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Anotace:

Cilem této bakalarské prace bylo sestaveni pripravku pro destrukci Zivych bunék
v blizkosti ohniska laserového paprsku. Prvni ¢ast prace se zabyva schématem aparatury
a popisem jejich jednotlivych elementl. Druha cast je zamérena na zplisoby mozného
Fizeni pomoci ovladani linedrnich posuvili a uzavérky programem na PC. Treti ¢ast je o

pouziti aparatury na biologickych vzorcich a navrzich optimalizace aparatury.

Annotation:

The aim of this thesis was to assembly a device which would work as a tool for
destruction of the living cells near the laser beam focus. First part of the thesis deals with
scheme of the device and description of its individual elements. Second part is focused
on possible ways of controlling linear translation stages and shutter by PC software.
Third part is about using the actual device on biological materials and about suggested

designs of optimization.
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Uvob

Obsahem této bakalarské prace je zdokumentovani procesu navrhu, sestaveni a
otestovani aparatury, ktera v soucasnosti umoznuje proces fizeného poskozovani zivych
bunék v blizkosti ohniska femtosekundového laseru, a zdokumentovani dosavadnich
uspéchti i neuspéchti, kterych bylo pii praci s aparaturou a béhem jejiho postupného

vylepsSovani a automatizovani dosaZeno.

Cela idea sestaveni aparatury na rizené poskozovani bunék laserovym paprskem
byla iniciovana ze strany Ustavu komplexnich systémi na Fakulté rybafstvi a ochrany
vod (dale jen UKS). Predstava UKS byla, Ze se podafi navrhnout zplisob f{zeného
poskozovani bunék narostlych na sitkach z riiznych typt mikrovlaken a nanovlaken, bez
poskozeni téchto siték. Pokud pak budou stejnym zptisobem ozareny vzorky bez sitky a
se sitkou, bude mozné pozorovat rozdily v rychlosti a zpiisobu regenerace téchto
poskozeni. Sitky z mikrovlaken a nanovlaken byly dodavany Ustavem pro nanomaterialy,

pokrocilé technologie a inovace na Technické univerzité v Liberci

JelikoZ jadro zadani prace tkvi predevSim v uskutecnéné praktické
experimentalni ¢asti, je vzde vtéto pisemné casti prezentovan piedevsim zptlisob a
proces realizace celého projektu. Teoretické zaklady obort, které s praci primo souvisi
(fyzika, automatizace, programovani), jsou rozebrany dostatecné k pochopeni
problematiky, nejsou vsak rozebirany do hlubsich detailti, nez je potreba, a je k nim vzdy
odkaz na literaturu, ktera problematiku zevrubné rozebir3, a z které bylo cerpano. Obory
jako biologie a nanotechnologie sice souvisi s objektem zkoumani, nejsou vSak vzhledem

k zaméreni pro tuto praci podstatné, a proto nejsou v ramci prace rozebirany viibec.

Prace je rozdélena do tri hlavnich celkli - schéma aparatury, rizeni a pouziti
aparatury na redlnych vzorcich. Vhledem k provazanosti celkii je vtextu Ccasto

odkazovano na text predchazejici, ale i text nadchazejici.



1 SCHEMA APARATURY

Na obrazku 1a je zjednodusené schéma aparatury. Ta obsahuje optické casti
zprostiedkovavajici pristup paprsku ke vzorku (na obr. 1-4) a casti rizeni (6-9), které
obsluhuji otevirani/zavirani uzavérky a linearni posuv stolku se vzorkem (5). V této
kapitole budou stru¢né zminény nékteré jednotlivé elementy, predevsim prvky optické
Casti, nebot ¢asti fizeni budou podrobnéji rozebrany v kapitole 2. Na obrazku 1b je pak

fotografie aparatury (jeji druha verze - viz. kapitola 1.4).

DalSimi soucastmi aparatury jsou jednoduchad rovinna zrcadla dopravujici
paprsek na urc¢ené misto a stolek s manualnim vertikalnim posuvem Standa® 7VT147-5

s rozsahem 5 mm.

Ao 4. FOKUSACNI 5.STOLEK
1. ZDROJ 2. UZAVERKA 3.FILTR OPTIKA SE VZORKEM

] |
6. LINEARNI POSUV

il

7. RIZENI &——— 9.pc [&——— s.RizENiPOSUVU
UZAVERKY

obr. 1a - zjednodusené schéma aparatury
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obr. 1b - fotografie druhé verze aparatury se zndzornénou cestou paprsku

1.17ZDRoOJ
Zdrojem laserového paprsku je laditelny Titan-Safirovy laser od firmy Spectra-
Physics Spitfire® Ace™. Jedna se o ultrarychly pulsni laser pracujici v médu TEMoo a je

nastaven tak, Ze parametry paprsku jsou nasledujici:

Hodnota vinové délky (1) je nastavena na A = 800 nm, ktera odpovida frekvenci

f = 375 THz dle vztahu

_ ¢
A= (1.1.1)

kde c je rychlost svétla ve vakuu.
Délka pulzu je T, = 100 fs pti opakovaci frekvenci fr = 1 kHz.

VWkon laseru je P = 4 W. Jedna se vSak o vystupni vykon laseru. ProtoZe je paprsek
pomoci zrcadel rozdélen v laboratori na nékolik riznych pracovist a také dochazi ke
ztratam energie pired vstupem do aparatury (odrazivost zrcadel a propustnost ¢ocek je
vZdy mens$i 100%) je vykon na vstupu do aparatury oproti vystupu laseru sniZen vice nez

10x (viz kapitola 3).



Sitka laserového paprsku neni jasné ohranicend; intenzita elektromagnetického
pole pouzitého laserového paprsku (moéd TEMoo) ma v roviné kolmé na smér Sireni

Gaussovo rozdéleni [1, s. 392], z toho diivodu se zavadi Sitka paprsku znacena Dy /p2),

jejiz krajni body jsou definovany poklesem intenzity na

[=1, = (1.1.2)

e?

kde Io je maximalni intenzita na vrcholu paprsku (viz graf 1.1a). Ze vztahu 1.1.2

lze dovodit, Ze takto definovany priameér D(1/e2) pokryva cca 86,5 % celkového vykonu

paprsku: (1 — =) - 100% = 86,5%.

Sitka pouZitého laserového paprsku je D(1/e2) =10 mm.

Intenzita I[W/m2]

Graf1.1a

1.2 UZAVERKA

Za zdrojem laserového paprsku je zarazena uzavérka Uniblitz® VS14 (obr 1.2a),
ktera zprostredkovava pristup paprsku do aparatury, a jejiz rizeni je obstaravano

ovlada¢em Uniblitz® VMM-T1 Shutter Driver/Timer (vice kapitola 2.1).
Dle [2] jsou parametry uzavérky Uniblitz® VS14 nasledujici
(znaceni vpravo viz obr. 1.2b):

Priimér clony uzavérky D, = 14 mm.
ZpoZzdeni po privedeni signdlu ty = 2 ms (0-A)

4



Doba otevirdnit, = 1,5 ms (A-C)

Minimdlni doba setrvdni ty = 2 ms (C-E)
Doba zavirdni t. = 3 ms (E-G)
Typickd doba expozice ttgp = 6,5 ms (A-G)

TYPICAL PULSE
INPUT TO
CONTROLLER

SHUTTER
STATE

TYPICAL
ELECTRONIC
SYNCRONIZATION

OUTPUT FROM
CONTROLLER

obr. 1.2b Casovani uzdvérky, prevzato z [2]
1.3FILTR

Ktizeni intenzity paprsku je za uzdvérku zarazen krokovy filtr. Ten nebyl
zakoupen novy, ale byl pouzit dostupny z laboratote. Predpoklad byl, Ze se jedna o filtr
od firmy Thorlabs®, konkrétné filtr NDL-10S-4, ale pti méreni ubytku vykonu za filtrem

bylo zjisténo, Ze hodnoty optické hustoty ODx neodpovidaji hodnotdm v technické



dokumentaci dle [3]. Z tohoto diivodu byly zjistény redlné hodnoty optické hustoty OD a

transmitance T (viz tab 1.3a) za pouZiti nasledujicich vztah:

T=1 (1.3.1)
Ip

1 P

=5 (1.3.2)

0Dy = logyo~ (1.3.3)

lo je intenzita paprsku vstupujiciho do filtru a I je intenzita paprsku, ktery prosel
filtrem. Jejich pomér odpovidd poméru vykonu Po paprsku pred vstupem do filtru a
vykonu P paprsku za filtrem (1.4.1). Lambda v indexu optické hustoty ODx znaci, Ze
opticka hustota je odliSna pro rizné vinové délky A. JelikoZ je A vnasem piipadé

neménnd, bude opticka hustota dale znacena jen jiZ jako OD.

