M30 — 6h mikroskopem VHX

7000
Zavit M30 - 6h
Keyence VHX7000
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [num] [°] [um] [um] [°]
M&feni 1: 3494,7 2596,4 56,8 3496,8 2443,2 59,4
3483,7 2618,0 56,4 3512,5 2442,0 59,5
3512,4 2633,0 56,2 3473,1 2434,9 59,7
3513,3 2643,4 55,9 3509,5 2431,6 59,7
2589,8 2431,1
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [’]
MéFeni 2: 3481,8 2447,9 58,5 3509,4 2421,2 60,1
3494,8 24534 58,8| 3511,1 2422,4 60,1
3495,1 2456,9 58,8 3479,6 2423,9 60,1
3507,5 2462,4 60,2 3466,5 2419,3 60,1
2471,8 2416,0
Zvétseni: x50 Zvétseni: x100
Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu | Stoupani | Vyska profilu | Uhel profilu
[um] [um] [°] [um] [um] [’]
MéFeni 3: 3488,3 2393,5 60,1 3493,6 2422,3 59,9
3500,1 2392,6 60,2 3504,4 2421,3 59,8
3463,5 23944 60,2 3475,2 2426,1 59,8
3521,3 2391,7 59,9 3511,3 2425,6 59,8
2403,0 2426,6
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Priloha 15 Protokol z konturografu k soustruzenému povrchu

MarWin CVUT v Praze 362021 1
10.00-21 SP 3| Fakulta strojni w E 10:19:08
Kontrolor:

[5]8 Clska viresuc Firok cbralb&ni: Pelc A.
Vzorek Ra3,2-RO frézovani Podpis:
MarSurf LD 120
Homanmil
Meéficl pHistroj: MarTalk Lt 14.99 mm
Posuvova jednotka: DriveUnit. LD 120 Ls: 2 50 ym
Snimaé: LD A 14-10-2 1187 VB: +/-5098.0 pm
Vi 0.50 mm/s
Body: 20984

Dvenostl: P, RILC B0 18610-21 2.5 mmi];

‘““”Riiii;{ﬁIIII:),'\iiiiﬁi'/'\ﬁIIIii/“igiiiﬁII}{iiiii}{ﬁﬁII;.'\IIIiiI'/;\;IIIi;;\IiﬁIII/I,;\'I;
=4 e A

Dvenost2: P, RILC B0 18610-21 2.5 mmi];

20,00 '"'_______'""T_______"'"'__'i___"""_______'"'"_______'"r"_______"""'l

N AAANAAL AN

2.50 rrnidil 12.50 rrm

Dvenostd: P, RILC B0 18610-21 2.5 ],

20,00 '"'_______'""T______'"'"'__'i___"""_______'"'"_______'"r"_______"""'l

T AAA AN A AAANC

e T T

2.50 rrnidil 12.50 rrm

Parametry drsnosti - Drsnost1: P; R[LC IS0 16610-21 2.5 mm];

Ra 4820 pm 0,000 0,000
Rz 19,139 pm 0,000 0,000
R Sm 1186,333 um 0,000 0,000
Parametry drsnosti - Dresnost2: P; R[LC IS0 16610-21 2.5 mm];

Ra 4 6TE pm 0,000 0,000
Rz 18,741 pm 0,000 0,000
R Sm 1187,722 um 0,000 0,000
Parametry drsnosti - Drsnost3: P; R[LC IS0 16610-21 2.5 mm];

Ra 4410 pmm 0,000 0,000
Rz 17,759 pm 0,000 0,000
R Sm 1186,722 um 0,000 0,000
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Priloha 16 Protokol z konturografu Kk frézovanému povrchu

MarWin CVUT v Praze
10.00-21 SP 3| Fakulta strojni

o 10:26:24
@ Kontrolor:

