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Rok obhajoby práce: 2018
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Úvod

Optická mikroskopia je metóda vhodná pre neinvaźıvne pozorovanie malých

objektov. Pri zobrazovańı slabo absorbujúcich predmetov, napŕıklad biologických

vzorkov, je však kontrast v obrazovej rovine výrazne degradovaný. Tento problém

je možné ob́ıst’ zafarbeńım vzorku, čo ale zároveň vedie k zmene jeho fyzikálne

- chemických vlastnost́ı. Zobrazovanie priehl’adných vzorkov bez nutnosti ich

predchádzajúceho zafarebenia elegantne rieši digitálna holografická mikroskopia

umožňujúca rekonštrukciu komplexnej amplitúdy vlny, ktorá prechádza pozoro-

vaným predmetom. Vd’aka tejto vlastnosti je možné študovat’ napŕıklad fázovú

hrúbku predmetov, alebo priestorové rozloženie indexu lomu v materiáli.

Prezentovaná bakalárska práca sa zapodieva digitálnou mimoosovou hologra-

fickou mikroskopiou so zabudovaným Sagnacovým interferometrom, v ktorom

vlny prechádzajú cez rovnakú sadu optických komponentov vo vzájomne pro-

tichodných smeroch. Mimoosová geometria umožňuje korektnú rekonštrukciu z

jedného holografického záznamu, zatial’ čo uvažovaný interferometer zaist’uje vy-

lepšenú časovú stabilitu oproti bežne využ́ıvaným experimentálnym konfiguráciám.

Uvedené vlastnosti je možné výhodne využit’ napŕıklad pri pozorovańı dyna-

mických dejov.

Ciel’om práce je popis, overenie prinćıpu činnosti a charakteristika základných

parametrov holografického mikroskopu so zabudovaným Sagnacovým interfero-

metrom. V prvej kapitole sú poṕısané základné delenia holografie, matematický

popis interferencie v́ln pri zázname hologramu a jeho rekonštrukcii. Taktiež prinćıp

a usporiadanie komponentov v Mach-Zehnderovom a Sagnacovom interferometri.

V druhej kapitole je vysvetlený prinćıp numerickej rekonštrukcie hologramu v
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programe MATLAB a experimentálne zmeraná časová stabilita vyššie uvedených

interferometrov. Na koniec práce si ukážeme rekonštruované holografické záznamy

čiarového testu a epitelových buniek.
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Kapitola 1

Holografia

Slovo holografia pochádza z gréčtiny a vzniklo spojeńım slov holos (celý) a

graphe (záznam). Znamená teda úplný obraz - trojrozmerný záznam založený na

zachyteńı obrazu predmetu pomocou interferencie koherentného žiarenia na dvoj-

rozmerný nosič. Holografický záznam (hologram) vzniká zložeńım referenčnej a

signálnej vlny, ktorá nesie informáciu o predmete. Hologram obsahuje informáciu

nielen o intenzite predmetu, ale aj o fáze svetla odrazeného alebo prejdeného za-

znamenávaným predmetom, vd’aka čomu je možné pozorovat’ aj fázové (priehl’adné)

predmety [1]. To je hlavný dôvod jej použitia. Na takto zaznamenanom holo-

grame je možné pozorovat’ interferenčnú štruktúru. Obraz pôvodného predmetu

sa nám zobraźı až po nasvieteńı hologramu rekonštrukčným svetelným zväzkom.

Oproti priamemu záznamu obrazu holografia naviac umožňuje rekonštrukciu ob-

razu predmetu z neúplného záznamu, i ked’ na úkor zńıženia kvality [2].

Holografiu vynašiel mad’arsko-britský fyzik Dennis Gabor v roku 1947 (No-

belova cena, 1971) [3], [4]. Efekt́ıvne sa začala využ́ıvat’ až od roku 1960, ked’ bol

vynájdený laser ako zdroj koherentného žiarenia. Gaborova holografia sa inak

nazýva aj osová. Alternat́ıvnu mimoosovú holografiu objavili v roku 1962 Em-

mett Leith a Juris Upatnieks [5], [6].

V roku 1963 Pieter van Heerden prǐsiel s myšlienkou využit’ holografiu na

záznam binárnych dát [7]. V tomto pŕıpade sa neosvetl’oval objekt, ale osvetl’ovaćı

svetelný zväzok prešiel maticou tmavých a priesvitných pixelov, ktoré predsta-

vovali jednotlivé bity. Uložené dáta sa źıskali z hologramu taktiež osvetleńım
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rekonštrukčným zväzkom. Vel’ká nevýhoda takéhoto dátoveho záznamu bola v

nemožnosti preṕısania uložených dát v holograme.

1.1. Základné delenie holografie

Osová a mimoosová holografia

Jedným z možných deleńı holografie je delenie na osovú (in-line) a mimoo-

sovú (off-axis). Rozdiel medzi nimi je v prinćıpe zaznamenávania a rekonštrukcii

hotových záznamov. Pri osovej holografii dopadá na záznamové médium signálna

a referenčná vlna pod rovnakým uhlom - kolmo, zatial’ čo pri mimoosovej holo-

grafii je vzájomným náklonom medzi obidve vlny o uhol θ zavedená priestorová

frekvencia (Obrázok 1.1).

Osová holografia má na rozdiel od mimoosovej výhodu vo vyššej kvalite

záznamu. Pre korektnú rekonštrukciu informácie o predmete je však potrebné

zaznamenat’ a numericky spracovat’ viac holografických záznamov. To je možné

vykonat’ napŕıklad pomocou algoritmov využ́ıvajúcich vzájomné fázové posunu-

tia medzi interferujúcimi vlnami [8]. Záznam série hologramov však trvá dlhšiu

dobu, čož môže byt’ obmedzujúce pri pozorovańı dynamických dejov.

