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2023-002.



Bibliografická identifikace
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4 Výsledky 31
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Úvod

V dnešńı době je mikroskop ned́ılnou součást́ı vědeckého výzkumu a technologického
pokroku. Nacháźı uplatněńı od biologie a pozorováńı živých proces̊u v organismech
přes chemii zkoumaj́ıćı struktury a složeńı materiál̊u až po pr̊umysl, pro který je ne-
odmyslitelnou součást́ı optické inspekce. Aplikace je velká a s ńı i motivace mikroskop
zdokonalovat [1] [2].

Zobrazováńı světelným mikroskopem mohou komplikovat fázové předměty, které
svou slabou absorpćı stěžuj́ı pozorováńı klasickými optickými metodami. Takové před-
měty je možné obarvit, a zvýšit tak uměle jejich absorpci. Tento krok však může
vést k usmrceńı živých vzork̊u a znemožněńı pozorováńı živých proces̊u. To vede i v
současnosti k iniciativám vyv́ıjet nové neinvazivńı optické metody nebo zdokonalovat
ty, které jsou už dlouhou dobu součást́ı praxe [3] [4] [5] [6] [7].

Zcela jiný př́ıstup poskytuje využit́ı prostorového modulátoru světla k modifikaci
obrazu z mikroskopu. Aplikováńım masek na displej prostorového modulátoru světla
je možno dosáhnout r̊uzných metod pro zvýšeńı kontrastu fázových vzork̊u a to zcela
neinvazně [3] [4].

Úvodńı přehled se věnuje problematice kontrastu obrazu fázových vzork̊u a popisu
mikroskopických metod pro zvyšováńı kontrastu. Dále jsou popsané kapalné krystaly
a prostorový modulátor světla.

Následuj́ıćı kapitola se věnuje teoretickému popisu zobrazovaćıch metod a vysvětleńı
základńıho principu filtrace prostorového spektra předmětu pomoćı 4-f systému. Dále
je rozebrána teorie temného pole a Zernikova fázového kontrastu z pohledu fourierovské
optiky. Ukázány jsou také výsledky numerických simulaćı.

V experimentálńı části bude popsána sestava, která realizuje filtraci ve fourierovské
rovině pomoćı prostorového modulátoru světla a zavád́ı tak vybrané mikroskopické
metody. Dále je vysvětlen princip tvořeńı masek, uživatelské rozhrańı v MATLABu,
který tyto masky dokáže sám vytvářet a rovnou i implementovat do sestavy.

Ve výsledćıch jsou pak prezentovány sńımky, které byli vytvořeny zmı́něnou sesta-
vou. Pozorovány byli fázové předměty jako USAF test, vzorky kryśı tkáně, krystaly
para-Teprhenylu a rozsivky. Budou vyhodnoceny také rozd́ıly v kontrastu pro pozitivńı
a pro negativńı Zernik̊uv fázový kontrast, a rozd́ıly v sestavě s kolimovaným svazkem
se sestavou s prstencovou clonou.

7



Kapitola 1

Úvodńı přehled

1.1 Metody pro pozorováńı fázových vzork̊u

Jeden ze základńıch problémů mikroskopie spoč́ıvá v procesu detekce, nebot’ většina de-
tektor̊u funguje na principu intenzitńı detekce, lidské oko nevyj́ımaje. Základńı zp̊usob
pozorováńı objekt̊u v mikroskopii je pomoćı světlého pole. Světlo procháźı kondenzo-
rem a následně osvětluje vzorek, který část zářeńı absorbuje. To je možné pozorovat
jako změnu intenzity na detektoru. Pokud má ale vzorek ńızkou absorpci procházej́ıćıho
světla a má pouze málo rozd́ılný index lomu od prostřed́ı, chová se jako vzorek fázový.

Obrázek 1.1: Porovnáńı amplitudového a fázového předmětu.

Výsledkem je, že světlo, které dopadne na detektor, má pouze fázový posun, avšak
nedisponuje změnou amplitudy. Detektor, který provede časové středováńı, informaci
o fázi ztrat́ı a obraz je pozorován s ńızkým kontrastem [8]. Pro fázové vzorky plat́ı

|T (x)|2 =
∣∣Ae iθ(x)

∣∣2 = A2, (1.1)

kde T(x) je funkce propustnosti, A je amplituda a θ reprezentuje fázi. Jak je zřejmé,
pro intenzitńı detekci se fázový člen ztrat́ı.

