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Abstrakt

Tato prace se zaméruje na problematiku optimalizace hologra-
fického mikroskopu. Cilem této prace je prozkoumat moznosti pro
zlepSeni lateralniho rozliSeni dané mikroskopové soustavy. Diky
aplikaci principu takzvané syntetické apertury se zlepsilo rozliseni

mikroskopu z 8,311 ym na 2,8 pm.

Klicova slova: mikroskopie, digitalni holografie, digitalni holo-
graficka mikroskopie, rozliSeni, interference, syntetickda numericka

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 83 pum to 2,8 um.

Keywords: microscopy, digital holography, digital holographic

microscopy, resolution, interference, synthetic numerical aperture
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Uvod

Digitalni holografie byla poprvé popsana pred vice nez 70 lety, puvodné jako prostiedek
pro zvyseni rozliseni elektronového mikroskopu, ale jeji vynalezce Denis Gabor si
uvédomil, ze difrakéni obraz elektronového svazku obsahuje komplexni informaci
o amplitudé a fazi elektronové viny. Zaznam difraktujici elektronové viny je pak
vyuzit k optické syntetizaci pole objektu. Diky tomu pojmenoval tuto novou me-
todu snimani holografie (holos = cely, graphein = psét). Od té doby nasla vyuziti
v mnoha ruznych aplikacich.

Digitalni holografie prebira zédklady klasické holografie, tedy informaci o 3D po-
dobé zkoumaného objektu, ale pridava moznost digitalniho zpracovani. Digitalni
holograficka mikroskopie pak propojuje vlastnosti digitalni holografie a mikrosko-
pie. Diky mikroskopii ziskame tihlové zvétseny snimek, z néjz se da diky hologra-
fii vytvorit trojrozmérny model. Digitalni holografickd mikroskopie (DHM) dokéze
zmérit topografii pozorovaného objektu ve zlomcich vlnové délky, ovsem lateralni
rozliSeni je dano pouzitou optikou. Laterdlni rozliSeni je uddvano pomoci numerické
apertury a vlnové délky. Diky své vSestrannosti je DHM aplikovatelna napiiklad
na kompenzaci aberaci cocek, zvétseni hloubky ostrosti obrazu, sledovani castic,
a to i v redlném case. DHM nam tedy umoznuje zobrazit priblizeny 3D model, a
zaroven zachovat jeho zZivotnost. Digitalni holografickd mikroskopie (DHM) navic
umoznuje trojrozmérné zobrazeni vzorkt numerickym preostfenim dvourozmérného
(2-D) obrazu v ruznych rovindch objektu bez pouziti opto — mechanického pohybu.

Lepsiho rozliseni je mozné dosahnout nékolika zptusoby. Jednim ze zpusobu zlepseni
je zvyseni numerické apertury. Numerickd apertura (NA) ndm udéva stranové rozliseni
cocky. Budeme — li zvétsovat ihel osvétleni, bude se nam zvétsovat i numericka aper-
tura.

Bakaléarska préce je rozdélena na dveé ¢asti, teoretickou, ktera zahrnuje resersi na
dané téma, a praktickou, ktera se zabyva experimentalnim provedenim digitalniho
hologramu. Teoretickd ¢ast popisuje chovani svétla a zakladni informace o digitalni

holografii. Prakticka cast se zabyva stavbou digitalniho holografického mikroskopu
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a vyuziti syntetické apertury pro zvyseni rozliSeni soustavy. Tato ¢ast také zahrnuje

popis numerické rekonstrukce hologramu.
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1 Teoreticka cast

1.1 Svétlo

Svétlo lze popsat jako proud éastic (fotonu), nebo jako elektromagnetickou vinu.
Spektrum viditelného svétla (obr. 1.1) se uvadi od 350 do 750 nm.

Ultra- Radar FM| TV | AM

Sfialové

zareni

Gamma zdfeni Paprsky X Infracervené Mikroviny

zdreni

- o= 10" 105 105 1m0+ - 1 i0: I
’ \

/ Viditelné svétlo |

400 450 300 350 600 650 700 750 800
Vinova délka (nanometry)

Obrazek 1.1: Spektrum elektromagnetického vinéni

Chovani elektromagnetické viny je popsano Maxwellovymi rovnicemi. Ve vakuu

(prostiedi bez zdroju) plati:

V xB :%—?eouo,

VX E :_%_1? (1.1)
V-B = 0,

V.-D = 0

E je vektor intenzity elektrického pole, B je vektor indukce magnetického pole, D
je vektor elektrické indukce, o = 47.1077 je permeabilita vakua, gy je permitivita

vakua. V nabla operator.
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S vyuzitim vektorové identity V X (V x E) = V(V - E) — V?E a Maxwellovych

rovnic muzeme dostat vlnovou rovnici svétla. [1]

1 O’E
VE=—— 1.2
kde ¢ = ——= =299792458ms', je rychlost svétla ve vakuu. Sifi-li se svétlo

\/COED
prostiedim, vektor intenzity elektrického pole svira se smérem siteni tithel 90 °. Méni—

li se smér vektoru E nahodile, oznacime toto svétlo za nepolarizované. Kmita — li
vektor E v jednom smeéru, svétlo je polarizované. V piipadé, ze je svétlo linearné
polarizované a $iti-li se pouze ve sméru osy z, pak muzeme vlnovou rovnici zapsat
jako

OPE 1 0°E

PR (1.3)

vvvvvv

vlny. Uvazujeme-li z = 0, pak méa rovnice tvar
E(0,t) = Eq cos(wt + ¢). (1.4)
V jakémkoliv bodé z od zdroje vlnéni ma rovnice predpis
E(z,t) = Eg cos(wt + ¢ — kr), (1.5)

kde Ej je redlnd amplituda, ¢ je pocatecni faze, w je kruhova frekvence. Uvazujeme
vlnéni o dané frekvenci (monochromatické svétlo). Vektor k je vinovy vektor, ktery je
definovany jako k = 27”, kde A je vinova délka svétla. Provedeme-li ¢asovou derivaci
harmonické casové zavislosti svételné viny, muzeme psat vinovou rovnici ve tvaru
Helmholtzovy rovnice [2]

V2E + k’E = 0. (1.6)

1.2 Intenzita

Intenzita je jediny parametr elektromagnetického vinéni, na néjz primo reaguji sen-
zory (oko, fotorezistor, ¢ipy kamer...).
Je definovana proudem energie plochou za ¢as. Z Maxwellovych rovnic dostaneme

vztah.
S=ExH (1.7)

Velikost intenzity vyjadiuje Poyntinguv vektor S, coz je vektorovy soucin elek-
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trického a magnetického pole, kde E je vektor intenzity elektrického pole a H vektor
intenzity magnetického pole. Vyslednd intenzita neni linedrné zavisld na intenzité
elektrického pole, ale plati

I~ E? (1.8)

Zadny detektor nenf schopny zachytit rychlé zmény intenzity.