V mimoosovej holografii sa informácia o signálnej vlne moduluje na nosnú

priestorovú frekvenciu. Táto vlastnost’ umožňuje separáciu holografických členov

v spektre a korektnú rekonštrukciu informácie z jedného holografického záznamu,

čo môže byt’ výhodné pre pozorovanie dynamických dejov. Zároveň sa však redu-

kuje množstvo prenesených priestorových frekvencíı, ktoré obsahujú informáciu

o predmete, čo môže viest’ k zńıženiu rozlǐsovacej schopnosti sústavy.
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Obrázok 1.1: Dopad signálnej a referenčnej vlny na záznamové médium - fotogra-
fickú emulziu alebo elektronický čip. Nal’avo osová holografia, napravo mimoosová
holografia. US...signálna vlna, UR...referenčná vlna.

Klasická a digitálna holografia

Ďalej môžeme holografiu delit’ na klasickú a digitálnu, ktoré sa ĺı̌sia v prinćıpe

záznamu a rekonštrukcie. Pri klasickej je ako záznamové médium použitá emulzia,

zatial’ čo pri digitálnej sa hologram zaznamenáva na čip. Pri rekonštrukcii kla-

sického hologramu sa záznam priamo osvetĺı a digitálne zaznamenaný hologram

rekonštruujeme poč́ıtačovo pomocou numericky definovanej vlny.

Prvé hologramy boli ”klasické”- zaznamenané na emulziu alebo fotografický

film. Tvorba takýchto hologramov bola zložitá pretože sa svetlocitlivá emulzia

musela nasvietit’ len po určitú dobu a potom nemohla byt’ vystavená d’aľsiemu

svetlu až kým nebola vyvolaná ako film. Klasické hologramy sa stále využ́ıvajú

napŕıklad ako zabezpečovacie prvky na bankovkách a kreditných kartách.

Digitálna holografia sa rozmohla až ked’ boli k dispoźıcii elektronické čipy

s dostatočne malými pixelmi a vel’kým rozĺı̌seńım, aby bolo možné zaznamenat’

vysoké priestorové frekvencie pre kvalitný záznam a rekonštrukciu hologramu

Zaznamenaný hologram je d’alej možné numericky spracovávat’ a napŕıklad zao-

strovat’ do rôznych rov́ın vo vzorku či vykonávat’ korekcie optických aberácíı.

V tejto práci sa budeme zaoberat’ mimoosovou digitálnou holografiou, ktorá

umožňuje korektnú rekonštrukciu z jedného zaznamenaného sńımku s možnost’ou

d’aľsieho numerického spracovania komplexnej amplitúdy.
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1.2. Záznam a rekonštrukcia hologramu

V tejto sekcii si matematicky poṕı̌seme vlastnosti zaznamenaných hologra-

mov v Mach-Zehnderovom interferometri a Sagnacovom interferometri, ktoré sú

vhodné pre prácu s priepustnými (transmisnými) vzorkami. Ďalej si poṕı̌seme

význam nosnej priestorovej frekvencie zavedenej medzi interferujúce vlny a využitie

referenčného hologramu pre korekciu fázových deformácíı pri holografickej re-

konštrukcii.

Matematický popis interferencie

Matematicky si môžeme signálnu a referenčnú vlnu zaṕısat’ vo všeobecnom

tvare

US = AS · ei·ϕS , UR = AR · ei·ϕR , (1.1)

kde AS a AR sú ich amplitúdy a ϕS a ϕR sú ich fázy. Výsledné pole vzniknuté

interferenciou týchto dvoch v́ln je možné zaṕısat’ v tvare

I = |US + UR|2 = US · U∗S + US · U∗R + UR · U∗S + UR · U∗R, (1.2)

kde * pri U∗S a U∗R znač́ı komplexné združenie. V pŕıpade, že zvoĺıme referenčnú

vlnu rovinnú, je môžné ju naṕısat’ v tvare

UR = AR · ei·
−→
k ·−→r = AR · ei·

2π
λ
·(sinθX,sinθY,sinθZ)·(x,y,z), (1.3)

kde AR je amplitúda vlny,
−→
k je vlnový vektor, −→r je polohový vektor a λ je

vlnová d́lžka svetla. Pre zjednodušenie výpočtov si zoberme vlnu odklonenú len

v jednom smere (voči ose x), pŕıslušný uhol označ́ıme θ a navyše uvažujme vznik

hologramu v rovine z=0. Rovnicu 1.2 je potom možné zaṕısat’ v tvare

I = A2
S + A2

R + AS · AR · ei(ϕS−k·x·sinθ) + AS · AR · ei(k·x·sinθ−ϕS). (1.4)

Matematický popis rekonštrukcie hologramu

Pre źıskanie informácie o signálnej vlne nasvietime zaznamenaný hologram

rekonštrukčnou vlnou UC. Rekonštruované pole hologramu bude mat’ tvar

IC= UC[US · U∗S + US · U∗R + UR · U∗S + UR · U∗R]

= UC |US|2 + UC |UR|2 + UC · US · U∗R + UC · UR · U∗S .
(1.5)
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Pokial’ budeme predpokladat’, že UC bude rovinná neodklonená vlna, ktorá sa š́ıri

v smere osy z, je v rovine z=0 a má amplitúdu AC

UC = AC, (1.6)

tak je možné výsledné pole 1.5 zaṕısat’ v tvare

I = AC ·A2
S+AC ·A2

R+AC ·AS ·AR ·ei(ϕS−k·x·sinθ)+AC ·AS ·AR ·ei(k·x·sinθ−ϕS). (1.7)

Prvý a druhý člen tvoria neodklonené vlny a d’aľsie dva členy tvoria vlny odklo-

nené, ktoré obsahujú užitočnú informáciu o fázi signálnej vlny.

Nosná priestorová frekvencia

Aby sme dokázali správne rekonštruovat’ digitálny mimoosový hologram, po-

trebujeme mat’ informáciu o signálnej vlne namodulovanú na vyššej nosnej pries-

torovej frekvencii. Počas rekonštrukcie hologramu využ́ıvame dvojrozmernú Fou-

rierovu transformáciu, ktorá prevádza priestorový signál na frekvenčné spektrum.

