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Abstrakt

Tato práce se zaměřuje na problematiku optimalizace hologra-

fického mikroskopu. Ćılem této práce je prozkoumat možnosti pro

zlepšeńı laterálńıho rozlǐseńı dané mikroskopové soustavy. Dı́ky

aplikaci principu takzvané syntetické apertury se zlepšilo rozlǐseńı

mikroskopu z 8,311 µm na 2,8 µm.

Kĺıčová slova: mikroskopie, digitálńı holografie, digitálńı holo-

grafická mikroskopie, rozlǐseńı, interference, syntetická numerická

apertura

Abstract

This work is focuesd on the optimalization of the holographic

microscope. The aim is to explore possibilities for improvements

of the lateral resolution of given microscope setup. Application

of so-called ”synthetic aperture” increased the resolution of the

microscope from 8,3 µm to 2,8 µm.

Keywords: microscopy, digital holography, digital holographic

microscopy, resolution, interference, synthetic numerical aperture
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část práce mohla napsat v klidu naš́ı super kanceláře. V neposledńı
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2.3 Digitálńı zpracováńı hologramu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
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1.3 Schéma klasické holografie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
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Seznam zkratek

DHM Digitálńı holografická mikroskopie

nm nanometr

B magnetická indukce

E intenzita elektrického pole

µ0 permeabilita vakua

ε0 permitivita vakua

c rychlost světla ve vakuu

t čas

S Poynting̊uv vektor

H intenzita magnetického pole

ϕ vlnová frekvence

ω kruhová frekvence

λ vlnová délka světla

k vlnový vektor

r polohový vektor

I intenzita světla

p aperturńı funkce

d vzdálenost

SiO2 oxid křemičitý

CCD charge coupeled device

CMOS complementary metal – oxide – semiconductor

CGH poč́ıtačem generovaná holografie

DH digitálńı holografie

NA numerická apertura

DFT diskrétńı Fourierova transformace

FT Fourierova transformace

FFT Fast Fourier transformace

SNA syntetická numerická apertura
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Úvod

Digitálńı holografie byla poprvé popsána před v́ıce než 70 lety, p̊uvodně jako prostředek

pro zvýšeńı rozlǐseńı elektronového mikroskopu, ale jej́ı vynálezce Denis Gabor si

uvědomil, že difrakčńı obraz elektronového svazku obsahuje komplexńı informaci

o amplitudě a fázi elektronové vlny. Záznam difraktuj́ıćı elektronové vlny je pak

využit k optické syntetizaci pole objektu. Dı́ky tomu pojmenoval tuto novou me-

todu sńımáńı holografie (holos = celý, graphein = psát). Od té doby našla využit́ı

v mnoha r̊uzných aplikaćıch.

Digitálńı holografie přeb́ırá základy klasické holografie, tedy informaci o 3D po-

době zkoumaného objektu, ale přidává možnost digitálńıho zpracováńı. Digitálńı

holografická mikroskopie pak propojuje vlastnosti digitálńı holografie a mikrosko-

pie. Dı́ky mikroskopii źıskáme úhlově zvětšený sńımek, z nějž se dá d́ıky hologra-

fii vytvořit trojrozměrný model. Digitálńı holografická mikroskopie (DHM) dokáže

změřit topografii pozorovaného objektu ve zlomćıch vlnové délky, ovšem laterálńı

rozlǐseńı je dáno použitou optikou. Laterálńı rozlǐseńı je udáváno pomoćı numerické

apertury a vlnové délky. Dı́ky své všestrannosti je DHM aplikovatelná např́ıklad

na kompenzaci aberaćı čoček, zvětšeńı hloubky ostrosti obrazu, sledováńı částic,

a to i v reálném čase. DHM nám tedy umožňuje zobrazit přibĺıžený 3D model, a

zároveň zachovat jeho životnost. Digitálńı holografická mikroskopie (DHM) nav́ıc

umožňuje trojrozměrné zobrazeńı vzork̊u numerickým přeostřeńım dvourozměrného

(2–D) obrazu v r̊uzných rovinách objektu bez použit́ı opto – mechanického pohybu.

Lepš́ıho rozlǐseńı je možné dosáhnout několika zp̊usoby. Jedńım ze zp̊usob̊u zlepšeńı

je zvýšeńı numerické apertury. Numerická apertura (NA) nám udává stranové rozlǐseńı

čočky. Budeme – li zvětšovat úhel osvětleńı, bude se nám zvětšovat i numerická aper-

tura.

Bakalářská práce je rozdělena na dvě části, teoretickou, která zahrnuje rešerši na

dané téma, a praktickou, která se zabývá experimentálńım provedeńım digitálńıho

hologramu. Teoretická část popisuje chováńı světla a základńı informace o digitálńı

holografii. Praktická část se zabývá stavbou digitálńıho holografického mikroskopu

10



a využit́ı syntetické apertury pro zvýšeńı rozlǐseńı soustavy. Tato část také zahrnuje

popis numerické rekonstrukce hologramu.
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1 Teoretická část

1.1 Světlo

Světlo lze popsat jako proud částic (foton̊u), nebo jako elektromagnetickou vlnu.

Spektrum viditelného světla (obr. 1.1) se uvád́ı od 350 do 750 nm.

Obrázek 1.1: Spektrum elektromagnetického vlněńı

Chováńı elektromagnetické vlny je popsáno Maxwellovými rovnicemi. Ve vakuu

(prostřed́ı bez zdroj̊u) plat́ı:

∇×B =
∂E

∂t
ε0µ0,

∇× E = −∂B

∂t

∇ ·B = 0,

∇ ·D = 0

(1.1)

E je vektor intenzity elektrického pole, B je vektor indukce magnetického pole, D

je vektor elektrické indukce, µ0 = 4π.10−7 je permeabilita vakua, ε0 je permitivita

vakua. ∇ nabla operátor.
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S využit́ım vektorové identity∇×(∇× E) =∇(∇ · E)−∇2E a Maxwellových

rovnic můžeme dostat vlnovou rovnici světla. [1]

∇2E =
1

c2

∂2E

∂t2
, (1.2)

kde c = 1√
c0ε0

=299 792 458ms−1, je rychlost světla ve vakuu. Š́ı̌ŕı–li se světlo

prostřed́ım, vektor intenzity elektrického pole sv́ırá se směrem š́ı̌reńı úhel 90 ◦. Měńı–

li se směr vektoru E nahodile, označ́ıme toto světlo za nepolarizované. Kmitá – li

vektor E v jednom směru, světlo je polarizované. V př́ıpadě, že je světlo lineárně

polarizované a š́ı̌ŕı–li se pouze ve směru osy z, pak můžeme vlnovou rovnici zapsat

jako
∂2E

∂z2
=

1

c2

∂2E

∂t2
(1.3)

Jedno z nejjednodušš́ıch a nejd̊uležitěǰśıch řešeńı vlnové rovnice je popis harmonické

vlny. Uvažujeme–li z = 0, pak má rovnice tvar

E(0, t) = E0 cos(ωt+ ϕ). (1.4)

V jakémkoliv bodě z od zdroje vlněńı má rovnice předpis

E(z, t) = E0 cos(ωt+ ϕ− kr), (1.5)

kde E0 je reálná amplituda, ϕ je počátečńı fáze, ω je kruhová frekvence. Uvažujeme

vlněńı o dané frekvenci (monochromatické světlo). Vektor k je vlnový vektor, který je

definovaný jako k = 2π
λ

, kde λ je vlnová délka světla. Provedeme–li časovou derivaci

harmonické časové závislosti světelné vlny, můžeme psát vlnovou rovnici ve tvaru

Helmholtzovy rovnice [2]

∇2E + k2E = 0. (1.6)

1.2 Intenzita

Intenzita je jediný parametr elektromagnetického vlněńı, na nějž př́ımo reaguj́ı sen-

zory (oko, fotorezistor, čipy kamer...).

