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Kĺıčová slova optické zobrazováńı, mikroskopie, fourierovská
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2.1.2 Separace difrakčńıch řád̊u . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
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Úvod

Vynález mikroskopu posunul hranice možnost́ı pozorovańı objekt̊u, které už oko ne-
dokáže rozeznat, a otevřel tak nový svět poznávańı. Kromě zlepšováńı rozlǐsovaćı schop-
nosti je jedńım z d̊uležitých ćıl̊u zvyšovańı kontrastu. Některé objekty jsou považovány
za amplitudové, protože pohlcuj́ı část světla, a proto je možné je snadno pozorovat
ve standardńım světlém poli. Vı́ceméně existuj́ı objekty, které ovlivňuj́ı pouze fázi
a je potřebné je uměle dobarvit, aby byly schopné absorbovat část procházej́ıćıho
světla. Během tohohle procesu může doj́ıt ke zničeńı popř́ıpadě usmrceńı vzorku. Tato
skutečnost vedla k vývoji metod fázového kontrastu, d́ıky kterým je možné pozorovat
struktury, jej́ıchž kontrast by byl jinak ńızký [1] [2] [3] [4] [5] [6].

V př́ıpadě potřeby přechodu z jedné metody na jinou, je nutný mechanický zásah do
optické soustavy, který může být časově a finančně náročný. Zkoumanou alternativou
je využit́ı prostorového modulátoru světla, který se jev́ı jako flexibilńı možnost využit́ı
mikroskopických metod na zvýšeńı kontrastu [1] [2].

V teoretické části budou popsány základńı mikroskopické metody jako temné pole,
Zernik̊uv fázový kontrast a moderněǰśı metoda spirálńıho fázového kontrastu. Dále
bude popsán princip fungováńı kapalných krystal̊u v prostorovém modulátoru světla
a jeho aplikace v mikroskopii a realizace výše uvedených metod na zvýšeńı kontrastu
obrazu vzorku.

V experimentálńı části bude představená sestava, se kterou byli realizovány mikro-
skopické metody, jej́ı parametry a použité vybaveńı. Kapitola se věnuje také výpočtu
správných parametr̊u pro dosažeńı separace difrakčńıch řád̊u a určeńı velikosti centrálńı
oblasti masky kv̊uli spravenému fungováńı prostorové filtrace. Ve výsledćıch jsou po-
zorovány fázové vzorky jako kalibračńı USAF test, ĺıcńı buňky, kryśı buňky a červené
krvinky.
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Kapitola 1

Teoretická část

1.1 Moderńı metody světelné mikroskopie

Lidské oko dokáže detekovat pouze změnu intenzity nikoli fáze, což může vést k pro-
blémům např́ıklad u buněk, které mohou mı́t slabou absorpci světla a měńı pouze
fázi. Pokud je pozorujeme okem či kamerou, nejsme schopni vńımat strukturu objektu.
Proto je potřebné fázi převést na intenzitu, a to je možno mnoha zp̊usoby, přičemž
nejčastěǰśı je barveńı vzork̊u. Během tohoto procesu může doj́ıt k usmrceńı vzork̊u a
znemožněńı pozorováńı živých proces̊u. Aby k této situaci nemuselo doj́ıt, jsou vyv́ıjeny
neinvazivńı optické metody.

1.1.1 Temné pole

Jde o mikroskopickou metodu, kdy je využito svazku šikmých paprsk̊u pomoćı clony
ve tvaru mezikruž́ı, které pak osvětluj́ı vzorek. Při dopadu světelných svazk̊u na struk-
turu vzorku nastává rozptyl. Světlo, které projde nezměněné, mine mikroskopový ob-
jektiv, kdežto světlo rozptýlené vstupuje do objektivu. Výsledkem jsou světlé detaily

Obrázek 1.1: Schéma mikroskopu s temným polem

na tmavém pozad́ı, kde je možné pozorovat struktury, které předt́ım nebyly viditelné
běžným intenzitńım detektorem. V pojet́ı fourierovské optiky temné pole odstrańı nultý
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řád z difrakčńıho obrazce zformovaného v ohniskové rovině objektivu. Obraz je tvořen
pouze vyšš́ımi difrakčńımi řády. Běžně se temné pole využ́ıvá na zobrazeńı např́ıklad
mořských organismů jako plankton nebo řasy. Nevýhodou metody je požadavek na
vysoký výkon osvětlovaćıho svazku [3] [4].

(a) Světlé pole (b) Temné pole

Obrázek 1.2: Sńımky perlooček a buchanky ve světlém a tmavém poli [5]

1.1.2 Zernik̊uv fázový kontrast

Těsně před 2. světovou válkou vytvořil Zeiss několik prototyp̊u mikroskop̊u s fázovým
kontrastem založených na principech, které popsal Frits Zernike. Tato technika se začala
použ́ıvat až v 50. letech minulého stolet́ı a je dodnes frekventovaně využ́ıvaná mnohými
buněčnými biology.