I kdybychom dosahli idealniho ptipadu, kdy je svétlo monochromatické, tak
rychlé kolisani intenzity nejsme schopni sledovat, protoze stéle nebyly vynalezeny
zadné merici prostredky. Intenzita svétla je obecné definovana jako casova stiedni

hodnota Poyntingova vektoru

1 t+At
T—(S) = Kt/ Sdt (1.9)
t

VVVVVV

storové uspofaddni, muze intenzita zaviset na polohovém vektoru. [1]

1.3 Interference

Interference je charakteristicka vlastnost vinéni. Pro dvé monochromatické viny se
shodnou vinovou délkou, amplitudou a polarizaci Uy (r,t) a Us(r,t) plati, ze interferuji
Vv prostoru.

Pro zjednoduseni vypoctu zavedeme komplexni amplitudu vinéni. Definujeme

komplexni ¢isla v Eulerové tvaru.
e’? = cos p + j sin ¢, (1.10)

kde j je imaginarni ¢islo /—1. Proto je rovnice harmonické viny v komplexni

doméné U zapsana jako

Uz, t) = Uped@ika+e)
1 (1.11)
Uz,1) = Re{U (=, 1)} = 5[U (=) + U (=, 1)]

Ve vétsiné optickych aplikaci se frekvence neméni, a tudiz mizeme vynechat e~/

a uvazovat pouze komplexni amplitudu zavislou na case:

U(r) = UpelF==2) (1.12)
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Vysledna vina je také monochromaticka a jeji komplexni amplituda je:

Fazi muzeme vypocitat jako
P =1+ P2 (1.14)
Intenzitu vyjadiime jako

Pokud U, vyjaditme jako U, = v/T,¢7% a Uy = v/I,¢7%2, pak
Izjl+12+2\/ [1[1COSQO (116)

Mame — li interferenci konstruktivni, pti niz jsou viny ve fazi, ziskdme maximalni
intenzitu, nebo interferenci destruktivni, kdy jsou viny v protifazi, a tim padem je
vyslednd intenzita nulova. Vysledné tmavé a svétlé oblasti na stinitku nazyvame
interferenéni obrazec nebo interferogram. Interferencni obrazec se nejcastéji pozo-
ruje ve formé car, které se nazyvaji interferencni prouzky. Kontrast (viditelnost)

interferen¢nich prouzku muzeme vyjadrit

¢ = Loz = Imin (1.17)
Loz + Imin
Existence a viditelnost interferencénich prouzku zalezi na nékolika okolnostech. Abychom
ziskali interferogram, pak musi interferujici svazky pochazet z jednoho zdroje, a
zaroven musi byt casové a prostorové koherentni. Polarizace interferujicich paprsku
musi byt vyrovnana. Pro maximalizaci viditelnosti by mély mit interferujici svazky
shodnou amplitudu. [3] [4]

1.4 Koherence

Pro vétsinu optickych méreni pouzivame koherentni zdroj paprsku. Koherentni zdroje
také vyuzivame pti digitalni holografii, protoze diky nim jsme schopni zaznamenat
povrchovou strukturu daného predmétu, uvazujeme — li sinovou vinu v case 7. Po-
kud se chovani viny v case A7 nezméni, muzeme Tict, ze vina je koherentni v case.
Casova koherence popisuje korelaci viny se sebou, tedy jako chovani bodu v ¢ase.

Stfedni ¢as mezi fazovymi skoky je 7p. Hodnota 71y se také nazyva koherencni cas.

15



Celkova délka vyzarované viny je pak rovna
l. = cm (1.18)

Délce pak odpovida i spektrdlni sitka ¢i sitka spektralni ¢ary Aw.

Av— L (1.19)
To
Do rovnice dosadime sitku spektra a rozdil nejvétsi a nejmensi vinové délky ve
spektru zatreni. Délka koherentni vlny /. a ¢as koherence ¢. jsou inverzné proporéni
vinové délce AN zdroje. Béznym zdrojem koherentniho zéreni je laser. [5]
Prostorova koherence popisuje vztah mezi signalem v jednom a druhém bodé,
tedy se zabyva fazovou korelaci v prostoru. Koherence je popsana jako funkce
vzdalenosti a mapovana jako korelace k absolutni vzdalenosti mezi pozorovanymi
body. [6]

Pti pouziti bodového zdroje nema prostorova koherence vyznam.

1.5 Difrakce

Difrakce nastava tehdy, kdy svételna vina dopada na dvojrozmérny objekt, jehoz
¢asti jsou vetsi nez vinova délka. Za objektem se svétlo ohyba (viz obr. 1.2). Po
dopadu na stérbinu se zacne §itit na zakladé Huyghensova principu v elementarnich

vlnoplochach. Komplexni amplituda viny je popsana jako

flz,y) = Uz, y)p(,y), (1.20)

kde p(z,y) je aperturni funkce. Aperturni funkce se rovna 1 uvniti stérbiny, nebo 0

it

Obrazek 1.2: Schéma difrakce

vné Stérbiny.
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Difrakce se popisuje difrakénimi integraly.

e—Jk(ro+r) j

U(P) = U, //A—Xcos(Xo)dA, (1.21)

Tor

kde U je komplexni amplituda, 5 je komplexni ¢islo, k je vlnovy vektor, ry je
vzdalenost od stinitka, r je vzdéalenost od bodu pozorovani a %cos(XO) je inklinacni
faktor.

V digitalni holografii se nejcastéji uplatnuje numerické reseni Fresnelovy a Fraunho-
ferovy difrakce, které prevadi vypocet difrakce na numerické feseni Fourierovy trans-
formace. Pro vétsi obecnost a presnost se obvykle uplatnuje Fresneluv pristup.