3.6.2021 1

a[3 Tlska vyhresu: Firck obraber . Pelc A.
Vzorek Ra3,2 Soustruzeni Podpis:
MarSurf LD 120
[ Fomentar
MEfici plistroj: MarTalk Lt: 4.81 mm
Posuvova jednotka: Drvelnit LD 120 Ls: 2.50 pm
Snimac: LD & 14-10-2 1197 VB: +/-5988.0 ym
Vi 0.50 mmJ/s
Body: 9622

0.80 rmmidil

Drencet1: P; RILC IS0 16610-21 0.8 mm];

Drencst2: P; RILC IS0 16610-21 0.8 mm];

I N N N O N N N N N N N N N N N N NN
N N N NN NN NNNNNNNNNNNN
-20,00 ! [ i |

Dranostd: P; RILC 150 16610-21 0.8 mm];

AP = e e e e - ———————
0,60 mmidi 4.01 mm
Parametry drsnosti - Drsnosti: P; R[LC 150 16610-21 0.8 mm];
Ra 3,561 pm 0,000 0,000
Rz 15,749 ym 0,000 0,000
R Sm 219,029 pm 0,000 0,000
Parametry drsnosti - Drsnost2: P; R[LC 150 16610-21 0.8 mm];
Ra 3,656 pm 0,000 0,000
Rz 16,203 pm 0,000 0,000
R Sm 218,029 pm 0,000 0,000
Parametry drsnosti - Drsnost3: P; R[LC 150 16610-21 0.8 mm];
Ra 3,615 pm 0,000 0,000
Rz 15,883 pm 0,000 0,000
R Sm 218,833 pm 0,000 0,000
Navrh metodiky pro ovéfeni presnosti méfeni na digitalnich mikroskopech - 126 -



/q%i;%é ;?:g};? DIP LOMOVA PRACE Ustav technologie obrabéni,

CVUT V PRAZE projektovani a metrologie

Priloha 17 Protokol o kalibraci sklenéného etalonu drsnosti

= GQM 24 - Specalni méfani a metrolagie
I@ EKD DA Intarni kalibraéni misto 1

Protokol o kalibraci ¢.1019574/3

Datum kalibraca : 29.03.20158

Zadawatel : GO 2

Méridlo = Geometricky narmal drsnaest
Idantifikace: v A0AT 2T ID 1019574

PouZity etalon : Taylor Hobson Form Talysurf PGL 820

[D 3064835 psmo) i snimal ma ovishand parametry LOGO2HLT)

Metoda mafani: Kalibradnl postup 1126
Brofil nocmalu byl méren v 5-ti podélnych fezech,
Wokakddm fezu byla mefena tH mista,
Draha snimade: 4,8mm filtr: Gauss

Podminky méfeni : teplata vzdushu ¢ te =21°C &1°C
Vysledky : Uwvadené hodnoty jsou v mikrometrech a jsou
prilmérem ze souboru patndcti méfeni.
parametr jmenavita nameérena nojistota |
hodnota (pm) hodnota {pm) kalibraca U
Ra 0,74 0,775 002036 |
Rz . 1,640 0, 02084
| Rt | - 1,672 003653
Rmax - 1,565 ,03300 |

Pro kantrolu desnomErng e nutneg pouit naméfend hadnoly geameatricksnn narmialu drsnost,

Vysledek kalibrace : vyhowvuje _ #

Navrh metodiky pro ovéfeni presnosti méfeni na digitalnich mikroskopech - 127 -



Pﬁ% ;?:g}-;‘i\ DIPLOMOVA PRACE Ustav technologie obrabéni,

CVUT V PRAZE projektovani a metrologie

Priloha 18 Nameérené hodnoty drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000

VHZ20R/Z20T
Méreni drsnosti soustruzeného povrchu
Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 4,635
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
1 4,51 0,13
2 4,13 0,51
3 3,69 0,95
4 2,42 2,22
5 2,56 2,08
6 2,71 1,93
Primér: | 3,34 1,30
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,22
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,89
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Priloha 19 Nameérené hodnoty drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 6000