Obrázek 1.3: Schéma mikroskopu s Zernikovým fázovým kontrastem

Princip je založen na využit́ı šikmého svazku podobně jako v př́ıpadě temného pole,
avšak do objektivu nevstupuje jenom světlo rozptýlené od vzorku ale i př́ımé. Světlo
rozptýlené na fázovém vzorku má zpozděńı fáze přibližně π/2 při dopadu na obrazovou
rovinu [3] [4]. Aby bylo dosaženo posuvu o π, je fáze př́ımého světla uměle posunutá
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pomoćı fázové destičky umı́stěné v objektivu. V př́ıpadě posuvu kupředu vzniká de-
struktivńı interference, jej́ıž výsledkem je ztmavnut́ı obrazu nazývané pozitivńı kon-
trast. Pro dosažeńı negativńıho kontrastu je rovněž potřebné dosáhnout posuvu o π,
avšak posouvá se fáze př́ımého světla vzad, což zp̊usob́ı, že se obě složky střetnou v
obrazové rovině ve fázi a spolu interferuj́ı konstruktivně. Výsledkem je světlý obraz
[3] [4].

(a) Světlé pole (b) Zernik̊uv fázový kontrast

Obrázek 1.4: Sńımky ĺıcńıch buněk ve světlém poli a s Zernikovým fázovým
kontrastem [7]

1.1.3 Spirálńı fázový kontrast

Metoda, vyvinutá v posledńıch letech, je spirálńı fázový kontrast, který vede k ześıleńı
pozorovaných hran amplitudového nebo fázového objektu. Zajǐst’uje to spirálńı fázová
maska umı́stěná ve 4-f systému, která zavád́ı fázový posun azimutálně od -π do +π
[2] [8].

Obrázek 1.5: Schéma spirálńıho fázového kontrastu

Na rozd́ıl od jiných metod zde docháźı k izotropńımu ześıleńı hran z d̊uvodu rotačńı
symetrie masky. Tuto symetrii je možno porušit pro dosažeńı st́ınového efektu, jestliže
je singulárńı bod posunut mimo optickou osu systému [8].
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(a) Bez použit́ı spirálńıho kontrastu (b) S použit́ım spirálńıho kontrastu

Obrázek 1.6: Sńımky ĺıcńıch buněk ve světlém poli a se spirálńım fázovým kontrastem
[9].

1.2 Kapalné krystaly

Jedná se o stav mezi kapalným a pevným skupenstv́ım, kde maj́ı molekuly tvar pro-
táhlého oválu s orientaćı podobnou krystal̊um, avšak je př́ıtomná i podobnost s kapa-
linami ve formě chyběj́ıćıho prostorového uspořádańı. Aplikace kapalných krystal̊u za-
sahuj́ı od r̊uzných chemických senzor̊u a laditelných filtr̊u až po technologii digitálńıch
displej̊u, které jsou v současnosti př́ıtomné téměř v každé domácnosti. Existuj́ı tři
možná uspořádańı kapalných krystal̊u [10] [11] [12].

(a) Nematické kapalné
krystaly

(b) Smektické kapalné
krystaly

(c) Cholesterické kapalné
krystaly

Obrázek 1.7: Druhy uspořádańı kapalných krystal̊u

1. Nematické kapalné krystaly - orientace podél dlouhé osy jsou rovnoběžné, ale
poloha je náhodná

2. Smektické kapalné krystaly - orientace molekul je rovnoběžná a jsou uspořádané
v rovnoběžných rovinách, ve kterých je poloha náhodná
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3. Cholesterické kapalné krystaly - molekuly jsou uspořádané v rovinách, kde se
orientace zachovává, ale vně se osy molekul šroubovitě stáč́ı kolem osy kolmé k
rovinám

Vlastnost́ı kapalných krystal̊u je schopnost měnit orientaci molekul v závislosti na
přiloženém elektrickém poli nebo na mechanickém p̊usobeńı. Daľśı d̊uležitou charakte-
ristikou je uspořádańı nematických krystal̊u v pixelech, které určuj́ı o jaký typ modulace
jde. Je možné je dělit na tři typy: vertikálńı nematické, paralelńı nematické a stočené
nematické krystaly [10] [11].

1.2.1 Paralelńı a vertikálńı nematické krystaly

Pokud je vrstva nematického kapalného krystalu umı́stěná mezi dvě skleněné destičky,
se kterými je pohybováno, vytvoř́ı se požadovaná orientace molekul kapalného krystalu
mezi deskami a t́ım vznikne jednoosý krystal s optickou osou ve směru orientace molekul
[11].

(a) Bez napět́ı (b) S přiloženým napět́ım

Obrázek 1.8: Vertikálńı kapalné krystaly.

V př́ıtomnosti elektrického pole se molekuly stáčej́ı o úhel θ v závislosti na veli-
kosti přivedeného napět́ı (Obr. 1.8). Důsledkem tohoto jevu se bude snižovat hodnota
mimořádného indexu lomu v poměru k úhlu podle

1

n2
e(θ)

=
cos(θ)2

n2
e

+
sin(θ)2

n2
o

, (1.1)

kde ne je mimořádný index lomu a no je řádný index lomu, jehož hodnota z̊ustává
konstantńı [10].