Fourierovú transformáciu môžeme zaṕısat’ v tvare

F {g(x, y)} =

∫ ∞
−∞

∫ ∞
−∞

g(x, y) · e−i·2·π(xµx+yµy)dxdy, (1.8)

kde g(x,y) je vstupujúci priestorový signál, µx a µy sú frekvenčné súradnice a x,

y sú karteziánske súradnice.

Ked’ budeme pre jednoduchost’ predpokladat’, že g(x,y) je rovinná vlna, ktorej

vlnový vektor lež́ı v rovine x-z a je odklonený o uhol θ vzhl’adom k osi z, bude

spektrum spoč́ıtané podl’a rovnice 1.8 obsahovat’ jedinú nenulovú komponentu,

ktorej poloha v spektre je daná vzt’ahom

µx =
sinθ

λ
. (1.9)
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Obrázok 1.2: Pŕıklad frekvenčného spektra vzniknutého interferenciou signálnej
vlny s rovinnou referenčnou vlnou. 0.rád spektra je v strede a -1. a 1. rády sú
nal’avo a napravo. Hodnoty na súradnicových osiach sú v čiarach na mm.

Ak použijeme FT pre rovnicu 1.4, objavia sa vo frekvenčnom spektre 3 difrakčné

rády (Obrázok 1.2). To znamená, že č́ım väčš́ı je uhol medzi dopadajúcimi vl-

nami, tým väčšia je priestorová frekvencia interferenčného obrazca a tým d’alej

od stredu sa vo frekvenčnom spektre zobraźı 1. a -1. rád. Ked’že vo frekvenčnom

spektre separujeme -1. alebo 1. člen, v ktorom je informácia o zmene fázy vlny

spôsobená jej prechodom alebo odrazom od pozorovaného predmetu, potrebujeme

ho dostatočne oddialit’ od 0. rádu, aby sa neprekrývali. Zároveň však nechceme,

aby sa člen s informáciou o fáze oddialil natol’ko, že jeho čast’ bude mimo frek-

venčného spektra, pretože by sme prǐsli o čast’ informácie. Taktiež pri prevzorko-

vańı kamery by sa mohol úplne vytratit’, alebo by sme zaznamenali neskutočné

artefakty. Budeme sa teda riadit’ Shannon-Nyquistovou vzorkovacou frekvenciou,

podl’a ktorej je presná rekonštrukcia spojitého, frekvenčne obmedzeného signálu

z jeho vzorku možná vtedy, ked’ je vzorkovacia frekvencia vyššia ako dvojnásobok

najvyššej harmonickej zložky vzorkovaného signálu.

Maximálna priestorová frekvencia µxmax, ktorú si môžeme zaviest’ medzi in-
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terferujúce vlny pri použit́ı našej kamery bude

µxmax =
sinθmax

λ
. (1.10)

Vzt’ah pre vzorkovaciu frekvenciu kamery µkamera je

µkamera =
1

∆
, (1.11)

kde ∆ je vel’kost’ jedného pixelu kamery. Podl’a Shannon-Nyquistovho kritéria

muśı byt’ vzorkovacia frekvencia kamery aspoň dvakrát vyššia ako najvyššia har-

monická zložka vzorkovaného signálu. Porovnańım vzt’ahov 1.10 a 1.11

µx = 2
sinθmax

λ
6

1

∆
(1.12)

źıskame vzt’ah

sinθ =
λ

2∆
, (1.13)

pomocou ktorého dokážeme vypoč́ıtat’ maximálny pŕıpustný uhol θ medzi inter-

ferujúcimi vlnami.

1.3. Mimoosová holografia s Mach-Zehnderovým

a Sagnacovým interferometrom

Medzi bežne použ́ıvané typy inteferometrov pre realizáciu mimoosovej geo-

metrie patŕı Mach-Zehnderov, Michelsonov a Sagnacov typ interferometra. Mi-

chelsonov interferometer obsahuje jeden delič zväzku a dva zrkadlá. Svetlo v

každej vetve ide smerom k zrkadlu a naspät’, takže tento interferometer nie je

vhodný pre pozorovanie priehl’adných vzorkov. Zameriame sa preto na využitie

Mach-Zehnderovho a Sagnacovho interferometra, ktoré sú vhodné na pozoro-

vanie transparentných vzorkov. Tieto interferometre často využ́ıvajú zrkadlá a

delič zväzku alebo polopriepustné zrkadlo pre rozdelenie vstupujúceho zväzku na

dva. Jedna čast’ zväzku poslúži ako referenčná vlna a druhá čast’ osvetĺı pred-

met. Následne spolu tieto dve vlny interferujú a vytvoria interferenčný obraz na

kamere.
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Intenzitné deliče zväzku ktoré delia svetelný zväzok na prechádzajúci a od-

razený v pomere 50:50 majú nevýhodu spätného odrazu svetla do zostavy. V

pŕıpade Sagnacovho interferometra ide o reflexiu pred interferometer. U Mach-

Zehnderovho interferometra nám druhý delič zväzku rozdeĺı celkový vstupujúci

svetelný výkon do zostavy 50:50 kde jedna čast’ smeruje na kameru a druhá

zostáva nevyužitá. To sa prejav́ı v energetickej účinnosti zostavy, kde v pŕıpade

že nemáme k dispoźıcii citliveǰsiu kameru a nemôžme pred́lžit’ expozičnú dobu

sńımky muśıme zvýšit’ svetelný výkon vystupujúci do zostavy, čo nemuśı byt’

vždy možné.

Preto sme v našich interferometrických zostavách použili polarizačný delič

zväzku (PDZ). Vstupujúci laserový zväzok prechádza cez lineárny polarizátor

(LP) a stane sa teda lineárne polarizovaný pod uhlom 45 stupňov. Vd’aka tomuto

LP môžeme korigovat’ intenzity v jednotlivých vetvách interferometra a tým aj

výsledný kontrast interferenčného obrazca - d’aľsia výhoda oproti využitiu ne-

polarizačných deličov zväzku. Následne sa v PDZ rozdeĺı vstupujúci zväzok na

dva, ten čo prechádza PDZ je horizontálne polarizovaný a druhý, odrazený, je

vertikálne polarizovaný. Po prechode interferometrom sa musia zväzky nasmero-

vat’ znova rovnakým smerom, v Mach-Zehnderovom interferometri (Obrázok 1.3)

sa to deje pomocou druhého PDZ, v Sagnacovom interferometri (Obrázok 1.4)

prechádzajú zväzky znova tým istým PDZ. Pri výstupe z interferometra potre-

bujeme ešte druhý LP natočený o 45 stupňov pre zaistenie interferencie oboch

zväzkov.