Podle vzdalenosti d od stinitka rozliSujeme Fraunhoferovu a Fresnelovu difrakei.
Oba difrakéni typy se navzdjem doplnuji, ale vzhledem k ruznym definicim jejich
regionu nejsou ostie rozdéleny. Fraunhoferova difrakce nastava ve vzdaleném poli,
v piipade, ze kulovou vlnoplochu je mozné nahradit rovinnou, zatimco k Fresnelové
difrakce dochazi v pripadé, kdy kulovou vlnoplochu muzu aproximovat parabolickou.
Difrakce ovliviuje rozliseni zobrazovaciho systému a je duvodem kruhovych vzoru
na okrajich obrazu.

Minimalni vzdalenost, kdy od sebe rozlisime dva body v obraze, je dana difrakénim
limitem (maximdlni rozlisenf). Maximalni rozliseni je ddno vztahem

1,22\

= — 1.22
r R ? ( )

kdy R je polomér aperturni funkce (obvykle prumér ¢ocky).
Ve této praci je pro zpracovani snimku vyuzito Raleygh — Sommerfieldovo odvo-

zeni. Toto odvozeni je pro skalarni viny matematicky exaktni. [7]

1.5.1 Raleyghovo rozliSovaci kritérium

Pfi pohybu svételné viny svétlo difraktuje. Diky difrakei dochézi k disperzi, ohybu
¢l interferenci. Mimo to také difrakce definuje, jak malé objekty od sebe rozlisime.
Prochézi — li svazek ptes tizkou aperturu, pozorujeme namisto bodu s ostrymi hra-
nami bod obklopeny kruhy, jehoz hrany jsou rozmazané. To je zapti¢inéno difrakci
na Stérbiné. Svétlo z ruznych éasti kruhové apertury interferuje konstruktivné a
destruktivné. Tento efekt je zietelny obzvlasté v pripadé malé apertury, ovsem pro-
jevuje se i pro velké apertury.

Nastava mnozstvi moznosti, kdy difrakce limituje rozliseni. Ostrost naseho vidéni

je limitovana svétlem prochazejicim zfitelnici. Difrakce je zpusobena omezenym
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prumérem sveételného svazku, ne interakei se clonou. Jeden z dusledku difrakce je,

ze ohnisko svazku m4 konecénou §ifku a intenzitu. [§]

1.6 Laser

Laser je akronym slov Light Amplitfication by Stimulated Emission of Radiation, coz
prekladame jako zesilovani svétla stimulovanou emisi zareni. Laser je zdroj vysoce
koherentniho zateni.

Zéareni v laseru vznika stimulovanou emisi fotonu v aktivni latce. Stimulovana
emise vznikd, je-li foton ve své horni energetické hladiné. Je — 1i atom na horni hla-
diné, muze spontanné preskocit do nizsi energetické hladiny, pfi ¢emz uvolni energii
v podobé fotonu. K tomuto procesu dochézi bud samovolné (spontdnni emise), nebo
kontrolované (stimulované emise).

Laser se sklada z nékolika casti. Prvni ¢asti je aktivni prostredi. Aktivni prostiedi
tvori latka obsahujici oddélené kvantové energetické hladiny elektronu. Dalsi casti
je rezonator, ktery se pouziva pro zesilovani svétla. Rezondtor tvoii dvé zrcadla,
z nichz jedno je polopropustné a druhé nepropustné. Zrcadla musi byt umisténa
kolmo na osu laseru a byt vzajemné rovnobézna. Energie pro presun elektront z
nizsi energické hladiny do vyssi se ziskava ze zdroje zafeni, napiiklad elektrickym

proudem ¢i vybojkou. [9] [10]

1.7 Snimaci Cipy

Pro zdznam zéfeni pouzivime CCD nebo CMOS ¢ipy. Cip zaznamend intenzitu
dopadajiciho zareni a prevede ji na elektrony.

CCD (charge — coupeled device) je tvoreno fotocitlivym kiemikovym platkem
ulozenym na kovové elektrodé izolovanou vrstvou SiO,. V. CCD ¢ipu se svétlo
prenasi pres Cip, kde se pak v jednom rohu vyhodnocuje. Jedna z vlastnosti to-
hoto ¢ipu je, Ze snimek neni zkresleny. Diky tomu je tento ¢ip velmi kvalitni, co se
tyce citlivosti, ovSem proces snimani je velmi energeticky narocny. Snimky z CCD
snimace jsou velmi kvalitni s nizkym Sumem. CCD ¢ipy se proto pouzivaji v ka-
merdch, kde chceme dosdhnout velmi vysoké kvality snimku. [12] [13]

CMOS (Complementary Metal — Oxide — Semiconduktor) zafizeni maji komple-
mentarni pary tranzistoru typu p a n. CMOS ¢ip snimé fotony stejné jako CCD ¢ip,
lis1 se ale v prenosu informace a prevodu napéti. Klicovou vlastnosti CMOS ¢ipu je

to, ze spottebovava pii vykonu zanedbatelny vykon (spotfebovava se jen na ulozeni
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1 nebo 0). Diky tomu je znacnd cast spotieby energie omezena pouze na ¢asy, kdy
se CMOS se z jednoho stavu piepne do druhého. CMOS maji mnohem vice funkei
nez CCD ¢ip. Kromé sniméani obrazu umi také redukovat Sum ¢i prevadét analogovy
signal na digitdlni. [11] [13]

Pro snimani holoramu muzu poouzit CCD i CMOS ¢ipy.

1.8 Holografie

Holografie umoznuje zaznam komplexni svételné viny. Na rozdil od ostatnich foto-
citlivych detektoru je holografie schopna zaznamenat kromé intenzity i fazi svételné
vilny. Diky této vlastnosti jsme schopni zaznamenat prostorovou strukturu objektu.
Holografie je zaloZena na principu interference koheretnich paprsku. V interfe-
rencnim obrazci jsou svétld a tmava mista dand fazovym rozdilem dvou paprsku.
Svazky laseru osviti pozorovany predmeét. Odrazené svazky jsou sméfovany na zaznamové
médium, kde interferuji s referencnim paprskem. V zavislosti na lokalni intenzité se
zméni propustnost zaznamového média a vznikne hologram. Pi rekonstrukei holo-

gramu se zachovava perspektiva i prostorova hloubka vjemu.