Takovou celou z kapalných krystal̊u je zavedeno fázové zpozděńı

∆Φ =
2π

λ
[ne(θ)− no]d, (1.2)

kde d je š́ı̌rka cely [10] a λ je vlnová délka ve vakuu. Na tomto principu je možné
sestrojit napět’ově ř́ızený modulátor [11].
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1.2.2 Stočené nematické krystaly

V př́ıpadě stočených nematických krystal̊u hovoř́ıme o nehomogenńım anizotropńım
prostřed́ı, které se lokálně chová jako jednoosý krystal [12]. Pokud se krystal rozděĺı na
vrstvy, je možné studovat vrstvu po vrstvě jako jednoosé krystaly, jejichž optické osy
vytvář́ı šroubovici podél osy kolmé k vrstvám. Předpokládáme š́ı̌reńı světla ve směru
osy z. Pro úhel stáčeńı krystal̊u plat́ı lineárńı závislost

ψ = αz, (1.3)

kde α je rovno koeficientu stočeńı. Na obrázku 1.9a je uveden př́ıklad, kde je celkový
úhel stočeńı ψ roven 90°. Fázová retardace na jednotku délky je rovna

β = (ne − no)k = (ne − no)
2π

λ
. (1.4)

Jestliže dopadá světlo, které je lineárně polarizováno ve stejném směru jako prvńı vrstva
krystal̊u, p̊usob́ı taková cela jako polarizačńı rotátor, který otoč́ı polarizaci o úhel φ
[11] [12].

V momentě, jakmile začne p̊usobit elektrické pole na celu ve směru osy z se molekuly
začnou stáčet do směru shodného s polem a ztráćı se schopnost krystalu měnit rovinu
polarizace (Obr. 1.9b).

Př́ıstroje využ́ıvaj́ıćı stočené nematické krystaly jsou použ́ıvány zejména pro vi-
deoprojekci a nejsou vhodné pro modulaci amplitudy či fáze, protože výsledkem je
vždy určitá kombinace obou modulaćı, zat́ımco paralelńı nematické krystaly produkuj́ı
mnohem vyšš́ı kvalitu modulace amplitudy nebo fáze [2].

(a) Bez napět́ı (b) S přiloženým napět́ım

Obrázek 1.9: Stočené nematické krystaly

1.3 Prostorový modulátor světla

Prostorové modulátory světla (PMS) využ́ıvaj́ı technologii kapalných krystal̊u na mo-
dulaci amplitudy, fáze a polarizace. Funguj́ı obdobně jako LCD displeje, avšak mı́sto
toho, aby promı́taly obraz, moduluj́ı světelný svazek. Kapalné krystaly jsou uspořádány
v mř́ıžce pixel̊u, kde každý může být ovládán samostatně a nezávisle pomoćı přiložené-
ho napět́ı (elektronicky adresované PMS), anebo optického signálu (opticky adresované
PMS) [10] [12].
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Elektronicky adresované PMS jsou běžně komerčně dostupná zař́ızeńı, kde je index
lomu ovládán elektrickým polem. Podle směrováńı svazku po modulaci existuj́ı dva typy
PMS – transmisńı, kde se využ́ıvaj́ı transparentńı displeje z kapalných krystal̊u (LCD
– Liquid Crystal Display), anebo reflexńı složené z kapalných krystal̊u na křemı́kovém
čipu (LCoS – Liquid Crystal on Silicone).

Obrázek 1.10: Schéma LCoS SLM

Efektivita PMS neńı 100%, i když je světlo vhodně polarizované, z d̊uvodu konstrukce
zař́ızeńı. Uložeńı pixel̊u v mř́ıžce vytvář́ı periodickou strukturu, na které vzniká difrakce.
Rovněž mezi nimi vznikaj́ı mezery, které redukuj́ı účinnou plochu a zároveň zp̊usobuj́ı
difrakci, se kterou je nutné poč́ıtat.

K ovládańı elektronicky adresovaného PMS neńı zapotřeb́ı žádného exterńıho soft-
waru, nebot’ se chová jako daľśı obrazovka. Promı́taný černob́ılý obraz moduluje fázi
od 0 do 2π v závislosti na tom, jaká barva v rozmeźı 0 až 255 v 8-bitovém kódovańı
se nacháźı na konkrétńı poloze displeje [10]. Pokud je potřebné dosáhnout fázového
posunu větš́ıho než 2π, použ́ıvá se navzorkováńı fáze a PMS se pak chová jako elektro-
nicky ř́ızený difraktivńı optický element, který je schopen nahradit mnoho praktických
optických element̊u. Je možno vytvořit elektricky ovládané čočky, masky, závěrky a
r̊uzné jiné aplikace. Konkrétńım možnostem je věnovaná následuj́ıćı sekce [12].

1.4 Realizace mikroskopických metod pomoćı pro-

storového modulátoru světla

K realizaci metod uvedených v kapitole 1.1 je možné využ́ıt PMS. Předcháźı se tak
nutnosti měnit vybaveńı při změně těchto metod, která může být časově i finančně
náročná. Masky se mohou měnit libovolně podle parametr̊u, které uživatel vyžaduje,
v zlomćıch sekund. Nab́ıźı se taktéž možnost kombinovat r̊uzné metody simultánně.
Existuje možnost do masek zavádět mř́ıžku, kdy se stř́ıdá hodnota 0 a π, a pracovat
tak v 1. difrakčńım řádu [1] [2].