Je definována proudem energie plochou za čas. Z Maxwellových rovnic dostaneme

vztah.

S = E×H (1.7)

Velikost intenzity vyjadřuje Poynting̊uv vektor S, což je vektorový součin elek-
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trického a magnetického pole, kde E je vektor intenzity elektrického pole a H vektor

intenzity magnetického pole. Výsledná intenzita neńı lineárně závislá na intenzitě

elektrického pole, ale plat́ı

I ≈ E2 (1.8)

Žádný detektor neńı schopný zachytit rychlé změny intenzity.

I kdybychom dosáhli ideálńıho př́ıpadu, kdy je světlo monochromatické, tak

rychlé koĺısáńı intenzity nejsme schopni sledovat, protože stále nebyly vynalezeny

žádné měř́ıćı prostředky. Intenzita světla je obecně definována jako časová středńı

hodnota Poyntingova vektoru

I = 〈S〉 =
1

∆t

∫ t+∆t

t

Sdt (1.9)

Takovéto vyjádřeńı intenzity je obecné. Pro vyjádřeńı vlny, která má složitěǰśı pro-

storové uspořádáńı, může intenzita záviset na polohovém vektoru. [1]

1.3 Interference

Interference je charakteristická vlastnost vlněńı. Pro dvě monochromatické vlny se

shodnou vlnovou délkou, amplitudou a polarizaćı U1(r,t) a U2(r,t) plat́ı, že interferuj́ı

v prostoru.

Pro zjednodušeńı výpočt̊u zavedeme komplexńı amplitudu vlněńı. Definujeme

komplexńı č́ısla v Eulerově tvaru.

ejϕ = cosϕ+ j sinϕ, (1.10)

kde j je imaginárńı č́ıslo
√
−1. Proto je rovnice harmonické vlny v komplexńı

doméně U zapsána jako

U(z, t) = U0e
j(ωt−kz+ϕ)

U(z, t) = Re{U(z, t)} =
1

2
[U(z, t) + U∗(z, t)]

(1.11)

Ve většině optických aplikaćı se frekvence neměńı, a tud́ıž můžeme vynechat e−j(ωt)

a uvažovat pouze komplexńı amplitudu závislou na čase:

U(r) = U0e
j(kz−ϕ(r)) (1.12)
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Výsledná vlna je také monochromatická a jej́ı komplexńı amplituda je:

U(r) = U1 + U2 (1.13)

Fázi můžeme vypoč́ıtat jako

ϕ = ϕ1 + ϕ2 (1.14)

Intenzitu vyjádř́ıme jako

I = (U1 + U2)(U1 + U2)∗ (1.15)

Pokud U1 vyjádř́ıme jako U1 =
√
I1e

jϕ1 a U2 =
√
I2e

jϕ2 , pak

I = I1 + I2 + 2
√
I1I1 cosϕ (1.16)

Máme – li interferenci konstruktivńı, při ńıž jsou vlny ve fázi, źıskáme maximálńı

intenzitu, nebo interferenci destruktivńı, kdy jsou vlny v protifázi, a t́ım pádem je

výsledná intenzita nulová. Výsledné tmavé a světlé oblasti na st́ıńıtku nazýváme

interferenčńı obrazec nebo interferogram. Interferenčńı obrazec se nejčastěji pozo-

ruje ve formě čar, které se nazývaj́ı interferenčńı proužky. Kontrast (viditelnost)

interferenčńıch proužk̊u můžeme vyjádřit

C =
Imax − Imin
Imax + Imin

(1.17)

Existence a viditelnost interferenčńıch proužk̊u zálež́ı na několika okolnostech. Abychom

źıskali interferogram, pak muśı interferuj́ıćı svazky pocházet z jednoho zdroje, a

zároveň muśı být časově a prostorově koherentńı. Polarizace interferuj́ıćıch paprsk̊u

muśı být vyrovnána. Pro maximalizaci viditelnosti by měly mı́t interferuj́ıćı svazky

shodnou amplitudu. [3] [4]

1.4 Koherence

Pro většinu optických měřeńı použ́ıváme koherentńı zdroj paprsk̊u. Koherentńı zdroje

také využ́ıváme při digitálńı holografii, protože d́ıky nim jsme schopni zaznamenat

povrchovou strukturu daného předmětu, uvažujeme – li sinovou vlnu v čase τ . Po-

kud se chováńı vlny v čase ∆τ nezměńı, můžeme ř́ıct, že vlna je koherentńı v čase.

Časová koherence popisuje korelaci vlny se sebou, tedy jako chováńı bodu v čase.

Středńı čas mezi fázovými skoky je τ0. Hodnota τ0 se také nazývá koherenčńı čas.
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Celková délka vyzařované vlny je pak rovna

lc = cτ0 (1.18)

Délce pak odpov́ıdá i spektrálńı š́ı̌rka či š́ı̌rka spektrálńı čáry ∆ν.

∆ν =
1

τ0

(1.19)

Do rovnice dosad́ıme š́ı̌rku spektra a rozd́ıl největš́ı a nejmenš́ı vlnové délky ve

spektru zářeńı. Délka koherentńı vlny lc a čas koherence tc jsou inverzně proporčńı

vlnové délce ∆λ zdroje. Běžným zdrojem koherentńıho zářeńı je laser. [5]

Prostorová koherence popisuje vztah mezi signálem v jednom a druhém bodě,

tedy se zabývá fázovou korelaćı v prostoru. Koherence je popsána jako funkce

vzdálenosti a mapována jako korelace k absolutńı vzdálenosti mezi pozorovanými

body. [6]

Při použit́ı bodového zdroje nemá prostorová koherence význam.

1.5 Difrakce

Difrakce nastává tehdy, kdy světelná vlna dopadá na dvojrozměrný objekt, jehož

části jsou větš́ı než vlnová délka. Za objektem se světlo ohýbá (viz obr. 1.2). Po

dopadu na štěrbinu se začne š́ı̌rit na základě Huyghensova principu v elementárńıch

vlnoplochách. Komplexńı amplituda vlny je popsána jako

f(x, y) = U(x, y)p(x, y), (1.20)

kde p(x,y) je aperturńı funkce. Aperturńı funkce se rovná 1 uvnitř štěrbiny, nebo 0

vně štěrbiny.