K méreni vykonu paprsku byl pouzit pristroj FieldMaxII-TOP™ a senzor PM10X od
firmy Coherent®. V tabulce 1.3a je patrné, Ze pro kazdy krok filtru byly provedeny 3

méfeni vykonu P;, stanovena stiedni hodnota vykonu P a smérodatna odchylka oP dle

_ [mNe-ro?

kde N je pocet méfeni. [ pri tak malém poctu méteni je P mensi, neZ soucet chyb

vztahu:

méraku a senzoru dle pravidel o pfenosu chyby (tab. 1.3b):

0z o \? | (3Z o.,\? 0z 2
57 = \/(a 52) +(%=6z) +-(=52) (1.3.5)
kde 64 aZ 6N jsou absolutni chyby veli¢in A aZ N.

Pokud je funkce Z souctem (rozdilem), nebo souc¢inem (podilem) prfimo mérenych

velicin, tak pro soucet a rozdil plati, Ze absolutni chyba 6Z bude urcena vztahem

8Z(A+ B+ ++-N) = V642 + 6B% + --- 6N2 (1.3.6)

a pro soucin a podil plati, Ze relativni chyba £Z bude ur¢ena vztahem

§Z(A*BY ...N?) = \/xéA% + yEB2 + -+ zEN? (1.3.7)

kde A aZ &N jsou relativni chyby veli¢in A aZ N dle vztahu: {4 = %A (1.3.8)

6



Dle technické dokumentace [4,5] byly pro jednotlivda méreni stanoveny absolutni

a relativni chyby veli¢in A az F (tab. 1.3b).
A - kalibrace senzoru (4 = 1%)
B - rozliSeni senzoru (8B = 0,3nasobek rozliSeni = 0,3 mW)
C - Celkova chyba senzoru
D - kalibrace méraku (§D = 1%)
E - rozliSeni métaku (8E = 0,3nasobek nejmensiho dilku stupnice)

F - Celkova chyba méraku

Dle vztahi 1.3.3 a 1.3.6 pak byl stanoven odhad chyby §0D:

2 2
50D = J (aO—D 6T) = J ( 1 6T) (1.3.9)
oT TIln10
P, [mW]

c.am. Bez filtru | Filtr 1 | Filtr 2 | Filtr 3 | Filtr 4 | Filtr 5 | Filtr 6 | Filtr 7 | Filir 8

1 3240 283,6 235,5 203,5 1693 140,5 79,0 50,1 13,20

2 3240 283,7 233,0 204,8 169,2 139,8 79,3 50,8 13,16

3 3250 | 2829 | 2332 | 2033 | 1703 | 1405 | 792 | 505 | 13,10

P [mW] 324 283 234 204 170 140 79,2 50,5 13,15
oP [mW] 0,3 0,3 0,8 1,6 0,4 0,2 0,09 0,2 0,03
T[] 0,87 0,721 | 0,629 | 0,523 | 0432 | 0,244 | 0,156 [0,0406
8T [-] 0,02 0,014 0,013 0,011 0,009 0,005 0,003 | 0,0012

oD [-] 0,059 | 0,142 | 0,202 | 0,282 | 0,364 | 0,612 | 0,808 | 1,392

80D [-] 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,013

tabulka 1.3a - Namérené hodnoty vykonti pred a za filtrem; smérodatnd odchylka

vykonu; transmitance a optickd hustota stanovené z odhadu chyb dle tab. 1.3b

chyba | %A [%] 1 1 1 1 1 1 1 1 1
kalibrace | 84 [mW] 3 3 2 2 2 1,4 0,8 0,5 0,13
IB [%] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 0,6 2,3
8B [mW] 03 03 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Celkova chyba senzoru | £C [%%] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,2 25
chyba || 5ED[%] | 1 1 1 1 1 1 1 1 1
kalibrace || 6D [mW] 3 3 2 2 2 1,4 0,8 0,5 0,13
£E [%] 0,09 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,04 0,06 0,02
SE [mW] 0,3 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 0,03 | 0,03 | 0,003
Celkova chyba méfraku | £F [%] 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
8P [mW] 5 4 3 3 2 2 1,2 0,8 0,4
P %] | 14 | 14 | 14 | 14 | 14| 14| 15 [ 15 [ 27

Senzor

rozliseni

Mérak

rozliseni

Celkova chyba méridel

tabulka 1.3b - Stanoveni odhadu chyby méreni vykonu



Zatimco u nového krokového filtru by mély méla mit 0D ,rozumné“ hodnoty (napr.
pro NDL-10S-4:0,1/0,2/0,3/0,4/05/08/1/2/3/4]3]), tak zjiSténé hodnoty OD
takovému stavu neodpovidaji. Mimo to, Ze vyrobce a spravné hodnoty nejsou znamy, tak
jiZ pti zakomponovani filtru do aparatury byly na filtru patrné drobné vady zplisobené
Castym a zi'ejmé i neopatrnym pouzivanim. V mistech filtru s nejvyssi OD byla viditelna
drobna mista, kde reflexni povrch zcela chybél ziejmé v dlisledku vystaveni prilisSné
intenzité paprsku (tyto casti filtru nebyly pri praci vyuzity). Pro dal$i pouzivani

aparatury by bylo vhodné pouzit novy filtr (vice viz kapitola 3.4)

1.4 FOKUSACE

Interakce laserového paprsku s hmotou lze v zavislosti na intenzité zareni, vinové
délce a délce expozice paprsku popsat Ctyfmi mechanismy [6] - Fotochemicky,
fototermalni, foto-ablace, plazmatickd ablace. Jak bude dale ukazano, pri praci
s aparaturou se bude uplatiiovat pouze fototermalni interakce u které se udava [6], Ze

probiha pro intenzity zareni v rozsahu 101-106 W/cm? (viz 1.4.1).

Zatimco vlnova délka, ktera urcuje jak hluboko do vzorku je schopen paprsek
proniknout, je v nasem pripadé neménna (800 nm), délku expozice a intenzitu paprsku
jsme schopni korigovat. Intenzita zareni le se také nékdy udava jako hustota zarivého

toku na jednotku plochy a je dana vztahem:

W1 dde[W]
I, [E] = (1.4.1)

kde &, je zativy tok a Sje plocha, kterou paprsek prochazi. Intenzitu zareni Ize
tedy regulovat zménou zarivého toku (vykonu) paprsku (viz kapitola 1.3 - Filtr) a zménou
Sife paprsku (resp. plochy pricného rezu paprsku). Ta je realizovana pravé fokusaci

paprsku a vzdalenosti vzorku od ohniska paprsku.

Je nutné si uvédomit, Ze pri fokusaci paprsku nedochazi k tomu, Ze by v ohnisku
Cocky byla Sife svazku nekonecné mala, nybrz se zde tvori tzv. kaustika jejiz Sirka a délka
je zavisla na vinové délce svétla a uhlu sbihavosti paprsku 6. Dle [7] 1ze rozméry kaustiky

urcit nasledovneé:

wo = = (1.4.2)
Twg-
R, =" (1.4.3)



kde wo je nejmensi mozny polomér svazku, Rz je Rayleighova vzdalenost, ktera je
definovana jako vzdalenost od nejuzsiho mista svazku wo (ohnisko) do mista, ve kterém
je plocha svazku dvakrat vétsi neZ v nejuz$im misté (viz obr 1.4a). Ve vzdalenosti d>Rz
1ze $irku svazku odhadnout z poloméru svazku wmax pted vstupem do ¢ocky s ohniskovou

vzdalenosti fa linearni zavislosti poloméru svazku na uhlu divergence 6:

d= VZ”W (1.4.4)
sinf = —max__ (1.4.5)

1,Wrznax"'fz

obrazek 1.4a - Rozméry kaustiky, pfevzato a upraveno z [7]

Pti sestavovani a ladéni aparatury doslo k jedné vyrazné zméné zpisobu fokusace
paprsku. Dlivodem této zmény je, Ze se prvni zptisob fokusace ukazal jako zcela nevhodny

(viz kapitola 1.4.1).

1.4.1 Spojka - Rovinné zrcadlo

Jako prvni byl zpiisob fokusace proveden pomoci pouze dvou optickych ¢asti —
spojky a rovinného zrcadla, které otaci paprsek zpolohy horizontdlni do polohy
vertikalni. Vyhodou tohoto usporadan je jeho konstrukéni jednoduchost a to, Ze 1ze vySku
ohniska paprsku ménit vzdalenosti spojky od zrcadla. To se vSak také ukazalo jako
nevyhoda, protoZe vidy kdyZ musela byt aparatura demontovana, bylo nutné tuto
vzdalenost znovu pracné nastavovat na plivodni hodnotu. Dal$i nevyhodou tohoto
usporadani je, Ze je nutné zarucit, aby byla spojka perfektné kolma na smér paprsku, coz
se ukazalo vzhledem k ¢asté manipulaci s aparaturou z dlouhodobého hlediska jako

témér nemozné.