Pro dosažeńı zvýrazněńı hran temného pole je třeba umı́stit clonu do Fourierovy
roviny ve 4-f systému. Na rozd́ıl od běžného temného pole realizovaného odcloněńım
šikmých paprsk̊u je provedena filtrace prostorového spektra za pomoćı PMS. Vysoké
frekvence jsou ponechány bez modulace a ńızké frekvence jsou odfiltrovány do 1.
difrakčńıho řádu pomoćı mř́ıžkové funkce. Výsledkem je tmavé pozad́ı a světle zvý-
razněné detaily v 0. difrakčńım řádu [1] [2].
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Podobný postup je realizován se spirálńım fázovým kontrastem, kdy se do Fourie-
rovy roviny umı́st́ı fázová maska s propustnost́ı exp(iφ), kde φ je polárńı souřadnice s
hodnotami od 0 do 2π v rovině transverzálńı ke směru š́ı̌reńı světla. Vznikne izotropńı
zvýrazněńı hran obrazu předmětu [1] [2] [13].

Posunem fáze centrálńı oblasti o π/2 nebo 3/2π je dosaženo Zernikova fázového
kontrastu. Tato metoda poskytuje několik stupň̊u volnosti. Prvńım je možnost úpravy
velikosti centrálńı oblasti a tedy zvoleńı vhodného poloměru na redukováńı halo efektu.
Druhou alternativou je volba optimálńı hodnoty posunu fáze a adaptováńı se na r̊uzné
fázové hloubky. Výsledný obraz má tmavou strukturu (pozitivńı Zernik̊uv kontrast),
anebo světlou strukturu (negativńı Zernik̊uv kontrast) [1] [2].

Následuj́ıćı masky jsou ilustračńı, jelikož každá optická soustava disponuje jinými
parametry.

(a) Temné pole (b) Spirálńı fázový kontrast (c) Zernik̊uv fázový
kontrast

Obrázek 1.11: Masky promı́tané na PMS při realizaci mikroskopických metod

Digitálńı doostřováńı

Stejným zp̊usobem je možno implementovat funkci propustnosti čočky, která má tvar

t(x,y) = exp

[
i
k

2f
(x2 + y2)

]
, (1.5)

kde f je ohnisková vzdálenost čočky [10]. Možnost numerického zvoleńı ohniskové vzdá-
lenosti poskytuje vysokou přesnost při ostřeńı obrazu. Umožňuje to vykompenzovat

Obrázek 1.12: Čočka s ohniskovou
vzdálenost́ı f = 25000 mm
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mechanický zásah do soustavy a obej́ıt omezeńı přesnosti šroub̊u při posunu vzorku a
objektivu. To je výhodné zejména při mikroskopových objektivech s vyšš́ı hodnotou
zvětšeńı a malou hloubkou ostrosti.

Korekce výrobńıch nedokonalost́ı

Ke korekci aberaćı, které vznikaj́ı na PMS z d̊uvodu nedokonalost́ı výroby, se apli-
kuje korekčńı maska. Tahle maska bývá součást́ı dokument̊u dodaných výrobcem a je
potřebné ji zakomponovat do masek. V př́ıpadě, že je použit software dodaný výrobcem,
bývá zpravidla tato maska automaticky započ́ıtaná k promı́taným maskám.

Obrázek 1.13: Př́ıklad korekčńı masky

Změna polohy masky

Obdobně, jako bylo zmı́něno v sekci digitálńıho doostřováńı, zde je motivace zlepšit
justáž systému bez mechanického zásahu, nebot’ citlivost šroub̊u nemuśı být dostačuj́ıćı.
V softwaru dodaném výrobcem nebo také v MATLABu se nab́ıźı možnost decentro-
vat masky do určitého směru, což je často kĺıčové předevš́ım při filtrováńı spirálńım
fázovým kontrastem. Zde je d̊uležité trefit střed masky, aby bylo dosaženo izotropńı
filtrace.

(a) Decentrace spirálńı
fázové masky o 20 pixel̊u

vertikálně

(b) Decentrace spirálńı
fázové masky o -20 pixel̊u

vertikálně

Obrázek 1.14: Princip př́ıčného posunut́ı masky
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Kapitola 2

Experimentálńı část

2.1 Sestava

Experimentálńı sestava se skládá z mikroskopové části a 4-f systému s PMS ve fou-
rierově rovině. Jako zdroj slouž́ı LED o centrálńı vlnové délce 625 nm s výkonem
17,5 mW, která je navázána do optického vlákna. Světlo vyzářené z vlákna je koli-
mováno asférickou čočkou s ohniskovou vzdálenost́ı fkol = 11 mm. V obrazové oh-
niskové rovině kolimačńı čočky se nacháźı vzorek, který je zobrazen mikroskopovým
objektivem. V experimentu byly použity dva r̊uzné objektivy. Olympus UPlan FL N se
zvetšeńım 20x s numerickou aperturou 0.5 a Olympus UPlan FL N se zvetšeńım 10x s
numerickou aperturou 0.3. V obou př́ıpadech byla použita tubusová čočka s ohniskovou
vzdálenost́ı ftč = 180 mm, v jej́ıž ohniskové rovině se nacháźı clona zorného pole. V
soustavě se nacháźı také spektrálńı filtr o š́ı̌rce 1 nm, aby nedocházelo k disperzi a
lineárńı polarizátor, aby bylo dosaženo maximálńı účinnosti PMS.