16



Obrázok 1.3: Mach-Zehnderov interferometer s lineárnymi polarizátormi (LP) a
polarizačnými deličmi zväzku (PDZ).

Obrázok 1.4: Sagnacov interferometer s lineárnymi polarizátormi (LP) a pola-
rizačným deličom zväzku (PDZ).

V obidvoch interferometroch sa naklápańım zrkadla, pŕıpadne PDZ, meńı uhol

medzi vlnami dopadajúcimi na tienitko alebo kameru a tým aj priestorová frek-

vencia interferenčného obrazca. Pri jej zvyšovańı muśıme dbat’ na to, aby sme

splnili vzorkovaciu podmienku 1.13.

Dôležitá vlastnost’ interferometra je jeho časová stabilita. Hovoŕı, o kol’ko

radiánov sa meńı fáza vlny v nehybom interferometri. Záviśı predovšetkým na

type použitého interferometra a vibráciách a fluktuáciach vo vzduchu. Pri zlej

časovej stabilite nedokážeme správne korigovat’ holografický záznam a rekonštruovat’

fázu signálnej vlny.
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1.4. Korekcia holografického záznamu

Optické sústavy majú aberácie ktoré sa nie vždy dajú dokonale vykorigovat’.

Okrem optických aberácíı môže byt’ kvalita výsledného hologramu ovplyvnená

parazitnými interferenciami od odrazu svetla na optických plochách, pŕıpadne

d’aľśımi deformáciami v optickej ceste. Taktiež ked’že sa sústred́ıme predovšetkým

na pozorovanie fázových predmetov - napŕıklad biologických vzorkov, máme ich

väčšinou umiestnené na podložnom skĺıčku, ktoré je d’aľśım objektom meniacim

fázu vlny. Jednou z metód ako kompenzovat’ fázové deformácie je využit’ korekčný

holografický záznam źıskaný bez pŕıtomnosti vzorku v zornom poli. Jeho využit́ım

sa zbav́ıme parazitných interferencíı a nežiadúcich zmien fázy vlny spôsobených

použitou optickou sústavou.

Interferenciu dvoch v́ln v Mach-Zehnderovom interferometri bez umiestneného

vzorku, kde U1 je vlna prechádzajúca interferometrom priamo a U2 je vlna od-

klonená od kolmice dopadu na tienitko alebo kameru o uhol θ, môžeme zaṕısat’

v tvare

U1 = A1 · ei·δ1 , U2 = A2 · ei·δ2 · ei·k·x·sinθ, (1.14)

kde A1 a A2 sú amplitúdy svetelných v́ln a δ1 a δ2 je rozloženie aberácíı a pries-

torových fázových nehomogeńıt v sústave v pŕıslušných vlnách. Z interferencie

týchto v́ln nás bude zauj́ımat’ napŕıklad len člen U1U
∗
2, pretože nesie informáciu

o fáze signálu. Po odstráneńı nosnej frekvencie môžeme U1U
∗
2 zaṕısat’ v tvare

U1U
∗
2 = A1 · ei·δ1 · A2 · e−i·δ2 . (1.15)

Pri interferencii dvoch v́ln s pozorovaným vzorkom v optickej sústave nahrad́ıme

vlnu U1 signálnou vlnou US, ktorá obsahuje navyše fázovú zmenu ei·ϕS závislú na

vlastnostiach pozorovaného predmetu. Za predpokladu, že sa aberácie a fázové

nehomogenity δ1 nezmenia, zostávajú rovnaké ako v U1. Vlna U2 zostane ako

referenčná a vlna US bude mat’ tvar

US = AS · ei·ϕS · ei·δ1 . (1.16)
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Z interferencie US a U2 nás bude taktiež zauj́ımat’ len člen USU∗2, v ktorom sa

rovnako ako v 1.15 eliminovala priestorová frekvencia pri rekonštrukcii presunom

v spektre

USU∗2 = AS · ei·ϕS · ei·δ1 · A2 · e−i·δ2 . (1.17)

Následne podeĺıme rekonštruovaný záznam 1.17 s referenčným záznamom 1.15

USU∗2
U1U∗2

=
AS · A2 · ei·ϕS · ei·δ1 · e−i·δ2

A1 · A2 · ei·δ1 · e−i·δ2
=

AS

A1

· ei·ϕS . (1.18)

Po korekcii zaznamenaného hologramu na referenčné spektrum obsahuje re-

konštruovaná fáza len informáciu o pozorovanom predmete. Práve pre jej správnu

rekonštrukciu potrebujeme čo najlepšiu časovú stabilitu interferometra. Pri zlej

časovej stabilite sa fázové nehomogenity δ1 zmenia a nedokážeme správne re-

konštruovat’ fázu signálnej vlny ϕS.

1.5. Interferencia v́ln v Sagnacovom interferome-

tri

V Sagnacovom interferometri pred ktorým je umiestnený vzorok interferujú 4

svetelné vlny, z ktorých sú 2 referenčné a 2 signálne. To je spôsobené prinćıpom

metódy, ked’že v Sagnacovom interferometri sa nedeĺı svetelný zväzok na refe-

renčnú a signálnu vlnu ale obidve obsahujú signálnu aj referenčnú čast’. Tieto 4

svetelné vlny si môžeme zaṕısat’ ako

US(x) US(x) · ei·k·x·sinθ

UR(x + ∆x) UR(x−∆x) · ei·k·x·sinθ,
(1.19)

kde US(x) je signálna vlna, UR(x + ∆x) referenčná vlna a US(x) a UR(x−∆x)

sú odklonené vlny - signálna a referenčná (Obrázok 1.5). Ich interferencia na

detektore je

I =
{

US(x) + UR(x + ∆x) +
[
US(x) + UR(x−∆x)

]
· ei·k·x·sinθ

}
·{

U∗S(x) + U∗R(x + ∆x) +
[
U∗S(x) + U∗R(x−∆x)

]
· e−i·k·x·sinθ

}
.