Diivod, pro¢ bylo nakonec od tohoto uspotradani upusténo, byl vsak ten, zZe uhel
divergence 0 (1.4.5) kviili velké ohniskové vzdalenosti ¢ocky (150 mm) prili§ maly, tedy
i priliS dlouha kaustika (1.4.3) a paprsek by tedy priliS intenzivni na prili§ dlouhé
vzdalenosti (viz kapitola 3). Mensi ohniskovou vzdalenost nebylo mozZné pouZit, protoze
paprsek dopada na zrcadlo jiz ¢astecné zuZeny a pii mensi ohniskové vzdalenosti by tak

mohlo dojit k poSkozenti zrcadla.

obrdzek 1.4.1b - fotografie prvni verze fokusace

10



1.4.2 Rozptylka - Spojka - Parabolické zrcadlo

Jako lepsi plisob fokusace se ukazalo usporadani s parabolickym zrcadlem, které
reSi nékolik probléml prvni verze (kap. 1.4.1). Bylo pouzito parabolické zrcadlo
Thorlabs® MPD249-P01 s téméi 3x mensi ohniskovou vzdalenosti (vlastni ohniskova
vzdalenost paraboly je fz = 25,4mm, zdanliva odrazova ohniskova vzdalenost fo je potom
fo = 2fz =50,8 mm) [8]. Rozsifenim svazku pomoci rozptylky a spojky byl jeSté vice
zvétSen dhel divergence 6. Ohniska obou ¢ocek musi leZet v jednom bodé a vzdalenost
mezi ¢ockami musi byt rozdilem mezi ohniskovou vzdalenosti spojky (fs) a rozptylky (fr)
- viz obr. 1.4.2a. Oproti prvni verzi fokusace je zde provadéna vzdy jen rychla kontrola,
zda paprsek prochazi stfedem obou cocek a nastavitelnymi Srouby parabolického
zrcadla je paprsek zaostren. Drzak zrcadla je pfimontovan k drzaku stolku a pokud je
nutné ho prenést, neni tieba pak vySku zrcadla znovu nastavovat. Parabolické zrcadlo

navic nema kulovou vadu [9].

AV T
= —=—— G
|
|

fo

obrdzek 1.4.2a - uspordddni druhé verze fokusace paprsku

1.4.3 Kalibrace/ostieni

Pfed kazdym pouzitim je vZdy nutné aparaturu zkalibrovat. Zvlasté pokud byl
laser dlouho v necinnosti a jednotlivé ¢ocky a zrcadla v aparature i na cesté k ni jsou

vychladlg, dochazi k drobnym odchylenim od poZadovaného sméru paprsku.

Postup kalibrace
Vzdy pouzivat dvé stinitka. Jedno na kontrolu cesty paprsku a druhé pevné

umisténé za mistem kontroly.
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a) Odstranit filtr nachazejici se za uzavérkou. Otevrit uzavérku (viz kapitola
2.1).

b) Paprsek musi prochazet stredem uzavérky a dopadat na stred rovinného
zrcadla za spojkou - na stinitku uloZzeném na zrcadle by se mél promitnout
vycentrovany stin drzaku spojky. (obrazky 1.4.3a-c).

c) Rovinné zrcadlo za spojkou otacejici paprsek o 90° je nastaveno.
Nastavovat pouze v piipadé nelispésSného zaostieni v bodé e)

d) Stinitko polozit na stolek a stolek nastavit do nejnizsi polohy nebo stolek
odmontovat a stinitko polozit na podestu.

e) Pomoci stavitelnych Sroubti nastavit parabolické zrcadlo tak, aby paprsek

maximalné zaostren.

Ostreni

Béhem nastavovani zrcadla by se mél v misté ohniska objevit jasné zarivy bod
(obrazek 1.4.3d) a byt slySet vysoky tén. Piesnost zaostfeni ma dva projevy: Cim
presnéjsi je zaostreni, tim je tén hlasitéjSi a v opticky nelinearnim prostredi ohniska
dochazi ke generovani vys$si harmonické, jejiz obraz je patrny na stinitku (obr. 1.4.3e-g).

Laser je zaostien pokud ma tento obraz tvar Kruznice.

Na obrazku 1.4.3f je vidét, Ze obraz ma tvar kruZnice, ale ta je z jedné strany
ofiznutd. To je zplisobeno tim, Ze na parabolické zrcadlo dopada paprsek ve spravném
uhluy, ale s posunutim do strany. V tom ptipadé je tfeba nastavit rovinné zrcadlo tak, aby
paprsek dopadal na parabolické zrcadlo celou svou plochou prirezu a pak paprsek znova

zaostrit. Fotografie na obrazku 1.4.g jsou bohuZel pomérné nekvalitni, ale je na nich vidét,

Ze paprsek je jiz zaostien 1épe, utvorila se neofiznuta kruznice.
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Obrazek 1.4.3a - Vedeni paprsku stfedem uzadvérky, stredy cocek az na stred rovinného

odklanéciho zrcadla

Obrdzky 1.4.3b a 1.4.3c - Nevycentrovany a vycentrovany stin drZdku spojky

13



Obrdzek 1.4.3d - Jasné zdrivy bod ohniska paprsku s detailem na svétle a ve tmé.

(parametry foceni —expozice 625ms na svétle a 1s ve tmé/hloubka ostrosti 2,2/1S0 64)

Obrdzky 1.4.3e a 1.4.3f - Vlevo dopad nezaostieného paprsku, vpravo paprsek zaostren,

ale oriznut Spatnym vedenim na parabolické zrcadlo.

Obrazek 1.4.3g - Paprsek pred (A) a po (B) zaostreni.

Je tfeba zminit, Ze obraz paprsku pied i po prichodu ohniskem vykazuje urcité
odchylky od idealu. To mtize byt zptisobeno jednak necistotami na optice, ale také tim, Ze

nez se paprsek vlaboratoii dostane od zdroje k aparature, prochazi vice nez deseti
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riznymi ¢ockami, polopropustnymi a klasickymi zrcadly. Jakékoliv drobné vady na jejich

optice se cestou nascitaji a projevi se na obrazu paprsku.

2 RizZENI

V této kapitole bude popsdna c¢ast aparatury zprostiedkovavajici ovladani

uzavérky a linearniho posuvu. Ta se sklada ze Ctyr casti:
Ovladac uzavérky Uniblitz® VMM-T1 Shutter Driver/Timer (2.1)
Motorizovany linearni posuv Thorlabs® Z812 (2.2)
Ovladac linearniho posuvu Thorlabs® KDC101 (2.3)

PC Software (2.4)

2.1 RiZENi UZAVERKY

Na obrazku 2.1a je ovladac¢ uzavérky Uniblitz® VMM-T1. Pti sestavovani a ladéni
aparatury byly pouZivany Casti predniho panelu takika v celém svém rozsahu. Po
zautomatizovani vSak jiz téchto ¢asti neni témér potieba, proto budou popsany jen

okrajoveé - vice viz [10].

Predniho panel VMM-T1 (obr. 2.1a)

A (N.C./N.0.) - dle [2] se pouZitd uzavérky otvird po privedeni signalu a
v normalnim stavu je zaviena. Prepinaem A lze tento stav obratit a stanovit, zda se
ridicim pulsem bude uzavérka otevirat nebo zavirat (N.C. - normally closed; N.O. -
normally open). Tento prepinac lze pouzit k manudlnimu otevirani a zavirani uzavérky

napiiklad béhem kalibrace.

B (EXPOSURE) - Pomoci ctyfmistného tocitkového spinace (hodnoty 0-9999) a
pétipolohového prepinace sjednotkami casu (0,1ms/1ms/10ms/100ms/1s) lze
nastavit dobu expozice. Doba expozice tedy miize byt teoreticky od 100us do 9999s. Je
vSak potieba respektovat omezeni uzavérky, kterd ma doporucenou minimalni dobu

expozice 6,5s (kap. 1.2)

C (DELAY) - Stejné jako v B lze zde nastavit dobu prodlevy v pripadé, Ze je

nastaveno vicero opakovani expozice (viz D). Stejné jako v B je vSak potieba respektovat
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omezeni uzavérky - dle [10] je minimalni doba prodlevy 35ms a pro uzavérky

s primérem clony vétSim, nez 35 mm je doba prodlevy 100ms

D (EXP. PRESET) - Pomoci dvoumistného tocitkového spinace lze nastavit pocet
opakovani expozice nastavené v B, kdy mezi expozicemi je prodleva nastavena v C. Pokud

se D nastavi na 00, opakuje se cyklus expozice/prodleva donekonecna.

E (PRE/POST) - Prepinac urcujici, zda je v cyklu expozice/prodleva prvni
provedena prodleva (PRE) nebo expozice (POST).

F (ACTUATE) - Stisknutim tlacitka se spusti cyklus expozice/prodleva dle

nastaveni v A-E.

G (RESET) - ZruSeni vSech probihajicich funkci jednotky a vraceni vystupi

ovladace na ptivodni hodnoty signali.

TZ® -

" EXPOSURE Sk

} 22'#\5,2 ACTUATE

UNIBLI

1ms
/

—10ms

e \\100 ms SYNC.

\ ACTIVE
TIME SELECT 1 sec. EXP. PRESET ND

-
-
Cc

0.1ms N.C.