Obrázek 2.1: Schéma experimentu

Ve 4-f systému se nacháźı dvě čočky s ohniskovými vzdálenostmi f1= 300 mm a
f2= 500 mm v jejichž společné ohniskové rovině je umı́stěn PMS značky Hamamatsu
(X10468) s rozlǐseńım 800 x 600 a velikosti pixel̊u 20 µm, který provád́ı filtraci pro-
storového spektra. Obraz sńımá kamera značky Basler (acA1920-155um) s rozlǐseńım
1920 x 1200 a s velikost́ı pixel̊u 5,86 µm.
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Obrázek 2.2: Fotografie experimentu

2.1.1 Zvětšeńı systému

Zvětšeńı systému je rovno

M =
ftč · f2

fMO · f1

, (2.1)

kde fMO je ohnisková vzdálenost objektivu. Pro objektiv se zvětšeńım 10x je ohnisková
vzdálenost fMO1=18 mm a pro objektiv se zvetšeńım 20x fMO2=9 mm. Po dosazeńı
hodnot do vztahu 2.1 lze psát

M1 =
180 · 500

18 · 300
≈ 16,6 (2.2)

a

M2 =
180 · 500

9 · 300
≈ 33,3. (2.3)

2.1.2 Separace difrakčńıch řád̊u

Z d̊uvodu periodické struktury docháźı na povrchu PMS k difrakci. Je třeba oddělit
vzniklé difrakčńı řády v obrazovém prostoru tak, aby se nepřekrývaly a neznehodnoco-
valy výsledný obraz. Pomoćı mř́ıžkové rovnice źıskáme úhel, pod kterým je odkloněn
m-tý řád

sin(αm) = sin(αi) +m
λ

Λ
, (2.4)
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kde m je řád difrakčńıho maxima, který je v našem př́ıpadě roven jedné. λ je vlnová
délka a Λ je mř́ıžková konstanta. Pokud by PMS nepromı́talo žádnou masku, byla by
Λ rovno vzdálenosti jednoho pixelu. V př́ıpadě, že se pracuje s 1. difrakčńım řádem,
je na PMS promı́tána binárńı mř́ıžka, která měńı Λ na dvojnásobek. V př́ıpadě PMS
použitého v sestavě se jedná o 40 µm. Z d̊uvodu, že se jedná o malé uhly je možné
funkci sinus aproximovat jako sinα ≈ α. Pak lze psát

α =
λ

Λ
=

625 nm

4 · 104 nm
=

1

64
. (2.5)

Z obrázku 2.3 vyplývaj́ı vztahy

Obrázek 2.3: Princip separace difrakčńıch řád̊u

α =
x

f2

=⇒ x = α · f2, (2.6)

C ′ =
C

f1

· f2, (2.7)

Aby jsme dosáhli separace muśı platit podmı́nka x > C’. Po dosazeńı x a C’ vznikne
výraz

α · f2 >
C

f1

· f2, (2.8)

po úpravě

α >
C

f1

. (2.9)

Pro zvolenou hodnotu f1 = 300 mm pak ze vztahu 2.9 vyplývá, že C muśı být menš́ı
než 3,975 mm. Volba f2 vycháźı z požadavku aby C’ odpov́ıdalo menš́ımu rozměru
kamery

C ′ = 1200 pixel̊u · 5,86 µm = 7032 µm = 7,032 mm. (2.10)

S využit́ım vztahu 2.7 vycházi, že f2 je rovno

f2 =
C ′

C
· f1 =

7,032mm

3,975 mm
· 300 mm ≈ 530 mm. (2.11)

V experimentu byla použita čočka s ohniskovou vzdálenost́ı f2 = 500 mm, tud́ıž
stopa na kameře bude mı́t velikost C ′ ≈ 6,625 mm. Z uvedených hodnot lze určit
velikost zorného pole v předmětovém prostoru pro objektiv se zvětšeńım 10x

d1 =
C ′

M1

=
6,625 mm

50
3

≈ 0,4 mm (2.12)
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a pro objektiv se zvětšeńım 20x

d2 =
C ′

M2

=
6,625 mm

100
3

≈ 0,2 mm. (2.13)

2.1.3 Určeńı parametr̊u masek

Významnou výhodou využit́ı PMS v mikroskopii kromě flexibility je taktéž možnost
volby parametr̊u, které vyhovuj́ı uživateli , anebo jsou potřebné pro danou optickou
soustavu. Určeńı správných poloměr̊u centrálńıch oblast́ı je kĺıčové pro správnou pro-
storovou filtraci spektra. Dá se vycházet z výpočtu pro zvětšeńı obrazu zdroje světla,
což bylo v našem př́ıpadě čelo vlákna.