Obrázek 1.2: Schéma difrakce
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Difrakce se popisuje difrakčńımi integrály.

U(P ) = U0

∫∫
A

e−jk(r0+r)

r0r

j

λ
cos(χ0)dA, (1.21)

kde U je komplexńı amplituda, j je komplexńı č́ıslo, k je vlnový vektor, r0 je

vzdálenost od st́ıńıtka, r je vzdálenost od bodu pozorováńı a j
λ

cos(χ0) je inklinačńı

faktor.

V digitálńı holografii se nejčastěji uplatňuje numerické řešeńı Fresnelovy a Fraunho-

ferovy difrakce, které převád́ı výpočet difrakce na numerické řešeńı Fourierovy trans-

formace. Pro větš́ı obecnost a přesnost se obvykle uplatňuje Fresnel̊uv př́ıstup.

Podle vzdálenosti d od st́ıńıtka rozlǐsujeme Fraunhoferovu a Fresnelovu difrakci.

Oba difrakčńı typy se navzájem doplňuj́ı, ale vzhledem k r̊uzným definićım jejich

region̊u nejsou ostře rozděleny. Fraunhoferova difrakce nastává ve vzdáleném poli,

v př́ıpadě, že kulovou vlnoplochu je možné nahradit rovinnou, zat́ımco k Fresnelově

difrakce docháźı v př́ıpadě, kdy kulovou vlnoplochu můžu aproximovat parabolickou.

Difrakce ovlivňuje rozlǐseńı zobrazovaćıho systému a je d̊uvodem kruhových vzor̊u

na okraj́ıch obrazu.

Minimálńı vzdálenost, kdy od sebe rozlǐśıme dva body v obraze, je dána difrakčńım

limitem (maximálńı rozlǐseńı). Maximálńı rozlǐseńı je dáno vztahem

r =
1, 22λ

R
, (1.22)

kdy R je poloměr aperturńı funkce (obvykle pr̊uměr čočky).

Ve této práci je pro zpracováńı sńımku využito Raleygh – Sommerfieldovo odvo-

zeńı. Toto odvozeńı je pro skalárńı vlny matematicky exaktńı. [7]

1.5.1 Raleyghovo rozlǐsovaćı kritérium

Při pohybu světelné vlny světlo difraktuje. Dı́ky difrakci docháźı k disperzi, ohybu

či interferenci. Mimo to také difrakce definuje, jak malé objekty od sebe rozlǐśıme.

Procháźı – li svazek přes úzkou aperturu, pozorujeme namı́sto bodu s ostrými hra-

nami bod obklopený kruhy, jehož hrany jsou rozmazané. To je zapř́ıčiněno difrakćı

na štěrbině. Světlo z r̊uzných část́ı kruhové apertury interferuje konstruktivně a

destruktivně. Tento efekt je zřetelný obzvláště v př́ıpadě malé apertury, ovšem pro-

jevuje se i pro velké apertury.

Nastává množstv́ı možnost́ı, kdy difrakce limituje rozlǐseńı. Ostrost našeho viděńı

je limitována světlem procházej́ıćım zř́ıtelnićı. Difrakce je zp̊usobena omezeným
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pr̊uměrem světelného svazku, ne interakćı se clonou. Jeden z d̊usledk̊u difrakce je,

že ohnisko svazku má konečnou š́ı̌rku a intenzitu. [8]

1.6 Laser

Laser je akronym slov Light Amplitfication by Stimulated Emission of Radiation, což

překládáme jako zesilováńı světla stimulovanou emiśı zářeńı. Laser je zdroj vysoce

koherentńıho zářeńı.

Zářeńı v laseru vzniká stimulovanou emiśı fotonu v aktivńı látce. Stimulovaná

emise vzniká, je–li foton ve své horńı energetické hladině. Je – li atom na horńı hla-

dině, může spontánně přeskočit do nižš́ı energetické hladiny, při čemž uvolńı energii

v podobě fotonu. K tomuto procesu docháźı bud’ samovolně (spontánńı emise), nebo

kontrolovaně (stimulované emise).

Laser se skládá z několika část́ı. Prvńı část́ı je aktivńı prostřed́ı. Aktivńı prostřed́ı

tvoř́ı látka obsahuj́ıćı oddělené kvantové energetické hladiny elektron̊u. Daľśı část́ı

je rezonátor, který se použ́ıvá pro zesilováńı světla. Rezonátor tvoř́ı dvě zrcadla,

z nichž jedno je polopropustné a druhé nepropustné. Zrcadla muśı být umı́stěna

kolmo na osu laseru a být vzájemně rovnoběžná. Energie pro přesun elektron̊u z

nižš́ı energické hladiny do vyšš́ı se źıskává ze zdroje zářeńı, např́ıklad elektrickým

proudem či výbojkou. [9] [10]

1.7 Sńımaćı čipy

Pro záznam zářeńı použ́ıváme CCD nebo CMOS čipy. Čip zaznamená intenzitu

dopadaj́ıćıho zářeńı a převede ji na elektrony.

CCD (charge – coupeled device) je tvořeno fotocitlivým křemı́kovým plátkem

uloženým na kovové elektrodě izolovanou vrstvou SiO2. V CCD čipu se světlo

přenáš́ı přes čip, kde se pak v jednom rohu vyhodnocuje. Jedna z vlastnost́ı to-

hoto čipu je, že sńımek neńı zkreslený. Dı́ky tomu je tento čip velmi kvalitńı, co se

týče citlivosti, ovšem proces sńımáńı je velmi energeticky náročný. Sńımky z CCD

sńımače jsou velmi kvalitńı s ńızkým šumem. CCD čipy se proto použ́ıvaj́ı v ka-

merách, kde chceme dosáhnout velmi vysoké kvality sńımku. [12] [13]

CMOS (Complementary Metal – Oxide – Semiconduktor) zař́ızeńı maj́ı komple-

mentárńı páry tranzistor̊u typu p a n. CMOS čip sńımá fotony stejně jako CCD čip,

lǐśı se ale v přenosu informace a převodu napět́ı. Kĺıčovou vlastnost́ı CMOS čipu je

to, že spotřebovává při výkonu zanedbatelný výkon (spotřebovává se jen na uložeńı
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1 nebo 0). Dı́ky tomu je značná část spotřeby energie omezená pouze na časy, kdy

se CMOS se z jednoho stavu přepne do druhého. CMOS maj́ı mnohem v́ıce funkćı

než CCD čip. Kromě sńımáńı obrazu umı́ také redukovat šum či převádět analogový

signál na digitálńı. [11] [13]

Pro sńımáńı holoramu můžu poouž́ıt CCD i CMOS čipy.