/ /1 ms \!
—10ms |\ JV| OB
< ~1po'ms ASSOCIATES
\ Rochester, NY 14607 4
TIME SELE.. 1 sec. SHUTTER POWER

MODEL VMM-T1 SHUTTER DRIVER/TIMER ' °>©

Obrazek 2.1a - Predni panel ovladace uzavérky Uniblitz® VMM-T1

Zadni panel VMM-T1

Z vystupu a vstupi na zadnim panelu byly pouzity pouze nasledujici ¢asti:
Zastrcka sitového napajeni 230 V/50 Hz
7-pinovy konektor k ptipojeni uzavérky Uniblitz® VS14
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Sériovy port RS-232C DB-9 pro komunikaci s pocitacem (viz kap. 2.4.2)

Dalsi parametry VMM-T1

Presnost casovace &t = +0,5 % (vSechny rozsahy)
ZpoZzdéni signalu Casovace ty < 20 us (typicky 2-7 ps)

Doba prodlevy sériového portu t; = 940 us

2.1.1 Definovani zptlisobu expozice

Tak jako filtr Fidi intenzitu zareni paprsku, tak doba expozice te ridi mnozstvi
energie E predané vzorku paprskem v misté jeho dopadu. Pokud bychom chtéli
»vypalovat do vzorku pouze kruhové stopy, tak by nastavovani te stacilo, ale
pokud chceme do vzorku vypalit naptiklad pruh (o definované predané energii),

tak se musime uchylit k jednomu z nasledujicich dvou zpisobi.

2.1.2 Kontinualni expozice

Jednim ze zpUsobl, jak vystavit paprsku vétsi ¢ast vzorku, je béhem expozice
vzorkem pohybovat. K tomu slouZi linedrni posuv, jeZ bude vice rozebran v kapitolach
2.2, 2.3 a 2.4. Tento pohyb musi mit konstantni rychlost posuvu vp. Na obrazku 2.1.2a je
nakres stopy vytvorené pohybem vzorku pri expozici pti konstantni rychlosti vp po dobu
expozice te. Délka stopy, kde byl vzorek ozaren po celou dobu expozice je pak dana

znamym vztahem:

S=1p-te (2.1.2.1)
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Obrazek 2.1.2a - Stopa paprsku pri konstantni rychlosti pohybu vzorku béhem expozice

vV vV

Teoreticka Sitka stopy Dp odpovida Sifce paprsku D(1/e2y Vv misté dopadu, ale ne
jiZ tak Sitka realné viditelné stopy ve vzorku. Ta je D (4 /¢2) pouze primo imérna, tepelné
ucinky laseru se projevuji vedenim tepla i mimo misto jeho dopadu.

MnoZstvi energie E vzorku je konstantni jen na ose x, protoZe na ose z dochazi k

ubytku intenzity smérem od stiedu paprsku (viz graf 1.1a) - dilezité vsak je Ze

rozlozeni predané mnozstvi energie E je na plose S = s - D,, konzistentni.

Celkova energie predana vzorku je
E.=P-t, (2.1.2.2)
To jo vSak energie predana celé ozarené plose, tedy plose S a ploSe Sk zacatku a
konce stopy, jejiZ plocha je dana vztahem:

S = ~mD2 (2.1.2.3)

T4
v ’ dE Ve . v7s s o
V ploSe Sk neni S vosex konstantni. Proto je lepsi Upravou vztahti 2.1.2.1-3 a

1.4.1 definovat intenzitu zareni Is v ploSe S (2.1.2.4) a ploSnou hustotu energie ws

v ploSe S (2.1.2.5).

S

Is= P e (2.1.2.4)
EcS

05 = G5 (2.1.2.5)
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Pri pouZiti kontinualniho posuvu lze nastavenim rychlosti vp snadno regulovat ¢i
doladovat hustotu ploSné energie ws. Urcitou nevyhodou je, Ze se musi pockat, nez
posuv na poZadovanou rychlost zrychli, coZ se nakonec ukazalo jako zna¢ny problém

pri realizaci ridiciho programu (viz kap. 2.4.3).

2.1.3 Krokova expozice

Druhym zpiisobem je vytvaret stopu ve vzorku tak, Ze se vzorek posouva po
malych tisecich sa a v dobé, kdy se nehybe je vystaven paprsku po definovany ¢as te. Cim
krat$i jsou useky sd tim vic se bliZi tvar stopy tvaru stopy z kap. 2.1.2 (Obrazek 2.1.3 stopa
laboratoie po minimalni ¢as. Po vyladéni automatizace (kap. 2.5) by vSak bylo mozné
pouzit i tento zpiisob (stopa A), zatim bych se vsak priklanél ke kompromisu na obrazku

Dp

2.1.3a oznaceném jako stopa B (s; = 7).

Problémem tohoto mechanismu je, Ze dopredu nelze zjistit presnou $ifku paprsku
(viz kapitola 3), proto nelze presné odhadnout krok sd. Tento defekt by vSak mél byt
odstranén tim, Ze se p¥i pouzivani aparatury bude dlisledné zapisovat nastavena vyska
vertikalniho posuvu a po statistickém vyhodnoceni se urci zptisob odhadnuti Sitky
paprsku v zavislosti na typu vzorku a nastavené vysce stolku, resp. se vyska stolku podle

pozadované Sitfe stopy paprsku nastavi.

Celkové mnoZstvi predané energie lze dopocitat dle 2.1.2.2, ploSna hustota
energie wg jen pro jednotlivé pulsy expozice, protoze zaleZi na stupni prekryti stop, a
navic vzorek mezi jednotlivymi expozicemi chladne, coz vytvari novou neznamou

v oblasti zjiStovani vlivu paprsku na buriky. Pro jednotlivé stopy je ws dana vztahem:

e = E __ Pt
ST T I 2
S Dy

(2.1.3.1)
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Obrdzek 2.1.3a - 3 typy stop realizované krokovou expozict
2.2 LINEARNI POSUV
K posuvu stolku se vzorkem se pouziva linearni posuv Thorlabs® 7812, ktery ma

nasledujici parametry [vice viz 11]:

Typ motoru: 6VDC Servo

Rozsah posuvu: 12 mm

Rozsah rychlosti posuvu: 50um-s 1 —2,6mm-s~?!
Max. doporucend rychlost posuvu: 2,3mm s~ (grafy 2.2b-c)
Max. zrychleni: 4 mm-s™?

Minimalni dosazitelny pririistkovy pohyb 50 nm

Minimalni opakovatelny prirtistkovy pohyb 200 nm

Obrazek 2.2a - Linearni posuv Z812 Prevzato a upraveno z [11]
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v [mm/s]

2,3 |,

Kontrolované zpomaleni

Graf 2.2b - Graf ¢asového priibéhu rychlosti pfi rychlosti do 2,3 mm - s™1

v [mm/s]
Nestahilita hodnoty rychlosti kviili PID smyéce
26}

Rapidni bridéni
k dosazeni
pozadovaného bodu

Graf 2.2b - Graf ¢asového priibéhu rychlosti p¥i rychlosti nad 2,3 mm - s~ 1

2.3 RiZENi LINEARNHO POSUVU

K tizeni linedrniho posuvu z kapitoly 2.2 slouzi kontroler Thorlabs® KDC101
(obr. 2.3a). Je napajen pomoci USB hubu Thorlabs® KCH301, ktery mimo napajeni
zprostiedkovava také komunikaci s PC. V priloze na CD a na webu www.thorlabs.com
jsou dostupné manudly pro dva softwary (APT a Kinesis) slouZici ke komunikaci
s KDC101. Kviili obsdhlosti manualt budou informace z téchto manudlu zde zminény jen

okrajové v mistech, které s nimi primo souvisi.
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THORLAES Z812B

SYOROLNIS
L Taniez |

Brushed Motor Controller Brushed Motor Controller

NN E I\NES‘S
Stopped J J

Obrdzek 2.3a - Ovladac(e) posuvu KDC101

Zatimco software Kinesis byl pouzivan predevsim pti ladéni aparatury, jelikoZ
skytd mozZnost programovani sekvenci pohybii, a to i pro vice posuvi, tak nyni je
pouZzivan vyhradné systém APT, respektive jeho knihovny, které jsou pouZity v programu

obsluhujicim aparaturu (kap. 2.5)

2.4 KOMUNIKACE MEZI BLOKY

Rizeni obecné lze provést bud’ ovidddnim nebo regulaci. Ovladani je fizeni bez
zpétné vazby, regulace je tizeni se zpétnou vazbou, kdy se méri velicina a ta je
porovnavana s pozadovanou hodnotou [12, s .74]. ZjednoduSené schéma komunikace
mezi jednotlivymi bloky je znazornéno na obrazku 2.4a. Z ného je patrné, Ze jediny tok
informace smérujici k PC je od ovladace posuvu. Tohoto vstupu je mozné vyuzit jako

zpétné vazby a proces automatizovat principem regulace. Od tohoto zptlisobu bylo

ustoupeno z dlivodd zminénych v kapitole 2.5.1.
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VMM-T1 V514
KDC101 2812

Obrazek 2.4a - Schéma komunikace mezi jednotlivymi bloky rizeni

—>
C
—P

2.4.1 Linearni posuv - PC

Komunikace mezi PC a posuvem Z812 probiha obousmérné pres ovladac KDC101
za pomoci ovladacich prvka ActiveX systému APT, které poskytuji uzivatelské grafické

rozhrani a programovatelné rozhrani (vice viz 2.5).