1.8.1 Klasicka holografie

Pti klasické holografii musi proces zaznamu probihat v temné mistnosti, kdy se holo-
gram zaznamend do fotocitlivé latky ve formeé interferencniho obrazce generovaného
optickou interferencéni objektové a referencni viny. Referen¢ni a objektova vlna spolu
interferuji, ¢imz vytvoii hologram, ten se chemicky zpracuje tak, aby byl casové sta-
bilni (schéma na obr. 1.3). Pfi rekonstrukci hologramu osvitime vznikly hologram
referencni vlnou a pii pohledu skrz néj uvidime i objektovou vinu. Nicméné klasicky
vytvoreny hologram nemuze byt digitdlné uchovan. Je téz nemozné je jakkoliv edi-
tovat po nahrani interferenéniho obrazce. Predev§im pro méfeni se pouziva spiSe

digitalni holografie. [4]
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Obrazek 1.3: Schéma klasické holografie

1.8.2 Digitalni a pocitacova holografie

Na rozdil od klasické holografie, kde se hologram zaznamenava do fotocitlivé latky, se
pri digitdlni holografii hologram zaznamenava na ¢ip (CCD, CMOS 1.7). Hologram
je diky tomu ihned pteveden do digitalni podoby a pocitacové zpracovan. Schéma
digitalni holografie je zobrazeno na obr. 1.4.

Principy pouzité v klasické holografii, jako je difrakce a Siteni, jsou popsany
elektromagnetickou difrakéni teorii, a proto je mozné je nasimulovat v pocitaci. V
DH se hologram zaznamenava na cip, ktery jej uchova v digitalni formeé. Po zachyceni
se provede numerickd rekonstrukce, ¢imz ziskame vysledné pole. To muzeme déle
zpracovavat. Pri digitalni holografii navic muzeme pracovat za podminek, pri kterych
by klasicka holografie nebyla mozné. Jako ptiklad muzeme uvést superpozici vice
hologramu zaznamenanych s rozdilnou vlnovou délkou. Dalsi vyhodou je zpracovani.
Hologram ziskany pomoci klasické holografie lze vytvorit a zpracovat pouze v tmavé
mistnosti.

Hlavni odlisnost DH od klasické holografie je ptimy ptistup k hodnoté faze za-
znamenané viny. Ta se po zpracovani ulozi jako matice komplexnich ¢isel. Elektro-
nicky zaznam mé vyssi svételnou citlivost, ale klasicky zaznam mé lepsi prostorové
rozliSeni (nejméné o Fad nizsi rozsah).

V poéitacem generované holografii (CGH) je cely proces proveden numericky
v pocitaci a nasledné zaznamenan na jiné zarizeni nebo prostorovy svételny mo-
dulator. Pro konstrukei takového hologramu neni potieba mit redlny zobrazovany
objekt, protoze je velmi pamétové nidrocné vytvorit kvalitni pocitacovy hologram.
Dalsi vyhodou DH a CGH oproti klasické holografii je rychlost snimani, vétsi kont-

rolovatelnost a presnost. [14], [15]
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Obrazek 1.4: Schéma digitalni holografie

Klasickd mikroskopové soustava je zobrazena na obrazku 1.5. Shérné c¢ocka produ-
kuje svétlo lampy do kondenzacniho otvoru, ktery je opticky spojen s ohniskovou
rovinou objektivu s okularem. Vzorek je osvicen kolimovanym svazkem svétla. Obraz
zvétseného vzorku je prevraceny, virtudlni a zvétSseny (viz 1.6). Vzorek je opticky
spojen i s clonou. Plati, ze ¢im vice svétla clonou projde, tim je mensi clonové ¢islo
F(F= 5), kde f je ohniskova vzdélenost objektivu a d je prumér otvoru (aper-
tura) clony. Apertura ovliviiuje osviceni vzorku, ale i numerickou aperturu (NA).

Numerickd apertura nam udava stranové rozlisSeni ¢ocky objektivu.
NA =nsinf (1.23)

Diilezit4 vlastnost objektivu je jeho rozliseni R (viz 1.24). Cim mensf je hodnota

R, tim kvalitnéjsi mikroskop je.

0,61\

kde 0,61 je opticka konstanta, A je vilnova délka svétla a NA je numericka apertura.
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[16] Dalsi ¢asti mikroskopu je objektiv. Objektivy jsou kritickou ¢ésti mikroskopu.
Na objektivu nejvice nastdvaji aberace (vady), nejcastéjsi se setkavame s chroma-
tickou, sférickou a zakfivenim pole.

Propustnost optického systému muze byt zvySend pouzitim média s vysokym
indexem lomu. Pro zlepSeni rozliseni objektivu se muze pouzit tzv. imerze, tedy
technika, kdy se na kryci sklicko objektu kapne kapalina, do niz se pak ponoii

objektiv. Pouzita kapalina musi mit stejny index lomu jako objektiv. [3]

Oko

O¢ni zornice

Okuldr

Obrazova rovina
4 - Clona
Mikroskopovy
objektiv
Vzorek
Zdroj svétla

Obrazek 1.5: Schéma klasického mikroskopu

okular

Obrazek 1.6: Optické zobrazeni klasického mikroskopu, prevzato z [17]
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1.10 Digitalni holograficka mikroskopie

Digitalni holografickd mikroskopie (DHM) se od standardnich mikroskopickych me-
tod lisi tim, ze nezachycuje piimo objekt. Misto snimku priblizovaného objektu
mame jeho hologram. Protoze se jedna o holografii, pouzivame dva svételné svazky,
referencni a osvétlovaci. Osvétlovaci svazek projde vzorkem a vytvori objektovou
vlnu, ta projde mikroskopovym objektivem. Mikroskopovy objektiv nam poskytuje
zvétSeny obraz vzorku. Oba svételné svazky pak spolu interferuji a v pocitaci vy-
tvofi hologram objektu. Mikroskopovy objektiv se da nahradit i jednoduchou ¢ockou,
pripadné je mozné cocku odebrat tplné. DHM navic umoznuje trojrozmérné zob-
razeni vzorku numerickym preostifenim dvourozmérného (2-D) obrazu v ruznych
rovinach objektu bez pouziti opto-mechanického pohybu.