Jednou z možnost́ı umělého navýšeńı kontrastu je např́ıklad obarveńı vzork̊u, č́ımž
se zvýš́ı absorpce. Tento krok ale může vést k usmrceńı vzork̊u a znemožněńı pozo-
rováńı živých proces̊u. Z tohoto d̊uvodu se stále vyv́ıjej́ı nové optické metody, které
zvyšuj́ı kontrast obraz̊u vzork̊u bez invazivńıch zásah̊u. Existuj́ı metody, které jsou
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snadno implementovatelné, jako např́ıklad temné pole. Jiné metody naopak vyžaduj́ı
speciálńı vybaveńı, kupř́ıkladu fázovou destičku umı́stěnou v mikroskopovém objektivu
pro Zernik̊uv fázový kontrast nebo dva Wollastonovy hranoly pro diferenciálńı inter-
ferenčńı kontrast. V následuj́ıćıch sekćıch bude věnována pozornost metodám, které
budou demonstrovány v experimentálńı části [5] [9].

(a) Obraz amplitudového USAF testu (b) Obraz fázového USAF testu

Obrázek 1.2: Obrazy r̊uzných typ̊u USAF testu ve světlém poli.

Temné pole

Prvńı ze zmiňovaných metod je temné pole, které patř́ı k nejpouž́ıvaněǰśım technikám v
praxi. Princip se zakládá na umı́stěńı prstencové clony do osvětlovaćı části mikroskopu.
Vzorek je posléze osvětlen svazkem tvaru dutého kužele, který je vlivem struktury
vzorku rozptýlen i mimo kužel. Objektiv je pak umı́stěn do takové polohy, aby bylo
zachyceno pouze světlo rozptýlené a světlo př́ımé ho úplně minulo. To má za následek
zvýrazněńı detail̊u a tmavé pozad́ı v obrazové rovině mikroskopu.

Obrázek 1.3: Nákres principu temného pole.

Tato metoda je populárńı pravě pro jednoduchost provedeńı, kdy stač́ı do mikroskopu
využ́ıvaj́ıćıho světlé pole zasunout prstencovou clonu před kondenzor [5][6].
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(a) Světlé pole (b) Temné pole

Obrázek 1.4: Aspergillus fumigatus se zvětšeńım 400x, Odděleńı klinické
mikrobiologie, Nemocnice Poprad a.s.

Zernik̊uv fázový kontrast

Daľśı metoda, která jednoznačně patř́ı k významným milńık̊um mikroskopie, je Zer-
nik̊uv fázový kontrast, za který jeho vynálezce Frits Zernike dostal Nobelovou cenu za
fyziku v roce 1953.

Obrázek 1.5: Nákres principu Zernikova fázového kontrastu.

Využ́ıvá interference mezi nerozptýleným světlem a rozptýleným na struktuře vzorku.
Pro dosažeńı interference je potřebné, aby zpožděńı bylo rovno 1/2 vlnové délky,
čehož je možné doćılit fázovou destičkou tvaru prstence v obrazové rovině objektivu,
která zp̊usobuje posun mezi rozptýleným a nerozptýleným světlem o 1/4 vlnové délky
[5] [7] [10].
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(a) Světlé pole (b) Zernik̊uv fázový kontrast

Obrázek 1.6: Sńımky Actinoptychus senarius ve světlém poli a s Zernikovým fázovým
kontrastem [11].

Spirálńı fázový kontrast

Posledńı metodou je spirálńı fázový kontrast, který využ́ıvá filtraci ve fourierovské
rovině vytvořenou 4-f systémem. Do ńı je umı́stěna spirálńı fázová maska, která měńı
fázový posun azimutálně od -π do +π.

Obrázek 1.7: Nákres principu spirálńıho fázového kontrastu.

Výsledkem jsou izotropně zvýrazněné hrany vzorku v jeho obraze. Pokud se osa masky
nenacháźı ve stejném bode jako optická osa systému, zvýrazněńı vzork̊u již neńı izot-
ropńı. Docháźı ke st́ınovému efektu a to pozorovateli poskytuje jinou informaci o vzorku
[12] [13].
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(a) Světlé pole (b) Spirálńı fázový kontrast

Obrázek 1.8: Buňka fibroblastomu se zvětšeńım 20x [9].