2.4.2 Uzavérka - PC

Komunikace PC s uzavérkou probiha skrz ovlada¢ VMM-T1 ptes sériovy port RS-

232C-DB9 a to jen ve sméru PC>VMM-T1. Na port je mozné poslat ¢tyii mozné prikazy:

a) OPEN - Otevrit uzavérku

b) CLOSE - Zavrit uzavérku

c) TRIGGER - (odpovidd ACTUATE v kapitole 2.1)
d) RESET - (odpovida RESET v kapitole 2.1)

Aby nebylo nutné kontrolovat a ru¢né ménit nastaveni expozice a prodleni na
ovlada¢i VMM-T1, jsou pouZivany pouze prikazy OPEN/CLOSE. Jejich realizace viz
tabulka 2.4.2a

Dec Hex Oct Bin ASCII
Oteviit 64 40 100 (01000000 @
Zavrit 65 41 101 (01000001 A
Trigger 66 42 102 (01000010 B
Reset 67 43 103 (01000011 C

Tabulka 2.4.2a - prikazy mozZné poslat na ovladac uzadverky
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2.4.3 Linearni posuv - Uzavérka

Jak je patrné ze schématu 2.4a nejsou ovladace uzavérky a linedrniho posuvu
propojeny piimo. Jejich komunikace tedy probiha pouze virtualné v ramci softwaru (kap.
2.5). Propojeni napiimo je sice moZné pomoci triggerovaciho kabelu, ale tento zptlisob

komunikace nebyl realizovan (zdivodnéni viz nize).

Ovladac posuvu KDC101 miiZze pomoci triggerovaciho vystupu posilat signal na

ovladac uzavérky v nasledujicich situacich:

a) Posuv je v pohybu (zména napéti z 0 V na +5 V po dobu pohybu)

b) Posuv dosahl maximalni natavené rychlosti (zména napéti z 0 V na +5 V do
zacCatku brzdéni)

c) Priichod predefinovanou pozici pii pohybu vpied (+5 V puls)

d) Prilchod predefinovanou pozici pii pohybu vzad (+5 V puls)

e) Prichod predefinovanou pozici pti pohybu obéma sméry (+5 V puls)
U vSech zplsobli 1ze nastavit polarita, tedy jestli bude triggerovaci signal

vyslan pri reakci na vzestupné nebo sestupné hrané.

Vyhodou toho zptlisobu komunikace je znacna rychlost a presnost a moznost
vyuziti kontinualni expozice (2.1.2), nevyhodou pak to, Ze je nutné v softwaru vypracovat
algoritmus prepocitavani predefinovanych pozic otvirani a délku expozice jé nutné ménit
rucné na ovladaci uzavérky, protoze triggerovaci signal funguje ke spusténi nastaveného
cyklu expozice/prodleva a neni jim mozZné primo kontrolovat otevirani a zavirani
uzavérky. V neposledni radé neni v laboratoti dostupny vhodny triggerovaci kabel a jeho
zakoupenti jen z diivod(i vyzkouseni bylo zavrhnuto. Nicméné tento zplisob komunikace

je mozny a za urcité situace by mohl byt i teoreticky vhodny.

2.5 SOFTWARE

K tizeni uzavérky, linedrniho posuvu a jejich synchronizace byl vytvoren ovladaci
program v prostiedi National Intruments™ LabView na platformé Windows 10. Verze
programu aktualni k datu odevzdani bakalarské prace (18.04.2018) je na priloZeném CD
(program/layout.vi). Program je neustale upravovan a ladén, a proto budou v této Casti
zminény jen zdkladni principy fungovani programu. Aktualizace programu bude

v budoucnu probihat dle pripominek uZzivatelli aparatury (kapitola 3). V soucasné dobé
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je nutné spoustét program v prostiedi LabView, po schvaleni a dokonceni bude program

zkompilovan do spustitelného .exe souboru.

Vprvni casti kapitoly (2.5.1) je zdivodnéni, pro¢ nebyl realizovan zptlisob
kontinualni expozice. V druhé casti kapitoly (2.5.2) je popsdna obsluha programu
v aktualni verzi avize, jak by mél vypadat program a jeho obsluha v budoucnosti.
V dalSich castech kapitoly jsou popsany jednotlivé casti programu a navrhy jeho

budoucich vylepSeni.

2.5.1 Proslapavani slepych ulicek

Plivodné mél uzivatel aparatury moznost zvolit, zda chce pouzit kontinualni nebo
krokovou expozici (viz kap. 2.1.2 a 2.1.3) Prvni mozny zpusob byl pouZitim zpétné vazby
metodou GetPosition(), tedy zjisténi toho, v které pozici se posuv zrovna nachazi.
Rychlost ziskavani této informace byla zjiSténa tak, Ze byla spusténa metoda posunuti na
pozici 10 mm piirychlosti 2 mm.s2 a zrychleni 4 mm.s2, a zaroven byla spusténa smycka,
ktera dotazovala hodnotu aktudlni pozice a porovnavala ji s hodnotou 10 mm. Po
dosaZeni této hodnoty (tedy zastaveni posuvu a zjiSténi, Ze posuv je v pozici 10 mm) byla
smycka zastavena a zobrazena hodnota, kolikrat smycka probéhla. Bylo zjiSténo, Ze
smycka probéhla na 10 mm zhruba 800-900x. To odpovida rozliSeni horsi nez 10um.
Bylo tedy jeSté provedeno méteni pro urceni presnosti rozliSeni. Byl spustén posuv do
pozice 5 mm a po dosazeni maximalni rychlosti 2 mm.s-2 pfi zrychleni 4 mm.s2 byla
spusténa smycka ukladajici hodnoty aktualni pozice do paméti. Tyto hodnoty pak byly
vyexportovany a vyhodnoceny (viz priloha na CD ,add/ResolutionTest.xlsx“). Z dat
vyplyva, Ze pti pouzité rychlosti byla hodnota nactena v priiméru jednou za 12,3uS ale
s odchylkou az ke 30 %. Z divodu nestability procesu byl tento zplisob zavrhnout, byl by
vSak zfejmé uplatnitelny pri vyznamné menSich rychlostech. Pri téch by bylo ovSem
nutné pouzit jini typ filtru pro zmenseni intenzity zareni paprsku pri zachovani stejného
mnozstvi predané energie. Navic pri vyznamném sniZeni intenzity zareni by mohli byt

ucinky laseru jiné, nez poZadované (kapitola 3).

DalSi moznosti, jak zachovat metodu kontinualni expozice je casovou
synchronizaci operaci. Tedy pred spuSténim posuvu spocitat nikoliv, kde se bude posuv
nachazet pri dosaZeni stale rychlosti, ale kdy se tam bude nachazet. Po spusSténi posuvu

zapnout ¢asovac, ve stanoveny cas otevrit uzavérku a v dopocteny Cas zacatku brzdéni
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uzavérku zavrit. Ackoliv se domnivam, Ze jsem vSe synchronizoval spravné, tak tento
zpusob naprosto nefungoval. Uzavérka se sice otevirala na spravnou dobu, ale se
zpoZdénim, které navic nebylo vzdy stejné. Nékdy se zdalo, Ze se otevrela v€as a nékdy az
po zastaveni posuvu. Vysvétluji si to tim, Ze po zavolani funkce zodpovédné za posuv na
pozici uplyne Kk jeji realizaci pokazdé jiny cas. MoZna by byl tento zplisob realizovatelny;,

kdyby se objevil schopny programator, ktery prisel na jiny zptsob synchronizace.

2.5.2 Obsluha programu

Pred spusSténim programu musi byt zapnuty ovladac uzavérky i ovladac posuvu.
ProtoZe pocitac prifazeny k aparature nema sériovy port, byla pouzita redukce z RS-232
na USB. BohuZel tato redukce zptlisobuje, Ze port funguje jen se zastaralymi ovladaci, tedy
pokud bude pripojen jiny pocitac, je tireba bud propojeni bez redukce nebo pouZit
ovladaCe stejné jako jsou na prifazeném pocitac¢i. Vzhledem ktomu, Ze vyteSeni
problému komunikace PC s ovladacem uzavérky pres redukci zabralo nékolik desitek
hodin Casu, priklanél bych se spiSe k varianté pouZiti pocitace se sériovym vstupem a

standartniho sériového kabelu RS-232C DB-9.

Program se otevird v prostiedi LabView, pro jeho spusténi je nutné kliknout na

ikonu vyznacenou na obrazku 2.5a.