1.8 Holografie

Holografie umožňuje záznam komplexńı světelné vlny. Na rozd́ıl od ostatńıch foto-

citlivých detektor̊u je holografie schopna zaznamenat kromě intenzity i fázi světelné

vlny. Dı́ky této vlastnosti jsme schopni zaznamenat prostorovou strukturu objektu.

Holografie je založena na principu interference koheretńıch paprsk̊u. V interfe-

renčńım obrazci jsou světlá a tmavá mı́sta daná fázovým rozd́ılem dvou paprsk̊u.

Svazky laseru osv́ıt́ı pozorovaný předmět. Odražené svazky jsou směřovány na záznamové

médium, kde interferuj́ı s referenčńım paprskem. V závislosti na lokálńı intenzitě se

změńı propustnost záznamového média a vznikne hologram. Při rekonstrukci holo-

gramu se zachovává perspektiva i prostorová hloubka vjemu.

1.8.1 Klasická holografie

Při klasické holografii muśı proces záznamu prob́ıhat v temné mı́stnosti, kdy se holo-

gram zaznamená do fotocitlivé látky ve formě interferenčńıho obrazce generovaného

optickou interferenčńı objektové a referenčńı vlny. Referenčńı a objektová vlna spolu

interferuj́ı, č́ımž vytvoř́ı hologram, ten se chemicky zpracuje tak, aby byl časově sta-

bilńı (schéma na obr. 1.3). Při rekonstrukci hologramu osv́ıt́ıme vzniklý hologram

referenčńı vlnou a při pohledu skrz něj uvid́ıme i objektovou vlnu. Nicméně klasicky

vytvořený hologram nemůže být digitálně uchován. Je též nemožné je jakkoliv edi-

tovat po nahráńı interferenčńıho obrazce. Předevš́ım pro měřeńı se použ́ıvá sṕı̌se

digitálńı holografie. [4]
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Obrázek 1.3: Schéma klasické holografie

1.8.2 Digitálńı a poč́ıtačová holografie

Na rozd́ıl od klasické holografie, kde se hologram zaznamenává do fotocitlivé látky, se

při digitálńı holografii hologram zaznamenává na čip (CCD, CMOS 1.7). Hologram

je d́ıky tomu ihned převeden do digitálńı podoby a poč́ıtačově zpracován. Schéma

digitálńı holografie je zobrazeno na obr. 1.4.

Principy použité v klasické holografii, jako je difrakce a š́ı̌reńı, jsou popsány

elektromagnetickou difrakčńı teoríı, a proto je možné je nasimulovat v poč́ıtači. V

DH se hologram zaznamenává na čip, který jej uchová v digitálńı formě. Po zachyceńı

se provede numerická rekonstrukce, č́ımž źıskáme výsledné pole. To můžeme dále

zpracovávat. Při digitálńı holografii nav́ıc můžeme pracovat za podmı́nek, při kterých

by klasická holografie nebyla možná. Jako př́ıklad můžeme uvést superpozici v́ıce

hologramů zaznamenaných s rozd́ılnou vlnovou délkou. Daľśı výhodou je zpracováńı.

Hologram źıskaný pomoćı klasické holografie lze vytvořit a zpracovat pouze v tmavé

mı́stnosti.

Hlavńı odlǐsnost DH od klasické holografie je př́ımý př́ıstup k hodnotě fáze za-

znamenané vlny. Ta se po zpracováńı ulož́ı jako matice komplexńıch č́ısel. Elektro-

nický záznam má vyšš́ı světelnou citlivost, ale klasický záznam má lepš́ı prostorové

rozlǐseńı (nejméně o řád nižš́ı rozsah).

V poč́ıtačem generované holografii (CGH) je celý proces proveden numericky

v poč́ıtači a následně zaznamenán na jiné zař́ızeńı nebo prostorový světelný mo-

dulátor. Pro konstrukci takového hologramu neńı potřeba mı́t reálný zobrazovaný

objekt, protože je velmi pamět’ově náročné vytvořit kvalitńı poč́ıtačový hologram.

Daľśı výhodou DH a CGH oproti klasické holografii je rychlost sńımáńı, větš́ı kont-

rolovatelnost a přesnost. [14], [15]
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Obrázek 1.4: Schéma digitálńı holografie

1.9 Popis klasického mikroskopu

Klasická mikroskopová soustava je zobrazena na obrázku 1.5. Sběrná čočka produ-

kuje světlo lampy do kondenzačńıho otvoru, který je opticky spojen s ohniskovou

rovinou objektivu s okulárem. Vzorek je osv́ıcen kolimovaným svazkem světla. Obraz

zvětšeného vzorku je převrácený, virtuálńı a zvětšený (viz 1.6). Vzorek je opticky

spojen i s clonou. Plat́ı, že č́ım v́ıce světla clonou projde, t́ım je menš́ı clonové č́ıslo

F ( F = f
d
), kde f je ohnisková vzdálenost objektivu a d je pr̊uměr otvoru (aper-

tura) clony. Apertura ovlivňuje osv́ıceńı vzorku, ale i numerickou aperturu (NA).

Numerická apertura nám udává stranové rozlǐseńı čočky objektivu.

NA = n sin θ (1.23)

Důležitá vlastnost objektivu je jeho rozlǐseńı R (viz 1.24). Č́ım menš́ı je hodnota

R, t́ım kvalitněǰśı mikroskop je.

R =
0, 61λ

NA
, (1.24)

kde 0,61 je optická konstanta, λ je vlnová délka světla a NA je numerická apertura.
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[16] Daľśı část́ı mikroskopu je objektiv. Objektivy jsou kritickou část́ı mikroskopu.

Na objektivu nejv́ıce nastávaj́ı aberace (vady), nejčastěǰśı se setkáváme s chroma-

tickou, sférickou a zakřiveńım pole.

Propustnost optického systému může být zvýšená použit́ım média s vysokým

indexem lomu. Pro zlepšeńı rozlǐseńı objektivu se může použ́ıt tzv. imerze, tedy

technika, kdy se na kryćı skĺıčko objektu kápne kapalina, do ńıž se pak ponoř́ı

objektiv. Použitá kapalina muśı mı́t stejný index lomu jako objektiv. [3]

Obrázek 1.5: Schéma klasického mikroskopu

Obrázek 1.6: Optické zobrazeńı klasického mikroskopu, převzato z [17]
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1.10 Digitálńı holografická mikroskopie

Digitálńı holografická mikroskopie (DHM) se od standardńıch mikroskopických me-

tod lǐśı t́ım, že nezachycuje př́ımo objekt. Mı́sto sńımku přibližovaného objektu

máme jeho hologram. Protože se jedná o holografii, použ́ıváme dva světelné svazky,

referenčńı a osvětlovaćı. Osvětlovaćı svazek projde vzorkem a vytvoř́ı objektovou

vlnu, ta projde mikroskopovým objektivem. Mikroskopový objektiv nám poskytuje

zvětšený obraz vzorku. Oba světelné svazky pak spolu interferuj́ı a v poč́ıtači vy-

tvoř́ı hologram objektu. Mikroskopový objektiv se dá nahradit i jednoduchou čočkou,

př́ıpadně je možné čočku odebrat úplně. DHM nav́ıc umožňuje trojrozměrné zob-

razeńı vzork̊u numerickým přeostřeńım dvourozměrného (2–D) obrazu v r̊uzných

rovinách objektu bez použit́ı opto–mechanického pohybu.