DHM existuji dva druhy — transmisni a reflexni. Transmisni méfi, jak se zméni
opticka cesta svétla, které prochazi vzorkem. Reflexni snimé obraz zalozeny na
odrazené vlnoplose ze vzorku. To poskytuje pohled na topografii povrchu vzorku
prostrednictvim reflexe.

Dvéma hlavnimi typy interferometru jsou Michelsonuv interferometr a Mach —
Zenderuv interferometr. Michelsonuv interferometr je vhodné pouzit pro predmeéty s
vysokou reflexi (vysokou odrazivosti). Mach — Zenderuv interferometr 1.7 je vhodnéjsi
pro transmisivni (pruhledné) objekty, protoze je méné nachylny na chyby. Vyzaduje
vice soucastek, ale je flexibilnéjsi, obzvlasté pouzivame — li mikroskopovou zobrazo-
vaci soustavu. Mach — Zenderuv interferometr je mozné modifikovat i pro reflexni
predmeéty pridanim délice svazku.

Objekt je ozarovan nejcastéji rovinnou vlnou. Zvétseni je zprosttedkovano pres
¢ocku objektivu s kombinaci zobrazovaci ¢ocky. Interferometry také mohou zahrno-
vat tlumici nebo polarizaéni prvky pro kontrolovani poméru intenzity mezi referenéni
a objektovou vinou. Stejné jako v klasické mikroskopii se mohou pouzit imerzni ob-
jektivy pro zlepseni numerické apertury a rozliSeni. Je také moznost zvysit rozliseni
pri pouziti soustavy s vysokou numerickou aperturou. Dalsi alternativou je vyuziti
techniky syntetické apertury. [15]

Digitalni holograficky mikroskop mé oproti klasickému optickému nékolik prednosti.
Prvni vyhodou je rozliseni. Ackoliv stale plati omezeni polovinou vinové délky a
numerickou aperturou v horizontalnim sméru, ve vertikdlnim smeéru, kde sniméame
fazovy rozdil, jsme schopni dosahnout rozliseni nékolika nanometru. Diky fazovému
rozdilu jsme také schopni snimat trojdimenzionalni informaci zkoumaného vzorku.

Muzeme tak sledovat i nejmensi chyby na povrchu vzorku. DHM se hodi i na pozo-
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rovani biologickych vzorku, protoze metoda sniméani je neinvazivni. Dokazeme tak

zachovat zivot vzorku.

from ' 1 N M2
laser N
S 7
¢1 = 5~ (5

k \

| -

M1 = - - l

H"

Obrézek 1.7: Schéma digitélni holografické mikroskopie, BS — déli¢c, C — Gocka,
prevzato z [18]

24



2 Prakticka ¢ast

Abychom dosdhli vysokého rozliseni, pouzivame techniku syntetické apertury di-
gitalni holografie. V zachyceném poli jsou virtudlné zahrnuty dvou dimenziondlni
snimky a sit 3D mnohotihelniki. Vysledné zrekonstruované snimky zahrnuji veskeré

hloubkové podnéty, ale digitalné zpracovatelné.

2.1 Popis holografického mikroskopu

Standardni digitalni holograficky mikroskop se sklada ze zdroje, interferometru s
mikroskopovou soustavou, kamery pocitace na zpracovani.

Pti konstrukei digitalnitho holografického mikroskopu v této praci je vyuzit la-
ser ADR - 1805, generujici laserovy svazek o vlnové délce 635 nm a maximéalnim
vykonu 4 mW. Laser je rozdélen optickym vldknem na referenéni a objektovy sva-
zek. V tomto konkrétnim pripadé bylo pouzito optické vldkno od TW670R5A1 od
firmy Thorlabs, které déli svazek v poméru priblizné 50:50. Na konci optického
vlakna je pripevnén vlaknovy kolimator, diky némuz je svazek z vldkna kolimo-
vany. Tento kolimator obsahuje jednu asférickou ¢ocku. Kolimator je tvoten ¢ockou,
kterd transformuje se sbihavého (rozbihavého) svazku, svazky kolimované, tedy rov-
nobézné. Svazky prochazi pres vzorek, ktery je uchycen na pohyblivy stolek. S pa-
prskem jsme schopni hybat v horizontalni ose. ZvySenim tithlu snimani jsme schopni
dosahnout vyssiho rozliseni. Nepresahne—li tihel 90 °, ziskame zvétsenou numerickou
aperturu. Déle svétlo pokracuje do objektivu. V této soustavé pouzivame objektiv
od firmy Olympus, konkrétné typ RMS4X. Zvétseni tohoto objektivu je 4x, pra-
covni vzdalenost objektivu je 18,5 mm, efektivni ohniskova vzdéalenost je 45 mm a
numerické apertura 0,1 [19]. Svazek vychazejici z objektivu prochazi ¢ockou. Cocka
kolimuje svazky a zaroven zaostiuje objekt. Svazky pokracuji na déli¢, kde spolu
referencni svazek a objektovy svazek interferuji. Referencni svazek je kolimovany
parabolickym kolimatorem RC12SMA-PO1.

Interferencéni obraz se zobrazi na ¢ipu kamery. V soustaveé je pouzita kamera Ul
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- 1490LE. Cip kamery je tvofen CMOS technologii (1.7). Pouziti CMOS ¢ipu je

rychlejsi, nez pouziti CCD ¢ipu, nebot kazdy jednotlivy pixel mé vlastni tranzistor.

Obrazek 2.1: Digitalni holograficky mikroskopu pouzity v této praci
Popis obrazku 2.1 holografického mikroskopu: 1 - laser, 2 - déli¢ optického vlakna,

3 - vétve optického vldkna, 4 - kolimator, 5 - objektiv Olympus RMS4X, 6 - ¢ocka,
7 - délic, 8 - ¢ip, 9 - parabolicky kolimator.
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Obrazek 2.2: Schéma mikroskopu pouzitého v této praci

2.2 Popis experimentu

DHM soustava se skladd z interferometru, objektivu a ¢ipu. Koherentni zdroj svétla
o vlnové délce 635nm byl pouzit pro vytvoreni interference mezi objektem a refe-
rencnim paprskem a nahrani mimoosé digitalniho hologramu na CCD c¢ip. V expe-
rimentu jsme mérili rozliseni pomoci 1951 USAF. Obraz byl zaznamenéan a zrekon-
struovan na zakladé syntetické apertury, Fourierova difrakéniho teorému a prosto-
rového rozliseni. Diky tomu muze byt prostorova absorpce a index lomu kvantita-
tivné rekonstruovan a analyzovan.