Mzdroje =
fMO · f1

fkol · ftč

, (2.14)

ze vztahu 2.14 lze dopoč́ıtat D′
LED jako velikost obrazu čela vlákna na PMS,

Mzdroje =
D′

LED

DLED

=⇒ D′
LED =

fMO · f1

fk · ftč

·DLED, (2.15)

kdeDLED je velikost čela vlákna. Na určeńı velikosti pr̊uměru centrálńı oblasti poděĺıme
velikost stopy na PMS s velikost́ı pixelu PMS

npixel̊u =
D′

LED

DPMS

=
fMO · f1 ·DLED

fkol · ftč ·DPMS

. (2.16)

Po dosazeńı hodnot pro ohniskové vzdálenosti při použit́ı objektivu Olympus UPlan
FL N se zvetšeńım 10x, který má ohniskovou vzdálenost fMO1=18 mm, velikosti čela
vlákna DLED=0,4 mm a velikosti pixelu PMS DPMS = 0,02 mm dostaneme hodnotu

npixel̊u =
18 · 300 · 0,4

11 · 180 · 0,02
≈ 55 pixel̊u. (2.17)

Pro objektiv UPlan FL N se zvetšeńım 20x s ohniskovou vzdálenosti fMO2=9 mm je
velikost stopy rovna

npixel̊u =
9 · 300 · 0,4

11 · 180 · 0,02
≈ 27 pixel̊u. (2.18)

Hodnoty 2.17 a 2.18 slouž́ı jako orientačńı hodnota pro výběr velikosti centrálńı oblasti.
V experimentu byli použity centrálńı oblasti s velikost́ı 50 a 25 pixel̊u.
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2.2 Výsledky

2.2.1 Fázový kalibračńı vzorek

Jako referenčńı test byl použit fázový test od společnosti Benchmark, který má 3 r̊uzné
struktury pro 7 variaćı výšek hran od 50 nm po 350 nm [14]. V následuj́ıćıch sńımćıch
bude zobrazena struktura 6. a 7. skupiny rozlǐsovaćıho USAF testu.

(a) Světlé pole (b) Temné pole

(c) Spirálńı fázový kontrast (d) Negativńı Zernik̊uv kontrast

Obrázek 2.4:
Sńımky fázového kalibračńıho USAF testu s výškou hrany 350 nm s objektivem 10x

Při porovnávańı sńımk̊u bez masky (Obr. 2.4a) se sńımky, kde je provedena filtrace
spektra pomoćı PMS (Obr. 2.4b, 2.4c, 2.4d), je patrné, že dojde ke zvýšeńı kontrastu.
U temného pole (Obr. 2.4b) je znatelný pokles intenzity v pozad́ı, kdežto hrany jsou
ohraničené vyšš́ı intenzitou. V př́ıpadě spirálńıho fázového kontrastu (Obr. 2.4c) se
energie přesune do mı́st obrazu hran předmětu a dojde k izotropńımu zvýrazněńı. Na
sńımku s filtraćı pomoćı Zernikova kontrastu (Obr. 2.4d) se zvýš́ı intenzita v mı́stech,

21



kde předmět posouval fázi oproti pozad́ı. Nicméně v okoĺı předmětu vzniká efekt
st́ınovańı, který se projevuje zobrazeńım okoĺı předmětu s nižš́ı intenzitou.

Na sńımku 2.5 je př́ıklad temného pole, kdy neńı dodržena separace podle sekce
2.1.2 a nastane překryt́ı 0. s 1. difrakčńımi řády. Pokud by překryt́ı bylo větš́ı, dojde k
degradaci obrazu.

Obrázek 2.5: Temné pole Siemensovy hvězdy s překryvem

Sńımek 2.6 znázorňuje princip temného pole, kdy jsou v 0. řádu jsou ponechány vysoké
frekvence reprezentuj́ıćı detaily a ńızké frekvence jsou odseparovaný do 1. difrakčńıho
řádu.

Obrázek 2.6: Aplikováńı temného pole pro 0. difrakčńı řád
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Vyhodnoceńı

(a) (b) (c) (d) (e)

Obrázek 2.7: Řezy 6. skupiny a 1. elementu USAF testu. Na sńımku (a) je referenčńı
světlé pole, na sńımku (b) temné pole, na sńımku (c) spirálńı fázový kontrast a v
neposledńı řadě pozitivńı Zernik̊uv kontrast (d) a negativńı Zernik̊uv kontrast (e)

(a) Temné pole (b) Spirálńı fázový kontrast

(c) Negativńı Zernik̊uv kontrast (d) Pozitivńı Zernik̊uv kontrast

Obrázek 2.8: Intenzitńı řezy USAF testem s výškou hrany 350 nm

Pro analýzu sńımk̊u jsou vytvořeny intenzitńı grafy, které porovnávaj́ı jednotlivé me-
tody s referenćı, kdy neńı použita žádná maska. Osa x zaznamenává souřadnici v
předmětové rovině a osa y normovanou intenzitu.

Temné pole (Obr. 2.8a) posouvá celou úroveň intenzity ńıže a zvýrazňuje okoĺı
obrazu hran předmětu. Všechny sńımky byly zaznamenány se stejnou expozićı pro
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porovnávańı, a proto je u temného pole kontrast nižš́ı. Aby sńımky s temným polem
podávaly lepš́ı informaci o struktuře objektu, je vhodné zvýšit expozici.