Po spusténi program zkontroluje, zda je posuv na nulové pozici, Pokud neni, sam
se do této pozice ,zaparkuje“ Béhem této Casti je aktivni zalozka programu oznacujici, Ze

program pracuje (obr. 2.5b)

Nasledné je uzivatel vyzvan k vizualni kontrole, zda je posuv skutecné v nulové
pozici (obr. 2.5c). Pokud neni, prepne uZzivatel spinac¢ do pozice ,START HOMING" Po
stisknuti tlac¢itka ,,OK“ dojde dle pozice prepinace k novému parkovani posuvu a posunu
k dalsi casti programu nebo jen k posunu do dals$i ¢asti. Tento krok bude zrejmé
v budoucnosti odstranén, protoZe po posledni opravé programu jiz del$i dobu nedochazi

k chybam parkovani posuvu.

Na dalsi zaloZce programu (obr. 2.5d) uzivatel zadava zmérenou hodnotu vykonu
paprsku za filtrem a nasledné bud’ poZadovanou energii E predanou vzorku v jednom
pulsu (otevieni a zavieni uzavérky, nikoliv pulsu laseru o délce 100fs) nebo poZadovanou
délku expozice vjednom pulsu. Zbyvajici hodnoty jsou okamzité prepocitany. Dale zde
uzivatel zadava délku kroku mezi exponovanymi misty (odpovida vzdalenosti sa za
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kapitoly 2.1.3). V pravé ¢asti zalozky je mozZné zadat zvySeni poctu pulzi a prodlevu mezi

pulsy v jednom misté vzorku.

Na dalsi zalozce programu (obr. 2.5de uzivatel zadava, kolik kroki (puls nebo
pulsy s prodlevou) bude provedeno, tedy jakd bude délka stopy. Ta je oznacCena
v programu jako X. Je zde také ukazano, jak dlouho bude cely cyklus trvat. Po stisknuti
tlacitka ,START* je proveden nastaveny cyklus ,puls(vicepuls)/pfesun o krok dal“ a
posuv je vracen na nulovou hodnotu. Po stisknuti tlacitka ,SETUP“ je uzivatel vracen na

kartu nastaveni z obrazku 2.5d.

b} layout.vi Front Panel
File Edit View Project Operate Tools Window Help

)| ([ 10| [ 1ept Application Font |~ | (S |[a~ [ |26~ |

Obrdzek 2.5a - spusténi programu v prostiedi LabView

Obrdzek 2.5b - zdloZka programu znacici, Ze program pracuje
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Obrdzek 2.5¢ - zdloZka programu se zaddnim sériového portu pocitace a vyzvdnim

k vizudlini kontrole zaparkovdni posuvu v nulové pozici

Obrdzek 2.5d - zdlozka programu se zaddnim hodnot nutnych k vypoctu parametrti

expozice
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Obrdzek 2.5e - zdloZka programu s nastavenim délky stopy a tlacitkem spusténi posuvu a

tlacitkem, které vraci na zdloZku z obrdazku 2.5¢

7 w7z

2.5.3 Inicializa¢ni ¢ast programu

Po spusténi programu je navazana komunikace se sériovym portem (priloha na
CD ,program/VISAinit.vi) a navazdana komunikace s ovladacem posuvu KDC101
prifazenim unikatniho sériového Ccisla (priloha na CD ,add/program/APTinit.vi“).
Zavolanim metody pro zjiSténi pozice se zkontroluje, zda je posuv v nulové pozici. Pokud
neni, je zavolana metoda kalibrace nulové pozice (Homing). Béhem ,parkovani“ posuvu
je kontrolovana aktualni pozice a teprve, kdyZ se rovna nule, je uzivatel pripustén k dalsi

¢asti programu.

2.5.4 Zpracovani zadanych hodnot

Program vrealném case prepocitavd hodnoty zadavané uZivatelem. ProtoZe
uzivatel v tuto chvili nevi, jaka je presna sirka paprsku (viz kapitola 3.2), je zobrazena
pouze hodnota celkové predané energie vzorku, a nikoliv jeji ploSna hustota. Hodnota je
spoctena s ohledem na ztratu vykonu paprsku pii prichodu aparaturou (viz kapitola
3.4). Dle nastavené hodnoty délky kroku a urc¢i ¢asovou prodlevu ti mezi expozicemi, tedy
jak dlouho bude trvat posuvu ptesun. Je zavolana metoda nastaveni rychlosti a zrychleni

1 (priloha na CD

posuvu s fixnimi parametry v =2mm-s !, a=4mm:s?

»,add/program/SetVel.vi“).
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PouZité proménné pri realizace posuvu

Nk - pocet kroki o vzdalenost s

s — délka kroku

Ni

ti -

to -

- pocet pulzili expozice v ramci jednoho mista vzorku

doba trvani presunu posuvu o krok s

zadana doba ¢ekani mezi pulzy expozice v rdmci jednoho mista vzorku

2.5.5 Synchronizace posuvu a uzavérky

Po stisknuti tlac¢itka ,START* (viz obrazek 2.5f):

N o 1k W N

Spusténa sekvence A o dvou snimcich.

V prvnim snimku A spusténa smycka Nk (opakovana Nk-krat).

Smycka Nk je tvorena podsekvenci B o dvou snimcich

V prvnim snimku B je zavolana funkce posuvu o délku s

Po dokonceni posuvu je spustén druhy snimek B, némzZ je spusténa smycka Ni
Smycka Ni je tvorena podsekvenci C o ¢tyfech snimcich

Vprvnim snimku C je oteviena wuzavérka (viz priloha na CD
»,program/open.vi“)

V druhém snimku C program spousti casovac zpozdéni o délce trvani i

Ve tretim snimku C je zaviena uzavérka (viz priloha na CD

»,add/program/close.vi“)

10. Ve ¢tvrtém snimku C program spousti ¢asovac zpozdéni o délce trvani to
11. Ni-krat opakovani bodii 6-7
12. Nx-krat opakovani bodti 4-11

13. Po dokonceni smycky Nk je spuStén druhy snimek sekvence A - vraceni posuvu

do nulové pozice.

14. MoZnost tlac¢itkem ,START“ opakovat body 1-13 nebo se vratit k nastaveni

parametru stisknutim tlac¢itka ,SETUP“
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Obrazek 2.5f - Schéma synchronizace posuvu a uzavérky

2.5.6 Navrhy vylepSeni programu

Ackoliv je program v soucasné dobé plné pouZitelny, trpi stdle fadou neduhf.
V prvni radé je tfeba ve spolupraci s uZivateli aparatury stanovit nékteré parametry,
které by usnadnili automatizaci celého procesu. Jedna se predevSim o stanoveni Sire
paprsku, ktera je zavisla na nastavené vySce manudlniho vertikdlniho posuvu a typu
vzorku (viz kapitola 3.2-3.4). Bohuzel se také ukazalo, Ze i zplisob expozice krokovym
posuvem ma sva omezeni, a to piredevsim kviili tomu, Ze prostiredi LabView neumoziuje
Casovani v menSim rozliSeni neZ 1ms. Pokud by bylo poZadovano stanoveni plo$né
hustoty predané energie s vétsi presnosti, nez jakou aparatura poskytuje nyni, bude
tfeba presnéji nastavovat vykon paprsku na vstupu do aparatury (viz 3.4). Z vyse
zminénych ddvodd bude mozZna do programu opét vlozena moznost kontinualniho

posuvu.

Dal$im vylepSenim by bylo ovladani druhé horizontalniho posuvu, takze by bylo

moZné vytvaret ve vzorku vice stop v definovanych rozestupech.

Program sice v soucasnosti pracuje bezchybné, presto by bylo vhodné do néj

implementovat sledovani piipadnych chybovych hlaseni.
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3 POUZITI APARATURY NA REALNYCH VZORCICH

Priibéh testovani aparatury na Zivych vzorcich probiha o zacatku ve spolupraci
s laboratofi tkamnovych kultur na UKS (Sarka Beranova, Pavlina Tlaskalova) a za
konzultace s vedenim UKS (Dipl.-Ing. Petr Cisai, Ph.D.) a panem ing. Vitézslavem

Brezinou, CSc.

3.1 POZADAVKY
Shrnuti ptivodnich cili pokusi (dle pozadavkd UKS) na Zivych burikiach byly

nasledujici:

1. Modelovat popdleni bunécné vrstvy a nasledné zhojeni popdalené ryhy

2. Definovat stupen poskozeni bunék pro rtizné stupné ozareni

3. Zmeéfit rychlost regenerace ,popalené jizvy“ jako funkci priiniku okolni
neozaiené populace dovnitt ,jizvy“ (neni predmétem této prace)

4. Modelovat popaleni bunécné populace narostlé na mikrovlaknové a
nanovlaknové sitce

5. Vyhodnotit zplsob regenerace bunék na sitkdch rtzné kvality (neni

predmétem této prace)

V predeslych kapitolach byly nastinény metody, které mély vést k naplnéni
zminénych cilti, v této kapitole bude popsana problematika plnéni téchto cili a jak se tyto

cile podarilo, nepodatilo, dari, ¢i nedaii napliiovat.