Kdyz probéhne cely proces, multiplexujeme prostorovou informaci ze vzorku,
ta se nam ulozi do paméti pocitace hologramy zaznamenané v mimoosé geometrii.
Pak zpracujeme komplexni amplitudu distribuovanou z prenasené frekvence tak,
ze na né aplikujeme Fourierovu transformaci soustiedénou v jednom z difrakénich
fadu. Potom, co najdeme stied, vSechny elementérni snimky mohou byt numericky
zpracovany, abychom je rozsitili do ruznych délek.

Pro numerické preostieni muzeme vyuzit difrakéni integral. Difrakce Rayleigh—

Sommerfieldova integralu 1.5 muzZe byt piiblizné vyiesena pomoci bud Fresnelo-
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vou rekonstrukei, nebo konvoluéni rekonstrukei. Prvni metoda je bézné pouzivanym
zjednodusenim difrakéniho integrélu. Pouziti druhého algoritmu ndm umoznuje efek-
tivné provést operace bez aproximace, coz znamenad, ze difrakéni integral je poc¢itan
pouzitim ti{ Fourierovych transformaci pres konvoluéni teorém, coz je RS(z,y,d) =
FT Y P(u,v)H (u,v,d)}, kde {RS(z,y)} je propagované vinové pole, (z,y) jsou pro-
storové soutadnice, F'T' je Fourierova transformace a d je vzdalenost. Numericky
vypocet Fourierovy transformace je realizovan FFT algoritmem.

V této praci pouzivame konvolucni metodu. Abychom snizili ¢asovou naroc¢nost
vypoétu, definovali jsme Fourierovu transformaci z impulsni charakteristiky: H (u, v, d) =
FT{h(x,y,d)}, kde (u, v) jsou souradnice prostorové frekvence. Pti definovani H(u,v,d)
jsme pouzili Fresnelovu aproximaci. Navic jsou predchozi zaznamenané hologramy
diive zpracovany. Vypocet propagovaného vinového pole na libovolnou vzdéalenost
d se zjednodusi na RS(z,y,d) = FT {U(u,v)H(u,v,d)}, kde U(u,v) je kazdy

zaznamenany hologram. [21] , [22]

2.3 Digitalni zpracovani hologramu

Vystupem méreni je digitalni hologram, ktery se zpracovava prostiednictvim pomoci
Fourierovy transformace do komplexniho signalu. V prvnim snimku 2.3 je vidét
digitalni hologram s interferenéni strukturou zobrazenou do obrazové roviny.

Pro zpracovani signalu se pouziva Fourierova transformace. Pii Fourierové trans-
formaci je ke kazdému signédlu pritazena funkce, diky niz je mozné vycist informace
o jeho puvodnich vlastnostech. V piipadé zpracovani digitdlniho signalu se vyuziva
diskrétni Fourierova transformace (DFT), kterd neobsahuje vsechny frekvence ob-
razu, ale pouze sadu vzorku, kterd je dostatecné velka, aby popsala celou prostorovou
doménu obrazu.

Mame rovnici 1.16. Po prevedeni rovnice do komplexniho tvaru ziskame rovnici
H(x,y) :Ul(xay)+c(xvy)+0*(xay)a (21)

kde z,y jsou prostorové souiadnice, C(z,y) = v/T,e’#2@¥) a C* je komplexné sdruzeny
¢len k C(z,y).

Po aplikaci Fourierovy transformace ziskame rovnici

~ ~ N ~

H(vg,vy) = Ui(vg, vy) + C(vg, vy) + C*(vy, vy). (2.2)

Pii Fourierové transformaci se obraz rozlozi z redlné ¢asti H(x,y) v prostorové
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doméné na Hermitovskou matici H (vg,vy ), kde v, a v, jsou prostorové frekvenéni
souradnice. Amplitudové spektrum matice H 2.4 se zobrazi bodové symetrické k
nultému difrakénfmu fadu v H(0,0). Informace v okoli bodu H (v, v,) odpovidaji
hodnotdm v bodé H(-v,-v,). Vybereme prvni difrakéni #4d (obr. 2.4) a ten posu-
neme do stredu, ¢imz se zbavime nosné frekvence, ktera byla zavedena diive.

Po pasmové filtraci v prostorové frekvenéni doméné se nam eliminuji ¢leny U, (v, vy)
a C*(v,, vy). Zbylé spektrum C(vg, vy) jiz neni Hermitovské. Aplikujeme — li na néj
inverzni Fourierovu transformaci, ziskdme komplexni pole C(z,y), které obsahuje
realnou i imaginarni ¢ést.

Je nutné spravné nastavit nosné frekvence tak, aby vsechny spektralni ¢asti byly
separované ve frekvenéni oblasti ¢ (vg,vy) a mohly byt odfiltrovany pasmovou fil-
traci. Zaroven je maximalni nosné frekvence limitovana Nyquistovym limitu, ktera

je definovana velikosti pixelu senzoru.

Obrazek 2.3: Snimek s interferencéni strukturou
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Magnitude spektrum

Obrézek 2.4: Fourierova transformace snimku

Obrézek 2.5: Féaze obrazu

Komplexni pole C(z,y) se skladd ze sinu a cosinu. Vezmeme hodnoty redlné

sin o

S — tan ),
COs «x

hodnoty (siny) a imaginarni hodnoty (cosiny), které spolu vydélime (
tim ziskdme informaci o fazi (snimek 2.5), nebo lze pocitat magnitudu komplexniho
pole, které nam davé intenzitu. Zobrazeni faze je ale hute ¢itelné, a proto se omezime

pouze na zobrazeni velikosti Fourierovy transformace (intenzity). [20]
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2.3.1 Digitalni zpracovani s generovanim syntetické apertury

V prvni tadeé si inicializuji parametry. Prvotni parametry zjistime potom, co prove-
deme FFT algoritmus se snimkem, jehoz hel osvétleni nebyl upraven. 2.10. Tento

snimek upravime do tvaru ¢tverce pro snadnéjsi praci.