DHM existuj́ı dva druhy – transmisńı a reflexńı. Transmisńı měř́ı, jak se změńı

optická cesta světla, které procháźı vzorkem. Reflexńı sńımá obraz založený na

odražené vlnoploše ze vzorku. To poskytuje pohled na topografii povrchu vzorku

prostřednictv́ım reflexe.

Dvěma hlavńımi typy interferometr̊u jsou Michelson̊uv interferometr a Mach –

Zender̊uv interferometr. Michelson̊uv interferometr je vhodné použ́ıt pro předměty s

vysokou reflex́ı (vysokou odrazivost́ı). Mach – Zender̊uv interferometr 1.7 je vhodněǰśı

pro transmisivńı (pr̊uhledné) objekty, protože je méně náchylný na chyby. Vyžaduje

v́ıce součástek, ale je flexibilněǰśı, obzvláště použ́ıváme – li mikroskopovou zobrazo-

vaćı soustavu. Mach – Zender̊uv interferometr je možné modifikovat i pro reflexńı

předměty přidáńım děliče svazku.

Objekt je ozařován nejčastěji rovinnou vlnou. Zvětšeńı je zprostředkováno přes

čočku objektivu s kombinaćı zobrazovaćı čočky. Interferometry také mohou zahrno-

vat tlumı́ćı nebo polarizačńı prvky pro kontrolováńı poměru intenzity mezi referenčńı

a objektovou vlnou. Stejně jako v klasické mikroskopii se mohou použ́ıt imerzńı ob-

jektivy pro zlepšeńı numerické apertury a rozlǐseńı. Je také možnost zvýšit rozlǐseńı

při použit́ı soustavy s vysokou numerickou aperturou. Daľśı alternativou je využ́ıt́ı

techniky syntetické apertury. [15]

Digitálńı holografický mikroskop má oproti klasickému optickému několik přednost́ı.

Prvńı výhodou je rozlǐseńı. Ačkoliv stále plat́ı omezeńı polovinou vlnové délky a

numerickou aperturou v horizontálńım směru, ve vertikálńım směru, kde sńımáme

fázový rozd́ıl, jsme schopni dosáhnout rozlǐseńı několika nanometr̊u. Dı́ky fázovému

rozd́ılu jsme také schopni sńımat trojdimenzionálńı informaci zkoumaného vzorku.

Můžeme tak sledovat i nejmenš́ı chyby na povrchu vzorku. DHM se hod́ı i na pozo-
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rováńı biologických vzork̊u, protože metoda sńımáńı je neinvazivńı. Dokážeme tak

zachovat život vzorku.

Obrázek 1.7: Schéma digitálńı holografické mikroskopie, BS – dělič, Č – čočka,
převzato z [18]
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2 Praktická část

Abychom dosáhli vysokého rozlǐseńı, použ́ıváme techniku syntetické apertury di-

gitálńı holografie. V zachyceném poli jsou virtuálně zahrnuty dvou dimenzionálńı

sńımky a śıt’ 3D mnohoúhelńık̊u. Výsledné zrekonstruované sńımky zahrnuj́ı veškeré

hloubkové podněty, ale digitálně zpracovatelné.

2.1 Popis holografického mikroskopu

Standardńı digitálńı holografický mikroskop se skládá ze zdroje, interferometru s

mikroskopovou soustavou, kamery poč́ıtače na zpracováńı.

Při konstrukci digitálńıho holografického mikroskopu v této práci je využit la-

ser ADR - 1805, generuj́ıćı laserový svazek o vlnové délce 635 nm a maximálńım

výkonu 4 mW. Laser je rozdělen optickým vláknem na referenčńı a objektový sva-

zek. V tomto konkrétńım př́ıpadě bylo použito optické vlákno od TW670R5A1 od

firmy Thorlabs, které děĺı svazek v poměru přibližně 50:50. Na konci optického

vlákna je připevněn vláknový kolimátor, d́ıky němuž je svazek z vlákna kolimo-

vaný. Tento kolimátor obsahuje jednu asférickou čočku. Kolimátor je tvořen čočkou,

která transformuje se sb́ıhavého (rozb́ıhavého) svazku, svazky kolimované, tedy rov-

noběžné. Svazky procháźı přes vzorek, který je uchycen na pohyblivý stolek. S pa-

prskem jsme schopni hýbat v horizontálńı ose. Zvýšeńım úhlu sńımáńı jsme schopni

dosáhnout vyšš́ıho rozlǐseńı. Nepřesáhne–li úhel 90 ◦, źıskáme zvětšenou numerickou

aperturu. Dále světlo pokračuje do objektivu. V této soustavě použ́ıváme objektiv

od firmy Olympus, konkrétně typ RMS4X. Zvětšeńı tohoto objektivu je 4x, pra-

covńı vzdálenost objektivu je 18,5 mm, efektivńı ohnisková vzdálenost je 45 mm a

numerická apertura 0,1 [19]. Svazek vycházej́ıćı z objektivu procháźı čočkou. Čočka

kolimuje svazky a zároveň zaostřuje objekt. Svazky pokračuj́ı na dělič, kde spolu

referenčńı svazek a objektový svazek interferuj́ı. Referenčńı svazek je kolimovaný

parabolickým kolimátorem RC12SMA-P01.

Interferenčńı obraz se zobraźı na čipu kamery. V soustavě je použitá kamera UI
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- 1490LE. Čip kamery je tvořen CMOS technologíı (1.7). Použit́ı CMOS čipu je

rychleǰśı, než použit́ı CCD čipu, nebot’ každý jednotlivý pixel má vlastńı tranzistor.

Obrázek 2.1: Digitálńı holografický mikroskopu použitý v této práci

Popis obrázku 2.1 holografického mikroskopu: 1 - laser, 2 - dělič optického vlákna,

3 - větve optického vlákna, 4 - kolimátor, 5 - objektiv Olympus RMS4X, 6 - čočka,

7 - dělič, 8 - čip, 9 - parabolický kolimátor.
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Obrázek 2.2: Schéma mikroskopu použitého v této práci

2.2 Popis experimentu

DHM soustava se skládá z interferometru, objektivu a čipu. Koherentńı zdroj světla

o vlnové délce 635nm byl použit pro vytvořeńı interference mezi objektem a refe-

renčńım paprskem a nahráńı mimoosé digitálńıho hologramu na CCD čip. V expe-

rimentu jsme měřili rozlǐseńı pomoćı 1951 USAF. Obraz byl zaznamenán a zrekon-

struován na základě syntetické apertury, Fourierova difrakčńıho teorému a prosto-

rového rozlǐseńı. Dı́ky tomu může být prostorová absorpce a index lomu kvantita-

tivně rekonstruován a analyzován.