3.2 STANOVENI VERTIKALNI POZICE OHNISKA — TESTOVANI SUCHYCH VZORKU
Jesté pred testovdnim na zZivych vzorcich bylo béhem sestavovani a ladéni
aparatury potieba otestovat, zda je mozné dostatecné presné urcit polohu vertikalni
polohu ohniska a jak presné je treba ji stanovit. Tyto testy probihaly predevSim na

aparature s jednoduchou fokusaci spojkou a zrcadlem (viz 1.4.1).

Zjistovani polohy ohnisko bylo provedeno tak, Ze na podloZni mikroskopové
sklicko byla nanesena pokozka vnitini strany preménéného listu cibule. Timto zptisobem
bylo vytvoieno 7 vzorku. Kazdy vzorek s pokozkou preménéného listu cibule byl vzdy
vystaven laseru o urcitém vykonu po urcitou dobu expozice (viz tab. 3a) a to desetkrat
v rozestupech cca 500 um. Poté byl vzorek posunut o0 1 mm do strany a o 250 pum do

vysky a znovu desetkrat v rozestupech 500 pm vystaven laseru o daném vykonu po
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danou dobu. To vSe celkem devétkrat od vySky ho = 0 mm po hs = 2 mm. VSechny laserem

»,vypalené“ otvory ve vzorcich mély elipsoidni tvar o velikosti zhruba 45x85 pm.

Vyhodnoceni vzorkd viz niZe obrazky 3.2a-k.

Vzorek # P [mW] t [ms]
1 12 50
2a4 12 100
3a5 12 200

6 41 100

7 41 50

Tabulka 3a - Vykon paprsku a doba expozice pro vzorky 1-7

"
s

Obrdzek 3.2a - VZOREK #3: P=11,5 mW, t = 200 ms

Jediny nalezeny otvor v burice nachdzejici se tésné nad sti‘edem fotografie.

U Vzorkil #1 az #5 se otvory nepodarilo nalézt

Obrdzek 3.2b - VZOREK #6: P =41,0 mW, t = 100 ms, ho = 0,00 mm
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Neznatelné otvory v burikdch, viditelné zmeény na burikdch

Obrdzek 3.2c - VZOREK #6: P=41,0 mW, t = 100 ms, h1 = 0,25 mm

Hiire viditelné otvory v burikdch, zmény na burikdch nezasaZenych paprskem

Obrdzek 3.2d - VZOREK #6: P = 41,0 mW, t = 100 ms, h3 = 0,75 mm

Jasné viditelné otvory v burikdch, zmény na burikdch nezasaZenych paprskem
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Obrdzek 3.2e - VZOREK #6: P=41,0 mW, t = 100 ms, h4 = 1,00 mm
Jasné viditelné otvory v burikdch, zmény i na burikdch nezasazZenych paprskem, poskozeni

podlozniho sklicka

Obrdzek 3.2f - VZOREK #6: P=41,0 mW, t = 100 ms, h3 = 0,75 mm
Jasné viditelné otvory v burikdch, zmény na burikdch nezasaZenych paprskem, téZké

poskozeni podloZniho sklicka
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Obrdzek 3.2g - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, ho = 0,00 mm

Jasné viditelné otvory v burikdch, oproti vzorku #6 beze zmén na burikdch nezasaZenych

paprskem

Obrdzek 3.2h - VZOREK #7: P=41,0 mW, t =50 ms, h1 = 0,25 mm
Jasné viditelné otvory v burikdch, oproti vzorku #6 beze zmén na burikdch nezasaZenych

paprskem
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Obrdzek 3.2i - VZOREK #7: P=41,0 mW, t =50 ms, h3 = 0,70 mm
Jasné viditelné otvory v burikdch, oproti vzorku #6 beze zmén na burikdch nezasaZenych

paprskem

VR

Obrdzek 3.2j - VZOREK #7: P = 41,0 mW, t = 50 ms, h4 = 1,00 mm
Jasné viditelné otvory v burikdch, oproti vzorku #6 beze zmén na burikdch nezasaZenych

paprskem, drobné tec¢ky na okrajich otvorti, zi'ejmé poskozeni podlozZniho sklicka
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Obrdzek 3.2k - VZOREK #7: P=41,0 mW, t =50 ms, hs = 1,25 mm

Jasné viditelné otvory v burikdch, oproti vzorku #6 beze zmén na burikdch nezasaZenych

paprskem, poskozeni podloZniho sklicka

Pii vyhodnocovani vzorkli pod mikroskopem bylo vzhledem kvelkym
rozestupim tézké rozlisit, které stopy ve vzorku prisluseji které vySce nastaveni stolku.
Poznatkli o poSkozeni vzorku vsak bylo pouzito v kapitole 3.3. Pro dalSim pokusu o
stanoveni vySky ohniska byl vytvotren vzorek #8 s pokozkou cibule, ktery byl vystaven
paprsku o vykonu 41mW po dobu 50ms, pak byl vzorek posunut o 50um od strany a
30um do vysky a tento proces zopakovan 20x. Z obrazku 3.21 je patrné, Ze hloubka
ostrosti paprsku byla zhruba 300 pm. Mimo tuto vzdalenost dochazelo bud’
k nedostate¢nému poskozeni vzorku nebo poskozeni podloZniho sklicka. Velka hloubka
ostrosti také zpisobovala, Ze pri testech na krabickach ve kterych mély byt dodavany

vzorky, dochazelo k poskozeni jejich plastovych vrski.

Kviili velké hloubce ostrosti a problémiim s nastavenim fokusacnich prvki tak,
aby nedochazelo ke zdeformovanym elipsoidnim stopam, bylo rozhodnuto uchylit se

k fokusaci parabolickym zrcadlem (1.4.2)
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Obrdzek 3.21 - VZOREK #8: P = 41,0mW, t = 10ms

Po predélani aparatury na fokusaci parabolickym zrcadlem se podarilo vytesit
problémy s tvarem stopy a priliSnou hloubkou ostrosti a zacalo se s testy na ,mokrych
vzorcich®, tedy Ze byly simulovany redlné vzorky, které byly dodavany ve sklenénych
miskach s médiem. Pri priichodu fokusovaného paprsku sindexem lomu vétSim nez
index lomu vzduchu (plastovy vrsek krabicky a predev§sim medium v krabi¢ce) dochazi
k posunuti ohniska paprsku smérem dolli, a tak musela byt konstrukce aparatury
nékolikrat predélavana, aby bylo mozné vzorek do ohniska viibec umistit. Aby bylo tedy
mozné vzdy presné definovat, kde se ohnisko nachazi, je treba, aby krabicky byly
naplnény pokazdé stejnym mnozstvim média. Pro rtizna média se navic poloha ohniska

mizZe lisit, pokud se budou liSit jejich indexy lomu svétla.

3.3 STANOVENI VHODNE INTENZITY A EXPOZICE — TESTOVANI ZIVYCH VZORKU
V kapitole 3.2 jsou uvedeny fotografie vzorkii vystavené dvéma rdaznym
intenzitam zareni pfi tfech riiznych dobach expozice. Po otestovani na vzorcich v médiu
bylo zjisténo, Ze pro “mokré“ vzorky je tyto hodnoty nutno prehodnotit. Pri paleni do
vzorku bez pohybu stolku je nutné pouZzivat jen kratké pulsy, jinak se v médiu tvori
bublinky, ktera pak rozptyluji paprsek. Pri sniZeni intenzity se sice netvori bublinky, ale

medium ,stitha“ odvadét teplo mimo palené misto a bunky vzorku jsou pak vlastné
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,vareny“ v médiu, nez aby byly odstranény paprskem. ProtoZe byl vznesen poZadavek,
aby méla vypalena stopa Sirku alespon jako tfi buniky (40-60 um moZno i Sirsi) ukazalo
se jako idealni reSeni umistit ohnisko pod plochu vzorku. Ohnisko paprsku, které se
nachazi mimo médium, netvori v médiu bublinky a pti kratkych expozicich nedochazi
k poskozeni dna krabic¢ky. Sitka dopadajiciho paprsku se umisténim ohniska do nizsi
polohy zvétsi. Vykon paprsku za filtrem okolo 50 mW je pro odstranéni bunék dostacujici
pri Sifce paprsku kolem 50pm dostacujici. OvSem pri zméné Sirky dopadajiciho paprsku
je opét nutné pocitat s tim, Ze se méni plosSna hustota predané energie, tedy pro Sirsi

stopu je pro zachovani ploSné hustoty energie nutno zvysit.