Magnitude spektrum

Nosna
frekvence

Fy [1/um]

Fx [Vum]

Obrazek 2.6: Fourierova transformace pro on — axis snimek

Z vysledného snimku pak urc¢ime rozsah prvniho difrakéniho fadu. Vybereme
kruhové okoli tak, ze prvni difrakéni fad bude presné ve sttedu (viz modry kruh
v obr. 2.6). Najdeme stfed prvniho difrakéniho fadu (zéroven je zde i maximalni
intenzita), a souradnice sttedu jsou zaroven souradnice nosné frekvence. Definujeme
vlastnosti mikroskopové soustavy a velikost jednoho pixelu, kterou uréim pomoci
hodnot z tabulky hodnot pro USAF (5 ¢ar vyndsobim jejich velikosti, a to celé

vydélim poctem pixelu na obrézku).

5 * velikost cqry

pocetpizelu

(2.3)

velikostpizery =
Diky témto hodnotam uréime velikost masky, kterou aplikujeme na obraz. Maska

ma prumér, jenz je rovny maximalnimu rozsahu prostorovych frekvenci, ktery je

objektiv schopny ptrenést. Ten se vypocita jako podil numerické apertury a vinové
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délky.
NA
msk = Y (2.4)

Diky tomu se nam zobrazi pouze vyse zminény vytez obrazu obsahujici komplexni

pole (viz 2.7).

Obrazek 2.7: Vymaskovany referencni snimek

Po uréeni parametru ze snimku bez zmény thlu osviceni zpracujeme mimoosé
snimky. Zpracujeme postupné vSechny mimoosé snimky od maximalnich ihla do
obou stran od osy. Snimky opét upravime na stejnou velikost a provedeme Fourierovu
transformaci. Opét vybereme kruhovou masku odpovidajici pruméru difrakéniho li-
mitu, kde je nosna frekvence stfedem kruznice. Pomoci korelace mezi vyfrezem z refe-
renc¢niho a off — axis snimku hledame, jak se posunul stied kruznice. V nasledujicim
kroku posunu stred off — axis snimku o vzdélenost, o kterou je posunuty oproti re-
ferenénimu, zobrazim snimek a ulozim do proménné, kam ulozim postupné vsechny
snimky. Postupneé seskladam komplexni pole z riznych sméru dohromady (viz snimek
2.8). Podaii — li se ndm pole zvétsit, zvetsi se ndm i rozsah frekvenci, které se

prenaseji.
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Obrazek 2.8: Vysledné frekvencni spektrum po seskladani hologramtu z nékolika
osvétlovacich sméru (syntetickd apertura)

Po seskladéni udélame zpétnou FFT a zobrazime intenzitu/fazi u pospojovaného
snimku 2.11. Pro porovnani si udélame zpétnou FFT a zobrazim intenzitu a fazi u
referencniho.

Oproti puvodn{ situaci se ndm zvysila numerickd apertura o 15%. Tim se posune

i difrakéni limit soustavy.

Meéieni probihalo v laboratori LOMM na Technické Univerzité v Liberci, kde je
sestaveny mikroskop umistén.

Cilem této prace bylo zvysit rozliseni mikroskopu pomoci takzvané syntetické nu-
merické apertury (SNA). Numerickd apertura objektivu byla rovna 0,1. Po nasniméni
7 hologramu (jeden v ose, 6 mimo osu), byly hologramy ulozeny do paméti pocitace
a nasledné digitalné zpracovany. Zménou uhlu osvétleni se zménila jeho numericka
apertura na 0,2. Aby bylo mozné odhadnout vysledné rozliseni, vypocetli jsme nume-
rickou aperturu zarizeni. Syntetickou numerickou aperturu vypocitame jako soucet

numerické apertury osvétleni (N A,) a numerické apertury ¢ocky (NA.).
SNA=NA.+ NA, (2.5)

Po nasniméani je superrozliseny obraz zrekonstruovan pomoci inverzni Fourierovy
transformace, ktera obsahuje i generovanou syntetickou aperturu. Puvodni synte-
ticka numericka apertura se rovnala 0.15, coz podle Rayleighova kritéria znamen4, ze
mikroskop schopny rozlisit bod o velikosti 8,311um, ale po aplikaci navrhovaného po-
stupu, kdy se syntetickd numericka apertura rovna 0,3053, se velikost rozlisitelného

bodu zméni na 3,275 pm.
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Jako vstupni objekt byl pouzit métici ter¢ USAF 1951, ktery se pouziva pro

testovani rozliseni optickych piistroju. USAF 1951 tvori skupiny Sesti pruhu, kde

tfi pruhy jsou horizontalni a tii vertikalni. Skupiny jsou oznacena ¢isly. Abychom

rozeznali rozliseni soustavy, srovname hodnotu ¢isla vedle pruhu s ¢islem skupiny.

[23]

2

2000,0
1781,8
1587 4
1414,2
1259,9
1122,5

DO W N~

1
1000,0
890,9
793,7
707,1
630,0
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0 1 2 3

500,0 250,0 1250 62,5
4454 2227 1114 55,7
396,0 1984 99,2 49,6
353,6 176,8 88,4 44,2
3150 1575 78,7 394
280,6 140,3 70,2 35,1

4
31,3
27,8
24,8
22,1
19,7
17,5

5
15,6
13,9
12,4
11,0
9,8
8,8

Tabulka 2.1: Rozliseni USAF 1951 v mikrometrech
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Obrazek 2.9: USAF 1951

6

78
7.0
6,2
5,5
4,9
4,4

7

3,9
3,5
3,1
2.8
2.5
2.2

Referenéni snimek jsme snimali pod nulovym thlem, numericka apertura byla

tedy rovna 0,15.
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Obrazek 2.10: Referenéni snimek USAF 1951

Posledni rozlisitelné cary snimku 2.12a mély hodnotu 742, takze maximalni
rozliseni 1.24 bylo v hodnoté 3, 5um.
Po té jsme nasnimali nékolik snimku s ruznym thlem osvétleni. Ty pak byly

slozeny algoritmem 2.2, a slozil se z nich snimek 2.11.