Když proběhne celý proces, multiplexujeme prostorovou informaci ze vzorku,

ta se nám ulož́ı do paměti poč́ıtače hologramy zaznamenané v mimoosé geometrii.

Pak zpracujeme komplexńı amplitudu distribuovanou z přenášené frekvence tak,

že na ně aplikujeme Fourierovu transformaci soustředěnou v jednom z difrakčńıch

řád̊u. Potom, co najdeme střed, všechny elementárńı sńımky mohou být numericky

zpracovány, abychom je rozš́ı̌rili do r̊uzných délek.

Pro numerické přeostřeńı můžeme využ́ıt difrakčńı integrál. Difrakce Rayleigh–

Sommerfieldova integrálu 1.5 může být přibližně vyřešena pomoćı bud’ Fresnelo-
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vou rekonstrukćı, nebo konvolučńı rekonstrukćı. Prvńı metoda je běžně použ́ıvaným

zjednodušeńım difrakčńıho integrálu. Použit́ı druhého algoritmu nám umožňuje efek-

tivně provést operace bez aproximace, což znamená, že difrakčńı integrál je poč́ıtán

použit́ım tř́ı Fourierových transformaćı přes konvolučńı teorém, což je RS(x, y, d) =

FT−1{P (u, v)H(u, v, d)}, kde {RS(x, y)} je propagované vlnové pole, (x,y) jsou pro-

storové souřadnice, FT je Fourierova transformace a d je vzdálenost. Numerický

výpočet Fourierovy transformace je realizován FFT algoritmem.

V této práci použ́ıváme konvolučńı metodu. Abychom sńıžili časovou náročnost

výpočt̊u, definovali jsme Fourierovu transformaci z impulsńı charakteristiky:H(u, v, d) =

FT{h(x, y, d)}, kde (u, v) jsou souřadnice prostorové frekvence. Při definováńı H(u,v,d)

jsme použili Fresnelovu aproximaci. Nav́ıc jsou předchoźı zaznamenané hologramy

dř́ıve zpracovány. Výpočet propagovaného vlnového pole na libovolnou vzdálenost

d se zjednoduš́ı na RS(x, y, d) = FT−1{U(u, v)H(u, v, d)}, kde U(u,v) je každý

zaznamenaný hologram. [21] , [22]

2.3 Digitálńı zpracováńı hologramu

Výstupem měřeńı je digitálńı hologram, který se zpracovává prostřednictv́ım pomoćı

Fourierovy transformace do komplexńıho signálu. V prvńım sńımku 2.3 je vidět

digitálńı hologram s interferenčńı strukturou zobrazenou do obrazové roviny.

Pro zpracováńı signálu se použ́ıvá Fourierova transformace. Při Fourierově trans-

formaci je ke každému signálu přǐrazena funkce, d́ıky ńıž je možné vyč́ıst informace

o jeho p̊uvodńıch vlastnostech. V př́ıpadě zpracováńı digitálńıho signálu se využ́ıvá

diskrétńı Fourierova transformace (DFT), která neobsahuje všechny frekvence ob-

razu, ale pouze sadu vzork̊u, která je dostatečně velká, aby popsala celou prostorovou

doménu obrazu.

Máme rovnici 1.16. Po převedeńı rovnice do komplexńıho tvaru źıskáme rovnici

H(x, y) = U1(x, y) + C(x, y) + C∗(x, y), (2.1)

kde x,y jsou prostorové souřadnice, C(x,y) =
√
I2e

jϕ2(x,y) a C∗ je komplexně sdružený

člen k C(x,y).

Po aplikaci Fourierovy transformace źıskáme rovnici

Ĥ(vx, vy) = Û1(vx, vy) + Ĉ(vx, vy) + Ĉ∗(vx, vy). (2.2)

Při Fourierově transformaci se obraz rozlož́ı z reálné části H(x,y) v prostorové
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doméně na Hermitovskou matici Ĥ(vx,vy ), kde vx a vy jsou prostorové frekvenčńı

souřadnice. Amplitudové spektrum matice Ĥ 2.4 se zobraźı bodově symetrické k

nultému difrakčńımu řádu v Ĥ(0,0). Informace v okoĺı bodu Ĥ(vx, vy) odpov́ıdaj́ı

hodnotám v bodě Ĥ(-vx,-vy). Vybereme prvńı difrakčńı řád (obr. 2.4) a ten posu-

neme do středu, č́ımž se zbav́ıme nosné frekvence, která byla zavedena dř́ıve.

Po pásmové filtraci v prostorové frekvenčńı doméně se nám eliminuj́ı členy Û1(vx, vy)

a Ĉ∗(vx, vy). Zbylé spektrum Ĉ(vx, vy) již neńı Hermitovské. Aplikujeme – li na něj

inverzńı Fourierovu transformaci, źıskáme komplexńı pole C(x,y), které obsahuje

reálnou i imaginárńı část.

Je nutné správně nastavit nosné frekvence tak, aby všechny spektrálńı části byly

separované ve frekvenčńı oblasti Ĉ(vx, vy) a mohly být odfiltrovány pásmovou fil-

traćı. Zároveň je maximálńı nosná frekvence limitována Nyquistovým limitu, která

je definována velikost́ı pixelu senzoru.

Obrázek 2.3: Sńımek s interferenčńı strukturou
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Obrázek 2.4: Fourierova transformace sńımku

Obrázek 2.5: Fáze obrazu

Komplexńı pole C(x,y) se skládá ze sin̊u a cosin̊u. Vezmeme hodnoty reálné

hodnoty (siny) a imaginárńı hodnoty (cosiny), které spolu vyděĺıme ( sinα
cosα

= tanα),

t́ım źıskáme informaci o fázi (sńımek 2.5), nebo lze poč́ıtat magnitudu komplexńıho

pole, které nám dává intenzitu. Zobrazeńı fáze je ale h̊uře čitelné, a proto se omeźıme

pouze na zobrazeńı velikosti Fourierovy transformace (intenzity). [20]
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2.3.1 Digitálńı zpracováńı s generováńım syntetické apertury

V prvńı řadě si inicializuji parametry. Prvotńı parametry zjist́ıme potom, co prove-

deme FFT algoritmus se sńımkem, jehož úhel osvětleńı nebyl upraven. 2.10. Tento

sńımek uprav́ıme do tvaru čtverce pro snadněǰśı práci.