(1.20)
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Obrázok 1.5: Interferencia v́ln v Sagnacovom interferometri pred ktorým je
umiestnený pozorovaný predmet, bez zavedenej priestorovej frekvencie a bez od-
deleného zdvojeného obrazu (a), a so zavedenou priestorovou frekvenciou a s
dostatočne oddelenými zdvojenými obrazmi (b).

Po roznásobeńı dostávame 0., -1. a 1.difrakčný rád, kde sa zameriavame hlavne

na 1.difrakčný rád, ktorý je možné po odstráneńı nosnej priestorovej frekvencie

zaṕısat’ v tvare

U = US(x) · U∗S(x) + US(x) · U∗R(x + ∆x)+

+ UR(x−∆x) · U∗S(x) + UR(x−∆x) · U∗R(x + ∆x) (1.21)

Z týchto členov sa US(x) · U∗S(x) a UR(x−∆x) · U∗R(x + ∆x) rovnajú nule v pŕıpade,

že máme dostatočne vel’ký posun obrazov na kamere a neprekrývajú sa (vplyvom

použitej metódy vzniká na kamere zdvojený obraz predmetu). Zostane nám teda

len

US(x) · U∗R(x + ∆x) + UR(x−∆x) · U∗S(x). (1.22)

Môžeme vidiet’, že členy signálnych v́ln sú komplexne združené a tvoria na kamere

zdvojené obrazy. Ich zmena fázy prechádzajúcej vlny teda bude rovnaká, len s

opačným znamienkom.
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1.6. Optický mikroskop s tubusovou šošovkou

Pozorovanie malých transparentných vzorkov umožňuje holografická mikro-

skopia. Interferuje tu zväčšený obraz vzorku s referenčnou vlnou. Dôležitým pa-

rametrom mikroskopu je jeho zväčšenie. Ked’ poznáme zväčšenie optickej sústavy

tak dokážeme určit’ vel’kost’ pozorovaného predmetu. Udáva sa v bezrozmerných

jednotkách a je to pomer vel’kosti obrazu k vel’kosti predmetu

m =
y′

y
, (1.23)

kde m je zväčšenie mikroskopu, y′ je vel’kost’ obrazu predmetu a y je vel’kost’

predmetu (v rovnakých jednotkách). V našej experimentálnej zostave použijeme

mikroskopový objekt́ıv v kombinácii s tubusovou šošovkou, aby sme dokázali zob-

razit’ ostrý obraz pozorovaného predmetu na kameru. Pre matematický výpočet

zväčšenia našej optickej sústavy môžeme použit’ vzt’ah

m = − fTS
′

fMO
′ , (1.24)

kde fTS
′ je obrazová ohnisková vzdialenost’ tubusovej šošovky a fMO

′ je obrazová

ohnisková vzdialenost’ mikroskopového objekt́ıvu.
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Kapitola 2

Experimentálne merania

V nasledujúcich podkapitolách si poṕı̌seme priebeh jednotlivých merańı v la-

boratóriu. Ako prebieha praktický záznam hologramu, meranie zväčšenia mik-

roskopu implementovaného do interferometra, vd’aka ktorému dokážeme určit’

vel’kost’ pozorovaných predmetov, rekonštrukcia digitálnych hologramov v pro-

grame MATLAB, meranie časovej stability interferometrov, ktorá ovplyvňuje

kvalitu hologramov pri korekcii a nakoniec si ukážeme hotové rekonštruované

hologramy zaznamenané v laboratóriu.

V naš́ıch experimentálnych zostavách bolo svetlo z nepolarizovaného He-Ne

laseru (λ=632,8 nm) naviazané do jednomódového optického vlákna (JMV) a

následne z neho bolo vyviazané a kolimované.

V zostave so Sagnacovým interferometrom (Obrázok 2.1) bol týmto kolimo-

vaným zväzkom osvetlený pozorovaný predmet (vzorok), ktorý sa zobrazoval

d’alej cez mikroskopový objekt́ıv (MO). Tento mikroskopový objekt́ıv bol uchy-

tený zvislo pre možnost’ pozorovania biologických preparátov, ktoré bývajú často

vo forme tekut́ın umiestnených na podložnom skĺıčku. Kvôli zvislému uchyteniu

mikroskopu boli v zostave použité d’aľsie 3 zrkadlá, cez ktoré prechádza svetlo

k interferometru. Pred interferometrom je tubusová šošovka (TŠ, f ′=400 mm),

ktorá tvoŕı s mikroskopovým objekt́ıvom 4f systém a zobrazuje obraz predmetu

priamo na CCD čip kamery, ktorý je umiestnený v obrazovom ohnisku tubusovej

šošovky. Následne svetlo prechádza lineárnym polarizátorom (LP) a interferome-

trom, v ktorom je polarizačný delič zväzku (PDZ). Obidve prechádzajúce vlny
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majú rovnakú optickú dráhu, len v opačnom smere. Za interferometrom muśı byt’

druhý lineárny polarizátor, aby spolu mohli vlny interferovat’.

V zostave s Mach-Zehnderovým interferometrom (Obrázok 2.2) prechádzal

kolimovaný zväzok lineárnym polarizátorom (LP) a v interferometri sa pomo-

cou polarizačného deliču zväzku rozdelil na 2 vetvy, kde obidve obsahovali rov-

naký mikroskopový objekt́ıv (MO), aby sa zachovala rovnaká optická dráha s

aberáciami objekt́ıvu. Pred jedným objekt́ıvom bol umiestnený pozorovaný pred-

met - táto vlna bola signálna (US). Druhá vlna zostala ako referenčná (UR). Za

interferometrom bol rovnako ako pri použit́ı Sagnacovho interferometra lineárny

polarizátor a nakoniec tubusová šošovka (f ′=400 mm).