Při srovnáńı spirálńıho fázového kontrastu a reference (Obr. 2.8b) je možné pozoro-
vat zvýšeńı intenzity v mı́stech obrazu hran pozorovaného předmětu. Z grafu je patrný
nár̊ust kontrastu, kdy některé hodnoty hraničily s maximálńı hodnotou intenzity.

Na rozd́ıl od předešlých vzork̊u, kde docházelo ke zvýrazněńı hran, Zernik̊uv fázový
kontrast(Obr. 2.8c,2.8d) p̊usob́ı na celou plochu vzorku a zvýrazńı hloubkovou struk-
turu předmětu.

Obrázek 2.9: Porovnáńı spirálńıho fázového kontrastu, temného pole a negativńıho
Zernikova kontrastu

Při srovnáńı těchto metod (Obr. 2.9) jsou zmı́něné rozd́ıly poměrně zjevné. Temné pole
má výrazně nižš́ı intenzitu a spolu se spirálńım kontrastem zvýrazňuj́ı hrany, zat́ımco
Zernik̊uv fázový kontrast zvyšuje intenzitu všude tam, kde je př́ıtomna změna fáze.

Porovnańı negativńıho a pozitivńıho Zernikova kontrastu

Jak bylo uvedeno v sekci 1.1.2, rozd́ıl mezi pozitivńım a negativńım Zernikovým kon-
trastem je zp̊usob, jakým je př́ımé světlo modulováno.
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(a) Pozitivńı Zernik̊uv
kontrast

(b) Negativńı Zernik̊uv
kontrast

Obrázek 2.10: Znázorněńı polohy intenzitńıho řezu

Jestliže je fáze př́ımého světla posunuta kupředu o π, v rovině obrazu docháźı k de-
struktivńı interferenci a předmět ztmavne (Obr. 2.10a). Pokud je fáze př́ımého světla
posunutá vzad, nastane konstruktivńı interference v rovině obrazu (Obr. 2.10b), kde
je předmět zesvětlen.

Obrázek 2.11: Porovnáńı pozitivńıho a negativńıho Zernikova kontrastu

Podle křivek 2.11 je možno vyč́ıst, kde se nacháźı pozorovaný předmět a jaký je jeho
reliéf. Pro křivku negativńıho Zernikova kontrastu jde o mı́sta, kde intenzita prudce
stoupá, a pro pozitivńı Zernik̊uv kontrast jsou to mı́sta, kde prudce klesá.
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Porovnáńı r̊uzných výšek hran USAF testu

(a) Světlé pole 50 nm (b) Světlé pole 200 nm (c) Světlé pole 350 nm

(d) Spirálńı fázový kontrast
50mm

(e) Spirálńı fázový kontrast
200mm

(f) Spirálńı fázový kontrast
350mm

(g) Zernik̊uv fázový kontrast
50 nm

(h) Zernik̊uv fázový kontrast
200 nm

(i) Zernik̊uv fázový kontrast
350 nm

Obrázek 2.12: Porovnáńı spirálńıho kontrastu a Zernikova kontrastu při r̊uzných
výškách hran

Účelem pozorováńı r̊uzných výšek hran bylo porovnáńı efektivity jednotlivých me-
tod v̊uči referenčńım sńımk̊um. U výšky hrany 350 nm bylo možno pozorovat objekt i
ve světlém poli (Obr. 2.12c). Při spirálńım fázovém kontrastu a Zernikovém fázovém
kontrastu (Obr. 2.12f,2.12i) docháźı ke znatelnému zvýšeńı kontrastu. Se snižuj́ıćı se
výšek hran efektivita obou metod klesá. Lze tvrdit, že u Zernikova fázového kontrastu
je předmět dobře viditelný i při výšce 50 nm (Obr. 2.12g), kdežto u spirálńıho kon-
trastu (Obr. 2.12d) se struktura stává slabě viditelnou a porovnatelnou s referenčńım
sńımkem světlého pole (Obr. 2.12a).
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2.2.2 Biologický vzorek

Pro ukázku typického fázového předmětu byly zobrazeny ĺıcńı buňky (Obr. 2.13), kryśı
tkáň (Obr. 2.14) a červené krvinky (Obr. 2.15).

(a) Světlé pole (b) Spirálńı fázový kontrast

(c) Pozitivńı Zernik̊uv kontrast (d) Negativńı Zernik̊uv kontrast

Obrázek 2.13: Sńımky ĺıcńıch buněk vytvořené s objektivem se zvetšeńım 20x

V př́ıpadě světlého pole je možné vidět př́ıtomnost ĺıcńıch buněk v předmětové rovině,
avšak struktura je téměř nerozeznatelná. Aplikaćı spirálńıho fázového kontrastu se
zvýrazńı hrany jader a je možno rozeznat, kde přesně se jádra nacháźı. Avšak po
promı́tnut́ı masky Zernikova kontrastu je zvýrazněn celý předmět, kde je zřetelně vidět
struktura předmětu a také poloha jader.
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(a) Světlé pole (b) Temné pole