Obrázek 2.6: Fourierova transformace pro on – axis sńımek

Z výsledného sńımku pak urč́ıme rozsah prvńıho difrakčńıho řádu. Vybereme

kruhové okoĺı tak, že prvńı difrakčńı řád bude přesně ve středu (viz modrý kruh

v obr. 2.6). Najdeme střed prvńıho difrakčńıho řádu (zároveň je zde i maximálńı

intenzita), a souřadnice středu jsou zároveň souřadnice nosné frekvence. Definujeme

vlastnosti mikroskopové soustavy a velikost jednoho pixelu, kterou urč́ım pomoćı

hodnot z tabulky hodnot pro USAF (5 čar vynásob́ım jejich velikost́ı, a to celé

vyděĺım počtem pixel̊u na obrázku).

velikostpixelu =
5 ∗ velikostcary
pocetpixelu

(2.3)

Dı́ky těmto hodnotám urč́ıme velikost masky, kterou aplikujeme na obraz. Maska

má pr̊uměr, jenž je rovný maximálńımu rozsahu prostorových frekvenćı, který je

objektiv schopný přenést. Ten se vypoč́ıtá jako pod́ıl numerické apertury a vlnové
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délky.

msk =
NA

λ
(2.4)

Dı́ky tomu se nám zobraźı pouze výše zmı́něný výřez obrazu obsahuj́ıćı komplexńı

pole (viz 2.7).

Obrázek 2.7: Vymaskovaný referenčńı sńımek

Po určeńı parametr̊u ze sńımku bez změny úhlu osv́ıceńı zpracujeme mimoosé

sńımky. Zpracujeme postupně všechny mimoosé sńımky od maximálńıch úhl̊u do

obou stran od osy. Sńımky opět uprav́ıme na stejnou velikost a provedeme Fourierovu

transformaci. Opět vybereme kruhovou masku odpov́ıdaj́ıćı pr̊uměru difrakčńıho li-

mitu, kde je nosná frekvence středem kružnice. Pomoćı korelace mezi výřezem z refe-

renčńıho a off – axis sńımku hledáme, jak se posunul střed kružnice. V následuj́ıćım

kroku posunu střed off – axis sńımku o vzdálenost, o kterou je posunutý oproti re-

ferenčńımu, zobraźım sńımek a ulož́ım do proměnné, kam ulož́ım postupně všechny

sńımky. Postupně seskládám komplexńı pole z r̊uzných směr̊u dohromady (viz sńımek

2.8). Podař́ı – li se nám pole zvětšit, zvětš́ı se nám i rozsah frekvenćı, které se

přenášej́ı.
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Obrázek 2.8: Výsledné frekvenčńı spektrum po seskládáńı hologramů z několika
osvětlovaćıch směr̊u (syntetická apertura)

Po seskládáńı uděláme zpětnou FFT a zobraźıme intenzitu/fázi u pospojovaného

sńımku 2.11. Pro porovnáńı si uděláme zpětnou FFT a zobraźım intenzitu a fázi u

referenčńıho.

Oproti p̊uvodńı situaci se nám zvýšila numerická apertura o 15%. T́ım se posune

i difrakčńı limit soustavy.

2.4 Výsledky experimentu

Měřeńı prob́ıhalo v laboratoři LOMM na Technické Univerzitě v Liberci, kde je

sestavený mikroskop umı́stěn.

Ćılem této práce bylo zvýšit rozlǐseńı mikroskopu pomoćı takzvaně syntetické nu-

merické apertury (SNA). Numerická apertura objektivu byla rovná 0,1. Po nasńımáńı

7 hologramů (jeden v ose, 6 mimo osu), byly hologramy uloženy do paměti poč́ıtače

a následně digitálně zpracovány. Změnou úhlu osvětleńı se změnila jeho numerická

apertura na 0,2. Aby bylo možné odhadnout výsledné rozlǐseńı, vypočetli jsme nume-

rickou aperturu zař́ızeńı. Syntetickou numerickou aperturu vypoč́ıtáme jako součet

numerické apertury osvětleńı (NAo) a numerické apertury čočky (NAc).

SNA = NAc +NAo (2.5)

Po nasńımáńı je superrozlǐsený obraz zrekonstruován pomoćı inverzńı Fourierovy

transformace, která obsahuje i generovanou syntetickou aperturu. Původńı synte-

tická numerická apertura se rovnala 0.15, což podle Rayleighova kritéria znamená, že

mikroskop schopný rozlǐsit bod o velikosti 8,311µm, ale po aplikaci navrhovaného po-

stupu, kdy se syntetická numerická apertura rovná 0,3053, se velikost rozlǐsitelného

bodu změńı na 3,275 µm.
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Jako vstupńı objekt byl použit měř́ıćı terč USAF 1951, který se použ́ıvá pro

testováńı rozlǐseńı optických př́ıstroj̊u. USAF 1951 tvoř́ı skupiny šesti pruh̊u, kde

tři pruhy jsou horizontálńı a tři vertikálńı. Skupiny jsou označena č́ısly. Abychom

rozeznali rozlǐseńı soustavy, srovnáme hodnotu č́ısla vedle pruhu s č́ıslem skupiny.

[23]

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
1 2000,0 1000,0 500 ,0 250,0 125,0 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9
2 1781,8 890,9 445,4 222,7 111,4 55,7 27,8 13,9 7,0 3,5
3 1587,4 793,7 396,9 198,4 99,2 49,6 24,8 12,4 6,2 3,1
4 1414,2 707,1 353,6 176,8 88,4 44,2 22,1 11,0 5,5 2,8
5 1259,9 630,0 315,0 157,5 78,7 39,4 19,7 9,8 4,9 2,5
6 1122,5 561,2 280,6 140,3 70,2 35,1 17,5 8,8 4,4 2,2

Tabulka 2.1: Rozlǐseńı USAF 1951 v mikrometrech

Obrázek 2.9: USAF 1951

Referenčńı sńımek jsme sńımali pod nulovým úhlem, numerická apertura byla

tedy rovna 0,15.
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Obrázek 2.10: Referenčńı sńımek USAF 1951

Posledńı rozlǐsitelné čáry sńımku 2.12a měly hodnotu 7+2, takže maximálńı

rozlǐseńı 1.24 bylo v hodnotě 3, 5µm.

Po té jsme nasńımali několik sńımk̊u s r̊uzným úhlem osvětleńı. Ty pak byly

složeny algoritmem 2.2, a složil se z nich sńımek 2.11.