Schématický nákres použitých zostáv;

Obrázok 2.1: Zostava so Sagnacovým interferometrom, ktorá obsahuje aj zrkadlá
naviac pre možnost’ zvislej mikroskopie napŕıklad pre pozorovanie biologických
preparátov v roztokoch.
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Obrázok 2.2: Zostava s Mach-Zehnderovým interferometrom.

Na meranie zväčšenia našej optickej sústavy teda potrebujeme predmet o

známej vel’kosti. Zvolili sme si kalibrovaný test USAF 1951, obsahujúci čiary o

rôznych š́ırkach, ktorých vel’kosti sa dajú zistit’ z vel’kostnej tabul’ky priloženej

k testu. Meranie bolo vykonané na Sagnacovom aj Mach-Zehnderovom interfe-

rometri. Počas merania bola použitá len signálna vetva v interferometri. Urobili

sme záznam, z ktorého sme potom pomocou programu spoč́ıtali na kol’ko pixe-

lov sa zobrazila čiara z testu a vynásobeńım tohto č́ısla vel’kost’ou pixelu (7,4µm)

dostávame vel’kost’ obrazu v µm. Po dosadeńı vel’kosti obrazu a vel’kosti predmetu

ktorú vieme z tabul’ky do vzorca 1.23 dostávame:

mSagnac = 22 , mMach = 22, 5. (2.1)

Namerali sme teda zväčšenie 22 v Sagnacovom interferometri a 22,5 v Mach-

Zehnderovom interferometri pre mikroskopový objekt́ıv Olympus UPlanFL N,

10x/0.30. V pŕıpade že by sme chceli zmenit’ zväčšenie, môžeme vymenit’ napŕıklad

objekt́ıv, alebo tubusovú šošovku v sústave. Pre pozorovanie drobneǰśıch predme-

tov sme tak neskôr učinili a pre zvolený objekt́ıv Olympus UPlanFL N, 40x/0.75

v Sagnacovom interferometri sme rovnakým postupom namerali zväčšenie 88,3.
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Priebeh záznamu hologramu

Pomocou programu pre ovládanie kamery v poč́ıtači môžeme sledovat’ živý

náhl’ad z kamery - pre jednoduché doostrovanie predmetu, nastavit’ si dobu ex-

poźıcie sńımku a ukladat’ záznamy do pamäte poč́ıtača. Program nám ponúka aj

d’aľsie nastavenia a možnosti, napŕıklad tvorbu záznamov v pravidelných inter-

valoch po určitú dobu, čo sme využili pri merańı stability interferometrov.

Pri vykonávańı samotných záznamov si potrebujeme zaviest’ medzi interfe-

rujúce vlny vhodnú priestorovú frekvenciu, aby sme následne dokázali záznam

správne rekonštruovat’. To vykonáme naklápańım zrkadla alebo otáčańım deličom

zväzku v interferometri. Maximálny uhol θ medzi interferúcimi vlnami dopa-

dajúcimi na kameru vypoč́ıtame dosadeńım parametrov našej sústavy

λ = 632, 8 nm a ∆ = 7, 4 µm do vzt’ahu 1.13 a dostávame výsledok

θmax = arcsin
632, 8 · 10−9

2 · 7, 4 · 10−6
= 2, 45◦. (2.2)

Taktiež potrebujeme, aby bol v interferenčnom obrazci vysoký kontrast medzi

svetlými a tmavými interferenčnými prúžkami. Kontrast dokážeme menit’ pomo-

cou polarizačných filtrov, ked’že máme v sústavách polarizačné deliče zväzku.

Podl’a teórie by sme mali dosiahnut’ najvyšš́ı kontrast pri natočeńı lineárneho

polarizátora pod uhlom ±45 stupňov na vstupe do interferometra (aby bola in-

tenzita rozdelená rovnako do obidvoch ramien, ked’že v jednom je vertikálne a v

druhom horizontálne polarizovaný zväzok) a ±45 stupňov na výstupe z interfe-

rometra.

2.1. Rekonštrukcia digitálnych holografických

záznamov

Celý proces rekonštrukcie zaznamenaných digitálnych hologramov uložených

v poč́ıtači prebieha pomocou programu MATLAB. Hologram sa zo súboru nač́ıta

do matice. Ked’že potrebujeme frekvenčné spektrum, s ktorým budeme d’alej pra-

covat’, použijeme algoritmus pre dvojrozmernú rýchlu fourierovu transformáciu
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(FFT2 - Fast Fourier Transform 2D). Následne dostávame frekvenčné spektrum,

v ktorom sú ńızke frekvencie na okrajoch a v rohoch a smerom do stredu matice

sú vyššie frekvencie - v strede je Nyquistova frekvencia. Ďalej požadujeme, aby

boli ńızke frekvencie zobrazené v strede spektra a vyššie na okrajoch, teda presne

naopak. Diagonálne vymeńıme kvadranty v matici pomocou funkcie FFTshift.

Teraz máme vo frekvenčnom spektre ńızke frekvencie v strede matice a vysoké

frekvencie pri okrajoch.

Zvislé interferenčné prúžky (pri interferujúcich vlnách vychýlených len do

strán) sa vo frekvenčnom spektre zobrazia ako body na osi x, šikmé prúžky by

sa zobrazili vo všeobecnej polohe voči osi x. Ak máme správne zaznamenaný

hologram, uvid́ıme v spektre -1., 0. a 1. difrakčný rád.

V nasledujúcom kroku nájdeme stred 1.rádu spektra - bod s najvyššou inten-

zitou a sprav́ıme výrez jeho okolia. Vyrežeme z matice frekvenčného spektra malú

maticu, ktorá má v strede stred 1.rádu spektra, v ktorého okoĺı je informácia o fáze

pozorovaného predmetu. Túto novú maticu premiestnime do pôvodného miesta

0.rádu spektra a to vykonáme vytvoreńım novej nulovej matice o rovnakých roz-

meroch ako mala pôvodná matica so spektrom. Malú maticu s výrezom vlož́ıme

do tejto novej nulovej matice, s ktorou budeme d’alej pracovat’. Vd’aka tomuto

presunutiu v spektre sme eliminovali nosnú priestorovú frekvenciu a zostal nám

len interferenčný člen nesúci informáciu o fáze, ako bolo ukázané v 1.18. Pri

tomto “vyrezávańı” je nutné mat’ na vedomı́, že požadujeme len 1.rád spektra -

pri vel’kom oreze by mohlo dôjst’ aj k výberu časti 0.rádu a to je nežiadúce.