NiZe ukazky poskozeni a zarlstani Zivych vzorki (vice viz ptriloha na CD ,add/Zivé

vzorky /**“

Obrdzek 3.3a - Prvni uspésné poskozeni Zivého vzorku kontinudInim posuvem
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Obrazek 3.3e-g - Zartistdni pruhové stopy (1hod., 5hod. a 10hod. po vypdleni)

3.4 STANOVENI PLOSNE HUSTOTY ENERGIE A UBYTKU VYKONU PAPRSKU NA

APARATURE
V celé praci je nékolikrat zminéna ploSna hustota energie ws definovana jako
mnoZstvi energie E dopadajici na plochu S. Je nutné zminit, Ze tato energie dana
intenzitou zareni paprsku dopadajiciho na plochu vzorku, nikoliv energie paprsku
absorbovand vzorkem. Jisté by bylo zajimavé (a vramci dalstho vyzkumu vlivu
laserového paprsku na Zivé bunky ziejmé i nutné) zjistit, jaka Cast energie je timto
zplsobem bunikami ve skutec¢nosti absorbovana. V ramci této prace vsak urceni wsslouzi

jen jako prostredek stabilizace procesu. Pro tento proces stabilizace dokonce neni ani
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nutné znat s co nejvétsi presnosti hodnotu ws, ale s co nejvétsi presnosti zarucit jeji

neménnost. Toho lze dosdhnout pomoci:

1. zdokonaleni urceni $irky dopadajiciho paprsku v misté vzorku

2. presnéjsi nastaveni vstupniho vykonu laserového paprsku

Ad 1. Pfesné urceni Sitky paprsku pro riizné vysky vertikalniho posuvu a pro
rizné typy vzorki Ize dosahnout pouze tim, Ze se na aparatuie provede dostatecny pocet
méreni pro rizné vysky nastaveni vertikalniho posuvu, a to pro vSechny pouZzivané typy
vzorkd. K dostatecnému poctu méreni nedoslo predevsim z toho dlivodu, Ze kviili FeSeni
riznych technickych obtizi a ¢asové vytizenosti byl cely proces zautomatizovan az
koncem brezna 2018. Do té doby bylo nutné z velké ¢asti obsluhovat aparaturu manualné
a exponovani vzorku tak bylo pomérné slozité a ¢casové narocné. Idealni pro urychleni
dalsi prace by bylo poiizeni lepSiho vertikdlntho posuvu nebo dokonce jeho

motorizovanou verzi, ktera by mohla byt rizena pomoci vytvoreného softwaru.

Ad 2. ProtoZe vykon paprsku na vstupu do aparatury neni staly (nejvétSi zména
vykonu je nékolik prvnich hodin po spusténi laseru) a pouZity krokovy filtr ma pomérné
velké rozestupy hodnot OD, bylo by vhodné pro jemnéjsi nastaveni vykonu krokovy filtr

nahradit kontinualnim, nebo kontinualn{ filtr zaradit za soucasny krokovy.

Mimo to dochazi na aparature ke ztraté vykonu paprsku v diisledku nedokonalé
odrazivosti zrcadel a propustnosti ¢ocek a v dlisledku ofiznuti paprsku v misté spojky
(drzakem spojky) a parabolického zrcadla. Tyto dva c¢leny paprsek presahujici $irku
D(1/e2) ofezavaji, nebot jsou dimenzovany pravé na definovanou sitku paprsku D(1/e2)-
V téchto mistech tedy dochazi ke sniZeni realného vykonu paprsku o 13,5 % (viz 1.1).

Ke stanoveni nasobitele zeslabeni Z (viz 3.4.1) byl zméren vykon paprsku za
uzavérkou bez filtru (Pn) a vykon paprsku za parabolickym zrcadlem v misté jeho ziZeni
na $irku odpovidajici Sifce paprsku na vstupu (Pm). Byly stanoveny chyby méfeni dle
poznatkli z kapitoly 1.3. Chyba stanoveni nasobitele zeslabeni §Z byla dle (1.3.7)

stanovena jako:

Z=":m (3.4.1)
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87 = §2-7 = [€B, - £Py - () (3.4.2)

Vysledky

Namérené hodnoty: Pn =330 mW
Pm=239,1 mW

Dopoctené hodnoty: Z=0,724>724%

6Z =0,0201-0,724 =0,015>1,5%

Po priichodu paprsku aparaturou tedy dochazi ke ztraté vykonu na 72,4 + 1,5 [%]
ptivodni hodnoty. Tato hodnota byla implementovana do programu pti vypoctu

poZadované energie a doby expozice.

3.4.1 Stanoveni plo$né hustoty energie pro kontinualni a krokovou

expozici

Pfed zautomatizovanim linedrniho posuvu bylo pouZivano pfi testovani vzorki
témér vyhradné kontinudlni expozice za pohybu stolku, kdy se manudlné otevirala a
zavirala uzavérka p¥i nastavené rychlosti posuvu v = 2mm - s 1. Pokud by byla realna

$irka paprsku 50um, vykon na vstupu 70mW a doba expozice 1s, pak dle (2.1.2.5) a
(3.41) wg =48 C]? Pt pouziti krokového posuvu a pozadavku dosazeni stejné wg jako

v predeslém pripadé pfi stejné sifce stopy lze postupovat nasledovné:

Upravou vztahu (2.1.3.1) si vyjadiime ¢as expozice te, kterou chceme zjistit =

te = w%-s . Jak bylo feceno v kapitole 2.5.6 mohou byt v programu nastaveny jen
celoc¢iselné hodnoty milisekund prodlevy, je tedy nutno zjisSténou hodnotu tnew
zaokrouhlit a opét dosadit do upraveného vztahu (2.1.3.1) pro zjiSténi nové doladéné
hodnoty vykonu = B, = :)LS V naSem modelovém piipadé vychazi doba expozice

new

krokového posuvu na 19ms, coZ je jen zhruba trojnasobek doporucené minimalni
hodnoty (viz kap. 1.2). Tento zpuisob expozice ma tedy své limity i v nastavovani doby

expozice.

3.5 SPLNENi POZADAVKU A AKTUALNI NASTAVENI
Z vytyCenych cilli z kapitoly 3.1 se zcela jednoznacné podarilo splnit kol prvni
(Modelovat popdleni bunécné vrstvy a ndsledné zhojeni popdlené ryhy). Druhy ukol
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(Definovat stuperi poskozeni bunék pro riizné stupné ozdreni) byl docCasné odloZen,
protoZe po uspéchu s odstraniovanim zivych bunék ze vzorku bylo domluveno, Ze se bude
pracovat predevsim na ukolu ¢tvrtém (Modelovat popdleni bunécné populace narostlé na
mikrovldknové a nanovldknové sitce). Ten byl splnén z vétsi ¢asti. Na obrazku 3.5a (vice
viz ptiloha na CD ,,add/Zivé vzorky/*.*“) je vidét ispéSné vypaleni ryhy v tkanové kulture
bunék L929 bez poskozeni sitky zpolykaprolaktonu (PCL) a na obrazku 3.5b je
regenerace vypalené ryhy po 12 hodinach.

Obrdzek 3.5a - Vypdleni ryhy bez poskozeni PCL sitky
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Vsoucasné dobé (k 18.04.2018) je aparatura pouZivdna s nasledujicim

nastavenim:
Zplisob expozice:
Vyska vertikalniho posuvu:

Vykon paprsku za filtrem:

Délka kroku mezi exponovanymi misty:

Délka trvani expozice:
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krokova

h=(2,75+0,10) mm

P =(55+5) mW
sd=50pum
te=25ms



ZAVER

Dle zadani prace byla sestavena aparatura na destrukci bunék v blizkosti ohniska
laserového paprsku, doslo k otestovani jeji funkcnosti a automatizaci pomoci ovladani
linedrnich posuvli a uzavérky programem na PC, byla otestovdna na biologickém

materialu a navrhnuty postupy k jeji optimalizaci.

Z cilti vyty¢enych Ustavem komplexnich systémt na Fakulté rybarstvi a ochrany
vod byl splnén prvni (modelovani popaleni bunécné vrstvy a ndsledné zhojeni popalené
ryhy) a treti, na kterém se vsoucasnosti stile pracuje (testovani vzorkdi na
mikrovlaknech a nanovlaknech). Druhy ukol (definovani stupné poskozeni bunék pro
rizné stupné ozareni) byl odloZen do doby, nez budou uspokojivé doladény nékteré
nedostatky zminéné v predeslych kapitolach. Po celou dobu prace na vyladovani
aparatury byla nejvétSim problémem casova narocnost obsluhy aparatury a s tim
souvisejici nedostatek otestovanych vzorkl. Tento problém by mél byt z ¢asti vyresen
tim, Ze byla obsluha aparatury zautomatizovana do té miry, Ze ji jiz miiZe obsluhovat i

nékdo jiny nez autor, ktery zna vSechny jeji neduhy.

Navzdory viceméné uspésného splnéni vSech cilii a odvedené prace i nad ramec
zadani, vidim jisty nedspéch v urcité neuzavienosti projektu v dobé odevzdavani mé
prace. Pevné vérim, Ze vSak sestavena aparatura, vytvoreny program a tato bakalarska
prace pomuzou uzivatelim aparatury ve snadném a rychlém testovani ucinki

fokusovaného laserového paprsku na Zivych buiikach.
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