Obrázek 2.11: Výsledný sńımek USAF 1951

Posledńı rozlǐsitelné čáry sńımku 2.12b se posunuly na 7+5 a maximálńı rozlǐseńı
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1.24 se zvýšilo. Nyńı jsme schopni rozlǐsit objekty do velikosti 2, 8µm. Rozd́ıl ve

výsledćıch je zobrazen na 2.12

(a) Detail referenčńıho sńımku
(b) Detail sńımku po zvýšeńı
rozlǐseńı

Obrázek 2.12: Detail obou sńımk̊u

Sńımek jsme nasńımali pod celkovým úhlem 28◦v horizontálńım směru, abychom

zvýšili numerickou aperturu 1.23. Jej́ım zvýšeńım dosáhneme vyšš́ı světelnou účinnost

objektivu, a t́ım i kvalitněǰśıho sńımku. Hodnota numerické apertury se změnila

pouze v horizontálńım směru a ve vertikálńım směru z̊ustala stejná, a proto je ver-

tikálńı rozlǐseńı shodné u obou sńımk̊u 2.12. V obr. 2.13 je vidět, jak se měńı hodnoty

podle čar USAFu. Schodky dol̊u (tedy ńızké hodnoty) představuj́ı tmavá mı́sta. U

červeného 7+2 (koresponduje s modrou, ale má menš́ı kontrast (výšku schodku)),

ale od 7+3 má červená čára nižš́ı kontrast, zat́ımco modrá čára má rozeznatelné

schodky do 7+4. Velikost jednoho pixelu odpov́ıdá podle vzorce 2.3 0.4960 µm.
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Obrázek 2.13: Porovnáńı výřezu USAF 1951 v sekci 7 v konvenčńım zobrazeńı (bez
změny úhlu osvětleńı) a po aplikaci navrhovaného postupu

Daľśım sńımaným objektem byla sinice řádu Oscillatoriales, rodu Spirulina. Spi-

rulina se vyskytuje ve formě vláken tvořených jednotlivými buňkami. Jej́ı rozměr je

8− 10µm. [24]

(a) Sńımek řasy Spirulina sńımaný
bez změny úhlu osvětleńı

(b) Sńımek řasy Spirulina s vyšš́ım
rozlǐseńım

Obrázek 2.14: Sńımky řasy Spirulina

Řasa je nasńımaná pod úhlem 28◦. Numerická apertura se tedy zvýšila, a s t́ım

i rozlǐseńı. T́ım, že úhel nasńımáńı se měnil pouze v horizontálńı ose, se změnilo

i rozlǐseńı pouze v horizontálńım směru. Dı́ky vlastnostem DHM byla zachována

životnost sńımku. Při sńımáńı jsme mohli sledovat pohyb v kapce vody.
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(a) Sńımek řasy Spirulina (3D model

bez změny úhlu osvětleńı)

(b) Sńımek řasy Spirulina s vyšš́ım rozlǐseńım
(3D model)

Obrázek 2.15: Sńımky řasy Spirulina (3D modely)

Na obr. 2.15a je zobrazen 3D model části sńımku s řasou před zlepšeńım rozlǐseńı.

Na sńımku 2.15b je zobrazena totožná část řasy, ovšem se zlepšeným rozlǐseńım v

horizontálńım směru. Můžeme si všimnout, že na sńımku 2.15b rozlǐśıme v́ıce detail̊u.
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Závěr

Ćılem práce bylo seznámit se s principy digitálńı holografické mikroskopie a rekon-

strukce digitálńıch hologramů, navrhnut́ı experimentálńıho uspořádáńı reálného di-

gitálńıho holografického mikroskopu a zkoumáńı limit̊u laterálńıho rozlǐseńı možných

modifikaćı pro jeho zvýšeńı.

Úkolem této bakalářské práce bylo provést rešerši na téma digitálńı hologra-

fická mikroskopie a zlepšit laterálńı rozlǐseńı dané mikroskopové soustavy. Prvńı

část práce pojednává o základńıch termı́nech o světle, popisuje obecně holografii a

principy mikroskopie, které jsou nezbytné pro realizaci experimentu.

Digitálńı holografická mikroskopie přináš́ı oproti klasické mikroskopii mnoho

výhod. Jednou z nich je neinvazivńı měřeńı či zobrazeńı topografie zkoumaného

vzorku. Kromě intenzity světla zachycuje i fázi osvětlovaćıho svazku.

Druhá část je věnována experimentu. Je v ńı popsána konkrétńı mikroskopová

soustava, na ńıž pokus prob́ıhal, dále obsahuje popis algoritmu, který vyhodnocoval

nasńımané hologramy, a výsledné porovnáńı sńımku před a po zlepšeńı rozlǐseńı.

Zlepšeńı rozlǐseńı se dosáhlo d́ıky využit́ı syntetické apertury.

Zkoumaný mikroskop se skládá z Mach – Zehnderova interferometru, ten je

tvořen laserem o vlnové délce 635 nm a rozdělené optické vlákno, objektivu, který

umožňuje čtyřnásobné zvětšeńı, zobrazovaćı čočky, děliče a kamery. Z kamery se

ukládaj́ı sńımky do poč́ıtače, v němž pak prob́ıhá zpracováńı. Pro změnu úhlu

osv́ıceńı vzorku byla použita manuálńı změna úhlu. Osvětleńı vzorku bylo měněno

postupně až do úhlu 14◦od hlavńı osy do obou stran. Sńımky byly ukládány do

poč́ıtače a následně synteticky složeny tak, aby se zvýšila numerická apertura sńımku,

a tedy zvýšilo rozlǐseńı mikroskopu.

Při použit́ı digitálńıho holografického mikroskopu v transmisńım módu a pro-

storového multiplexováńı svazku při ozařováńı vzork̊u můžeme ukázat, že je možné

zrekonstruovat vlnové pole vzorku s vysokým rozlǐseńım. Po aplikováńı syntetické

apertury jsme dostali vysoce rozlǐsené zobrazeńı 3–D modelu vzorku. Jakmile jsou

zaznamenány úplné informace o optickém poli s difraktuj́ıćım vzorkem, je možné
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zpracovat sńımky, jak jsou uvedeny v standardńıch technikách optické mikroskopie.

Jako testovaný vzorek byl použit měř́ıćı terč USAF 1951, kterým se zjǐst’uje

rozlǐseńı soustavy. Při jeho sńımáńı bez aplikace syntetické apertury bylo maximálńı

rozlǐseńı soustavy 8,311µm. Po nasńımáńı v́ıce sńımk̊u pod r̊uznými úhly a jejich

následném složeńı se d́ıky využit́ı syntetické apertury zvýšilo rozlǐseńı dané mikro-

skopové soustavy na 2,8 µm.

DHM s použit́ım syntetické apertury má své výhody, nab́ıźı i sérii daľśıch možnosti

na zlepšeńı rozlǐseńı, a to jak softwarové, tak hardwarové. Touto praćı jsme dokázali,

že princip zvýšeńı rozlǐseńı pomoćı syntetické apertury funguje. Budoućı vylepšeńı

představuje možnost změny úhlu i ve vertikálńım směru, př́ıpadně přidáńı zař́ızeńı,

které bude úhel měnit automaticky.
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line]. 26. 4. 2019 [cit. 2019-04-26]. Dostupné z: https://bit.ly/2PAatSb

[18] KIM, M. Principles and techniques of digital holographic microscopy.

SPIE Reviews 1(1 ). Tampa, Florida, 2010, 1 April 2010. DOI:

https://doi.org/10.1117/6.0000006.

[19] RMS4X - 4X Olympus Plan Achromat Objective, 0.10 NA,

18.5 mm WD. Thorlabs [online]. [cit. 2019-03-20]. Dostupné z:
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