S novou maticou nasleduje inverzná operácia ako bola na začiatku; FFTshift

pre diagonálnu výmenu kvadrantov a iFFT2 - inverzná Fourierova transformácia,

ktorá nám prevedie frekvenčné spektrum do priestorového signálu. Dostávame re-

konštruovaný holografický záznam, z ktorého si môžeme vykreslit’ ako amplitúdu,

tak aj fázu pôvodnej svetelnej vlny.

Ked’že pri zaznamenávańı hologramu muśıme použit’ optickú sústavu ktorá má

svoje aberácie, vznikajú nám v holografickom zázname nežiadúce deformácie ob-

razu a parazitné interferencie. Pomocou korekčného hologramu zaznamenaného
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bez pozorovaného vzorku sa môžeme zbavit’ parazitných interferencíı a zmien

fázy vlny spôsobených použitou optickou sústavou, tak ako to bolo poṕısané

v sekcii 1.4. Takýto korekčný záznam môže mat’ viacero foriem, napŕıklad len

ako záznam interferencie v́ln v optickej sústave pri rovnakých podmienkach ako

boli pri zázname hologramu, alebo pri pozorovańı biologických preparátov, ktoré

bývajú vo forme tekut́ın na podložnom skĺıčku prekryté kryćım skĺıčkom môže

obsahovat’ aj zmenu fázy spôsobenú spomenutými skĺıčkami. V druhom pŕıpade

dokážeme lepšie odseparovat’ zmenu fázy vlny spôsobenú len pozorovaným pred-

metom.

Pri použit́ı korekčného záznamu ho potrebujeme rovnako digitálne rekonštruovat’

ako hologram, s ktorým pracujeme. Ked’ ho máme rekonštruovaný a uložený v

programe MATLAB ako maticu, môžeme ńım vydelit’ holografický záznam rov-

nako ako v 1.18, pre každý pixel zvlášt’. Následne si môžeme vykreslit’ fázu z

rekonštruovaného korigovaného hologramu pomocou funkcie angle().

2.2. Meranie stability interferometrov

Časová stabilita interferometra záviśı predovšetkým na optickej dráhe signálnej

a referenčnej vlny v interferometri. Sagnacov interferometer má rovnakú optickú

dráhu pre obidve vetvy, len ňou prechádzajú v opačnom smere. Preto očakávame,

že bude výrazne stabilneǰśı ako napŕıklad Mach-Zehnderov interferometer, ktorý

má samostatné ramená pre dané vlny.

Meranie prebiehalo bez pŕıtomnosti vzorku a so všetkými optickými prvkami

ako pri zaznamenávańı hologramov. V programe na poč́ıtači, ktorý riadi kameru

s CCD a ukladá záznamy, sa dá nastavit’ expozičná doba sńımku a vlastnosti

sériového sńımania. My sme nastavili expozičnú dobu na jeden sńımok 21 ms a

sériové sńımanie po dobu 120 s, pričom sa jeden sńımok zaznamenal každú pol

sekundu. Celkovo máme teda 240 sńımkov. Stabilitu sme merali na Sagnacovom

aj Mach-Zehnderovom interferometri za rovnakých podmienok. Obidva interfero-

metre boli postavené na optickom stole s tlmeńım vibrácii pomocou vzduchovych

vankúšov. Ked’že je stabilita závislá na fluktuáciách vo vzduchu a vibráciách, v
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priebehu merania sme sa nepohybovali po laboratóriu a boli sme vzdialeńı od

meraného interferometra, aby sme neovplyvnili kvalitu merania.

Výpočet stability prebiehal v programe MATLAB, kde sa každý zaznamenaný

hologram rekonštruoval, aby sa odstránila priestorová frekvencia interferujúcich

v́ln. V časti záznamu, kde spolu interferujú elektromagnetické vlny prechádzajúce

interferometrom, sme vybrali maticu 100x100pixelov - teda 10 000 “náhodných”

pixelov na výpočet stability. To zodpovedá ploche 33,64 x 33,64 µm. Z nich sa

pre každý pixel zo všetkých mat́ıc zvlášt’ poč́ıta výberová smerodatná odchýlka

vzhl’adom k prvému záznamu pre fázu vlny;

σ =

√√√√ 1

N− 1

N∑
i=1

[Ai − A1]
2 (2.3)

kde σ je smerodatná odchýlka v radiánoch, N je počet záznamov pre ktoré

poč́ıtame odchýlku - v našom pŕıpade 239 pretože z 240 je prvý referenčný, Ai

je v porad́ı i-tá rekonštruovaná holografická fáza daného 1 pixelu z matice a A1

je v porad́ı prvá rekonštruovaná holografická fáza toho istého pixelu z prvého

záznamu, ktorá je použitá ako referencia. Výsledné hodnoty z merania stability

(10 000 hodnôt odchýlky σ) sme si vyniesli do histogramu (Obrázok 2.3).

Obrázok 2.3: Nal’avo histogram stability Sagnacovho interferometra, napravo sta-
bilita Mach-zehnderovho interferometra
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Nami nameraná výsledná priemerná hodnota výberovej smerodatnej odchýlky

je 0,026 rad v Sagnacovom interferometri a 0,455 rad v Mach-Zehnderovom inter-

ferometri. Môžeme teda vidiet’, že stabilita Sagnacovho interferometra je rádovo

lepšia ako stabilita Mach-Zehnderovho interferometra (17,5 x).

2.3. Experimentálne hologramy

V tejto časti sa pozrieme na hologramy zaznamenané v laboratóriu s využit́ım

Sagnacovho interferometra, ako vyzerajú po rekonštrukcii v programe MATLAB

a aký vplyv majú korekčné záznamy.