High Resolution

Obrazek 2.11: Vysledny snimek USAF 1951

Posledni rozlisitelné ¢ary snimku 2.12b se posunuly na 7+5 a maximalni rozliseni
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1.24 se zvysilo. Nyni jsme schopni rozlisit objekty do velikosti 2, 8um. Rozdil ve

vysledcich je zobrazen na 2.12

(b) Detail snimku po zvyseni
(a) Detail referen¢niho snimku  rozliseni

Obréazek 2.12: Detail obou snimku

Snimek jsme nasnimali pod celkovym tthlem 28°v horizontalnim sméru, abychom
zvysili numerickou aperturu 1.23. Jejim zvySenim dosdhneme vyssi svételnou ti¢innost
objektivu, a tim i kvalitnéjsitho snimku. Hodnota numerické apertury se zmeénila
pouze v horizontalnim sméru a ve vertikdlnim sméru zustala stejna, a proto je ver-
tikalni rozliseni shodné u obou snimku 2.12. V obr. 2.13 je vidét, jak se méni hodnoty
podle ¢ar USAFu. Schodky dolu (tedy nizké hodnoty) predstavuji tmava mista. U
cerveného 7+2 (koresponduje s modrou, ale ma mensi kontrast (vysku schodku)),
ale od 7+3 ma cervend cara nizsi kontrast, zatimco modra ¢ara méa rozeznatelné
schodky do 7+44. Velikost jednoho pixelu odpovida podle vzorce 2.3 0.4960 pum.
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Obrazek 2.13: Porovnani vyfezu USAF 1951 v sekci 7 v konvenénim zobrazeni (bez
zmény uhlu osvétleni) a po aplikaci navrhovaného postupu

Dalsim snimanym objektem byla sinice fadu Oscillatoriales, rodu Spirulina. Spi-

rulina se vyskytuje ve formeé vldken tvotenych jednotlivymi bunkami. Jeji rozmeér je
8 — 10um. [24]

High Resolution

(a) Snimek fasy Spirulina snimany (b) Snimek fasy Spirulina s vyssim
bez zmény hlu osvétlent rozliSenim

Obrazek 2.14: Snimky tasy Spirulina

Rasa je nasnimand pod thlem 28°. Numericka apertura se tedy zvysila, a s tim
i rozliseni. Tim, ze 1hel nasniméani se ménil pouze v horizontalni ose, se zménilo
i rozliseni pouze v horizontalnim smeéru. Diky vlastnostem DHM byla zachovana

zivotnost snimku. Pti sniméani jsme mohli sledovat pohyb v kapce vody.
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(b) Snimek fasy Spirulina s vy$sim rozlisenim

(3D model)

Obréazek 2.15: Snimky tasy Spirulina (3D modely)

Na obr. 2.15a je zobrazen 3D model ¢édsti snimku s fasou pted zlepsenim rozliseni.

Na snimku 2.15b je zobrazena totozna cést rasy, ovSem se zlepsenym rozlisenim v

horizontalnim sméru. Muzeme si v§imnout, ze na snimku 2.15b rozlisime vice detailu.
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Zavér

Cilem préace bylo seznamit se s principy digitalni holografické mikroskopie a rekon-
strukce digitalnich hologramu, navrhnuti experimentalniho usporadani realného di-
gitalniho holografického mikroskopu a zkouméni limitu lateralniho rozliseni moznych
modifikaci pro jeho zvyseni.

Ukolem této bakaldrské prace bylo provést resersi na téma digitalni hologra-
fickda mikroskopie a zlepsit lateralni rozliseni dané mikroskopové soustavy. Prvni
cast prace pojednava o zakladnich terminech o svétle, popisuje obecné holografii a
principy mikroskopie, které jsou nezbytné pro realizaci experimentu.

Digitalni holografickd mikroskopie prinasi oproti klasické mikroskopii mnoho
vyhod. Jednou z nich je neinvazivni meéreni ¢i zobrazeni topografie zkoumaného
vzorku. Kromé intenzity svétla zachycuje i fazi osvétlovaciho svazku.

Druha ¢ast je vénovana experimentu. Je v ni popsana konkrétni mikroskopova
soustava, na niz pokus probihal, dale obsahuje popis algoritmu, ktery vyhodnocoval
nasnimané hologramy, a vysledné porovnani snimku ptfed a po zlepSeni rozliSeni.
Zlepseni rozliseni se dosahlo diky vyuziti syntetické apertury.

Zkoumany mikroskop se skladd z Mach — Zehnderova interferometru, ten je
tvoren laserem o vlnové délce 635 nm a rozdélené optické vlakno, objektivu, ktery
umoznuje Ctyinasobné zvétseni, zobrazovaci ¢ocky, délice a kamery. 7Z kamery se
ukladaji snimky do pocitace, v némz pak probihd zpracovani. Pro zménu tuhlu
osviceni vzorku byla pouzita manudlni zména hlu. Osvétleni vzorku bylo ménéno
postupné az do uhlu 14°0d hlavni osy do obou stran. Snimky byly uklddany do
pocitace a nasledné synteticky slozeny tak, aby se zvysila numericka apertura snimku,
a tedy zvysilo rozliseni mikroskopu.

Pti pouziti digitalniho holografického mikroskopu v transmisnim modu a pro-
storového multiplexovani svazku pii ozarovani vzorku muzeme ukazat, ze je mozné
zrekonstruovat vilnové pole vzorku s vysokym rozliSenim. Po aplikovani syntetické
apertury jsme dostali vysoce rozlisené zobrazeni 3—-D modelu vzorku. Jakmile jsou

zaznamenany uplné informace o optickém poli s difraktujicim vzorkem, je mozné
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zpracovat snimky, jak jsou uvedeny v standardnich technikach optické mikroskopie.

Jako testovany vzorek byl pouzit méiici terc USAF 1951, kterym se zjistuje
rozliSeni soustavy. Pti jeho sniméani bez aplikace syntetické apertury bylo maximalni
rozliSeni soustavy 8,311pum. Po nasnimani vice snimku pod ruznymi thly a jejich
nasledném slozeni se diky vyuziti syntetické apertury zvysilo rozliseni dané mikro-
skopové soustavy na 2,8 pm.

DHM s pouzitim syntetické apertury ma své vyhody, nabizi i sérii dalsich moznosti
na zlepseni rozliseni, a to jak softwarové, tak hardwarové. Touto praci jsme dokazali,
ze princip zvySeni rozliseni pomoci syntetické apertury funguje. Budouci vylepseni
predstavuje moznost zmény uhlu i ve vertikdlnim sméru, piipadné pridani zarizend,

které bude hel ménit automaticky.
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