(c) Spirálńı fázový kontrast (d) Negativńı Zernik̊uv kontrast

Obrázek 2.14: Sńımky kryśı tkáně vytvořené s objektivem se zvetšeńım 20x

Pro porovnáńı r̊uzných metod bylo použito také temné pole, které na rozd́ıl od světlého
pole zvýrazńı hrany, stejně jako spirálńı fázový kontrast. Ale přece také v tomto př́ıpadě
se jev́ı Zernik̊uv kontrast jako účinněǰśı než zbylé metody. Na sńımku 2.14d jsou zvidi-
telněny též struktury, které by jinak na prvńı pohled nebyly postřehnutelné.
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(a) Světlé pole (b) Spirálńı fázový kontrast

(c) Pozitivńı Zernik̊uv kontrast (d) Negativńı Zernik̊uv kontrast

Obrázek 2.15: Sńımky červených krvinek vytvořené s objektivem se zvetšeńım 20x

Na závěr byly zkoumány červené krvinky. Spirálńı fázový kontrast opět zvýraznil hrany,
ovšem pokud je ćılem pozorováńı specifický bikonkávńı tvar červených krvinek, je
vhodněǰśı metoda Zernikova kontrastu, která zvýrazńı reliéf buňky.
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Závěr

Ćılem práce bylo obeznámeńı se s principem moderńıch mikroskopických metod na
zvýšeńı kontrastu, které jsou běžně už́ıvané v praxi a zkonstruováńı funkčńıho mikro-
skopu využ́ıvaj́ıćıho prostorový modulátor světla na realizaci těchto metod.

V teoretické části jsou popsány moderńı mikroskopické metody využ́ıvané ke zvýšeńı
kontrastu obrazu fázových předmět̊u a jejich schematické znázorněńı. Nejprve je po-
psána metoda temného pole, v rámci ńıž je vzorek osvětlen šikmým svazkem a objektiv
zachytává pouze světlo rozptýlené na vzorku. Jako druhá je vysvětlena metoda Zer-
nikova fázového kontrastu využ́ıvaj́ıćı fázovou destičku umı́stěnou v mikroskopovém
objektivu. Posledńı metodou je spirálńı fázový kontrast vyvinutý na začátku 21. sto-
let́ı, který zavád́ı fázový posun azimutálně pomoćı 4-f systému. Dále jsou popsány ka-
palné krystaly a prostorové modulátory světla. Závěrem je zmı́něn popis masek, které
realizuj́ı popsané mikroskopické metody pomoćı prostorového modulátoru světla.

Experimentálńı část popisuje sestavu mikroskopu se 4-f systémem, v němž je umı́stěn
prostorový modulátor světla, který provád́ı filtraci prostorového spektra. Pro pozo-
rováńı byly zvoleny fázové předměty jako kalibračńı USAF test anebo Siemensova
hvězda a jako biologické vzorky byly použity ĺıcńı buňky, krev a kryśı tkáň. V ka-
pitole je také uveden zp̊usob výpočtu separace difrakčńıch řád̊u a výpočty slouž́ıćı pro
správný výběr parametr̊u masek.

Využit́ı prostorového modulátoru světla v mikroskopii je vysoce flexibilńı, nebot’ je
možno využ́ıt r̊uzných mikroskopických metod a to bez nutnosti mechanického zásahu
do soustavy rychlost́ı deśıtek Hz. Umožňuje to pohled na vzorek s r̊uznými kontrastńımi
metodami a odhalit struktury, které by pouze jedna nemusela zvýraznit.

Nevýhodou sestavy využ́ıvaj́ıćı prostorový modulátor světla je vyšš́ı náročnost a
objem sestavy z d̊uvodu př́ıtomnosti 4-f systému, který muśı mı́t parametry vhodně
zvolené, aby byla dodržená separace difrakčńıch řád̊u.V neposledńı řadě může být ne-
gativem prostorového modulátoru světla i to, že nedisponuje 100% účinnost́ı, a docháźı
tak ke ztrátám energie, což je nutné kompenzovat výkonněǰśım světelným zdrojem.

Možnost́ı rozš́ı̌reńı této práce je několik. Z výsledk̊u je patrné, že metoda temného
pole si vyžaduje lepš́ı osvětleńı vzorku, aby nemusela být expozice př́ılǐs vysoká. Jako
daľśı doplněńı se nab́ıźı kvantitativńı rekonstrukce použit́ım spirálńıho fázového kon-
trastu. A protože jde předevš́ım o rychlost a flexibilitu soustavy, je možné pomoćı
programu MATLAB vytvořit uživatelské rozhrańı, které by umožňovalo vytvářeńı ma-
sek v uživatelsky přivětivým rozhrańı a s větš́ı rychlost́ı.
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Dostupné z: https://www.benchmarktech.com/

31


	Úvod
	Teoretická část
	Moderní metody světelné mikroskopie
	Temné pole
	Zernikův fázový kontrast
	Spirální fázový kontrast

	Kapalné krystaly
	Paralelní a vertikální nematické krystaly
	Stočené nematické krystaly

	Prostorový modulátor světla
	Realizace mikroskopických metod pomocí prostorového modulátoru světla

	Experimentální část
	Sestava
	Zvětšení systému
	Separace difrakčních řádů
	Určení parametrů masek

	Výsledky
	Fázový kalibrační vzorek
	Biologický vzorek


	Závěr
	Literatura