2.3.1. Čiarový test

Ako prvý rekonštruovaný holografický záznam si ukážeme čiarový test USAF-

1951, na ktorom je vidno zdvojený obraz spôsobený prinćıpom metódy záznamu

pomocou Sagnacovho interferometra (Obrázok 2.4).

Obrázok 2.4: Rekonštruovaný holografický záznam zaostreného čiarového testu

Počas zaznamenávania hologramov sa nám môže stat’, že nemáme obraz za-

ostrený presne na CCD a zist́ıme to až pri rekonštrukcii. V takomto pŕıpade

môžeme bud’ vykonat’ záznam znova, alebo ak to nie je možné, môžeme ho do-

ostrit’ pomocou algoritmu pre š́ırenie svetla v poč́ıtači. Jednou z možnost́ı je

Fresnelovské š́ırenie, ktoré je možné naprogramovat’ v MATLABe a implemento-

vat’ do nášho skriptu [9].
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Najprv muśıme holografický záznam rekonštruovat’ a uložit’ do matice, z kto-

rej sa nač́ıta do funkcie s Fresnelovským š́ıreńım. Po zadańı vzdialenosti ob-

razovej roviny do ktorej svetlo š́ırime, z nej dostávame doostrený holografický

záznam (Obrázok 2.5). Môžeme vidiet’, že obrazy sú komplexne združené a pri

rekonštrukcii rovinnou vlnou sa poźıcia rekonštruovaných obrazov ĺı̌si v znami-

enku.

Obrázok 2.5: Rekonštruovaný holografický záznam rozostreného čiarového testu,
doostrený pomocou Fresnelovského š́ırenia

2.3.2. Fázové objekty

Za fázové objekty považujeme tie, ktoré nemenia amplitúdu prechádzajúcej

vlny, respekt́ıve ju menia len minimálne. Sú to teda objekty, ktoré svojim rozličným

indexom lomu a hrúbkou, teda rozdielnou optickou dráhou vzhl’adom k oko-

liu, menia fázu prechádzajúcej vlny. Môžu to byt’ napŕıklad priehl’adné tekutiny

(voda, lieh) alebo biologické preparáty (bunky).

Vyskúšali sme v laboratóriu zaznamenat’ hologram “cheek cells” - epitelových

buniek z vnútornej strany ĺıca. Na podložné skĺıčko sme kvapli kvapku vody, do

nej sme pridali výter z vnútornej strany ĺıca a prekryli sme to kryćım skĺıčkom. Po

jeho umiestneńı do predmetovej roviny mikroskopu v Sagnacovom interferometri

sme zaostrili obraz - posuvom predmetu pred mikroskopom, nastavili interfero-

meter na vhodnú priestorovú frekvenciu a oddelili od seba dva obrazy predmetu

ktoré vznikajú vplyvom zvolenej interferometrickej metódy. Rekonštruovaný ho-
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lografický záznam sme korigovali referenčným záznom, vd’aka čomu sme dosiahli

takmer len informáciu o zmene fázy signálnej vlny spôsobenú pozorovnaým pred-

metom (Obrázok 2.6). Zaznamenali a rekonštruovali sme viac záznamov buniek

(Obrázok 2.7).

Obrázok 2.6: Nal’avo rekonštruovaný holografický záznam buniek podelený re-
konštruovaným korekčným záznamom a napravo korigovaný rekonštruovaný
záznam, podl’a 1.18 .

Obrázok 2.7: Rekonštruované a korigované holografické záznamy buniek
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Taktiež sme si v programe MATLAB vykreslili jeden obraz pozorovanej bunky

do trojosého súradnicového systému. Tu je pekne vidno, že pri znalosti indexu

lomu danej bunky by sme vedeli podl’a zmeny fázy a vlnovej d́lžky použitého

svetla vypoč́ıtat’ jej hrúbku (Obrázok 2.8).

Obrázok 2.8: Rekonštruovaný holografický záznam bunky, zvislá os znač́ı zmenu
fázy prechádzajúcej vlny od 0 do π.
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Záver

Ciel’om mojej bakalárskej práce bolo vysvetlit’ prinćıp holografickej mikrosko-

pie a jej výhody oproti bežným mikroskopickým metódam. Hlavným ciel’om bolo

teoreticky poṕısat’ a experimentálne overit’ činnost’ digitálneho holografického mi-

kroskopu so zabudovaným Sagnacovým interferometrom a vysvetlit’ dôležitost’

referenčného korekčného záznamu využitého pri rekonštrukcii hologramu.

V prvej kapitole sme si vysvetlili čo je to holografia, ako sa zaznamenáva a re-

konštruuje hologram a delenie holografie podl’a metódy záznamu a záznamového

média. Porovnali sme osovú a mimoosovú holografiu a ich výhody a nevýhody.

Rovnako aj rozdiely medzi klasickou a digitálnou holografiou a spôsoby ich re-

konštrukcíı. Ďalej sme sa zapodievali už len mimoosovou digitálnou hologra-

fiou, pretože umožňuje rekonštrukciu signálnej vlny z jedného záznamu a pri

digitálnom spracovańı záznamu aj korekciu aberácíı optickej sústavy.

V druhej kapitole sme sa pozreli na experimentálne merania z laboratória -

ako prebiehal záznam digitálneho hologramu s použit́ım Sagnacovho alebo Mach-

Zehnderovho interferometra a jeho rekonštrukcia pomocou programu MATLAB.

Taktiež sme prakticky zmerali zväčšenia týchto interferometrov s implemento-

vaným mikroskopom a ich časovú stabilitu, ktorú sme vyhodnotili. Nakoniec

sme zaznamenali a rekonštruovali digitálne hologramy, kde sme pozorovali am-

plitúdové ale hlavne aj fázové predmety.

Počas ṕısania bakalárskej práce som sa toho vel’a naučil, prakticky som si overil

ako funguje digitálna holografia a rekonštrukcia záznamov v programe MATLAB.

Taktiež dúfam, že tento text bude v budúcnosti nápomocný niekomu, koho bude

táto problematika zauj́ımat’.
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