VH - ZST
Méreni drsnosti soustruzeného povrchu
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 4,635
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
1 2,11 2,53
2 1,9 2,74
3 2,38 2,26
4 3,2 1,44
5 2,46 2,18
6 1,88 2,76
Pramér: 2,32 2,31
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,76
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,49
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Priloha 20 Namérené hodnoty drsnosti soustruzeného povrchu mikroskopem VHX 7000

Méreni drsnosti soustruzeného povrchu

Keyence VHX 7000

Referencni hodnota Ra [um]: | 4,635
Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

1 1,83 2,81

2 1,69 2,95

3 1,64 3,00

4 1,65 2,99

5 1,48 3,16

6 1,61 3,03

Primér: | 1,65 2,99

Nejvyssi zjisténa chyba: 3,16

Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,11
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Priloha 21 Namérené hodnoty drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000

VHZ20R/Z20T
Méfreni drsnosti frézovaného povrchu

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611

Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

1 2,49 1,12

2 3,86 0,25

3 2,56 1,05

4 3,08 0,53

5 3,11 0,50

6 2,2 1,41

Pramér: 2,88 0,81

Nejvyssi zjisténd chyba: 1,41
Vybérova smérodatna odchylka

o [um] 0,60
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Priloha 22 Namérené hodnoty drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 6000

VH - ZST
Méfreni drsnosti frézovaného povrchu
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
1 5,36 1,75
2 4,25 0,64
3 3,45 0,16
4 5,94 2,33
5 7,38 3,77
6 6,87 3,26
Pramér: 5,54 1,98
Nejvyssi zjisténd chyba: 3,77
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 1,51
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Priloha 23 Namérené hodnoty drsnosti frézovaného povrchu mikroskopem VHX 7000

Méreni drsnosti frézovaného povrchu
Keyence VHX 7000
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 3,611
Méreni Hodnota Odchylka
[um] [um]
1 1,31 2,30
2 1,29 2,32
3 1,45 2,16
4 1,67 1,94
5 1,30 2,31
6 1,65 1,96
Primér: | 1,45 2,17
Nejvyssi zjisténa chyba: 2,32
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,18
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Priloha 24 Nameérené hodnoty drsnosti skleneného etalonu mikroskopem VHX 6000

VHZ20R/Z20T

Méreni drsnosti sklenéného etalonu

Keyence VHX 6000 VHZ20R/Z20T

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

1 14,3 13,53

2 12,98 12,21

3 11,26 10,49

Primér: | 12,85 12,07

Nejvyssi zjisténa chyba: 13,53

Vybérova smérodatna odchylka

o [um]

1,52
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;?:3," ;li‘ DIPLOMOVA PRACE Ustav technologie obrabéni,

CVUT V PRAZE projektovani a metrologie

Priloha 25 Namérené hodnoty drsnosti skleneného etalonu mikroskopem VHX 6000

VH - ZST
Méfreni drsnosti sklenéného etalonu
Keyence VHX 6000 - VH-ZST
Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka
[pm] [um]
1 1,42 0,65
2 1,5 0,73
3 1,22 0,45
4 1,9 1,13
5 1,31 0,54
Primér: | 1,47 0,70
Nejvyssi zjisténa chyba: 1,13
Vybérova smérodatna odchylka
o [um] 0,26

Navrh metodiky pro ovéteni piesnosti méteni na digitalnich mikroskopech -135-



CVUT V PRAZE

foR8 DIPLOMOVA PRACE

Ustav technologie obrabéni,
projektovani a metrologie

Priloha 26 Namérené hodnoty drsnosti skleneného etalonu mikroskopem VHX 7000

Méreni drsnosti sklenéného etalonu

Keyence VHX 7000

Referencni hodnota Ra [um]: ‘ 0,775
Méreni Hodnota Odchylka

[um] [um]

1 0,22 0,56

2 0,19 0,59

3 0,17 0,61

4 0,2 0,58

5 0,24 0,54

Primér: | 0,20 0,57

Nejvyssi zjisténa chyba: 0,61

Vybérova smérodatna odchylka

o [um]

0,03

Navrh metodiky pro ovéteni piesnosti méteni na digitalnich mikroskopech
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