1.2 Prostorový modulátor světla

Prostorový modulátor světla (PMS) je dynamické elektro-optické zař́ızeńı, které umož-
ňuje ř́ıdit charakteristiky světelného paprsku v prostoru. Je jim možné ovlivňovat r̊uzné
parametry světla, jako je intenzita, fáze nebo polarizace, v závislosti na zvoleném typu
modulátoru. Skrze optické a elektrické vlastnosti kapalných krystal̊u je světlo modu-

Obrázek 1.9: Schéma prostorového modulátoru světla [18].

lováno požadovaným zp̊usobem. Kĺıčovou součást́ı PMS je displej tvořený kapalnými
krystaly. Jedná se o látku, která se nedá popsat explicitně jako kapalina ani jako pevné
skupenstv́ı. Vyznačuje se vlastnostmi obou. Molekuly kapalných krystal̊u maj́ı tvar
doutńıku a zachovávaj́ı si orientaci, č́ımž jsou krystaly typické. Nicméně jsou charakte-
ristické také absenćı uspořádáńı v prostoru, což je také vlastnost kapalin. Jedná se tak
o typický př́ıklad multidisciplinárńı vědy – spojeńı chemie a fyziky [14] [15] [16] [17].
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Kapalné krystaly děĺıme na tři typy :

1. Nematické - zachovává se paralelńı orientace molekul s náhodně rozmı́stěnými
centry skrze celý objem

2. Smektické - paralelńı orientace molekul je zachována, avšak centra jsou rozmı́stěna
v paralelńıch vrstvách

3. Cholesterické - zkroucená verze smektických krystal̊u, kde se vrstva po vrstvě
stáč́ı podél osy kolmé k jednotlivým vrstvám

(a) Nematické kapalné
krystaly

(b) Smektické kapalné
krystaly

(c) Cholesterické kapalné
krystaly

Obrázek 1.10: Typy kapalných krystal̊u.

V praxi nejvyuž́ıvaněǰśı typ krystal̊u jsou nematické kapalné krystaly. Je možné jim
vynutit orientaci pomoćı mechanického p̊usobeńı nebo přiloženého napět́ı. V závislosti
na uspořádańı v pixelech je určen typ modulace. Pokud se jedná o aplikaci v dis-
plej́ıch z kapalných krystal̊u určených na modulaci amplitudy, fáze nebo polarizace,
jsou nejpouž́ıvaněǰśı vertikálńı nebo paralelńı kapalné krystaly [15] [16] [17]. V př́ıpadě

(a) Bez napět́ı (b) S přiloženým napět́ım

Obrázek 1.11: Vertikálńı kapalné krystaly [18].

paralelńıch a vertikálńıch kapalných krystal̊u (Obr. 1.11) je princip založen na umı́stěńı
vrstvy kapalných krystal̊u mezi dvě skleněné desky, kterým je mechanicky vnucena ori-
entace. Po přivedeńı napět́ı se molekuly začnou stáčet o úhel θ, což má za následek
snižováńı mimořádného indexu lomu podle vztahu

1

n2
e(θ)

=
cos(θ)2

n2
e

+
sin(θ)2

n2
o

, (1.2)
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kde no je řádný index lomu a ne je mimořádný index lomu. Taková buňka se chová
jako fázová destička s proměnnou fázovou retardaćı závislou od úhlu náklonu θ. Fázové
zpožděńı ∆Φ je rovno

∆Φ =
2π

λ
[ne(θ)− no]d, (1.3)

kde λ je vlnová délka a d je tloušt’ka.
Optické a elektrické vlastnosti jednotlivých buněk jsou kontrolovány elektrickým

polem (elektricky adresované PMS) nebo optickým svazkem (opticky adresované PMS)
[14] [16] [19].

Existuje několik komerčně dostupných PMS s r̊uznými parametry, které maj́ı dopad
na výslednou modulaci světla. Mezi nejvýznamněǰśı patř́ı:

1. Velikost a vzdálenost pixel̊u

Jelikož je displej PMS periodická struktura, která se skládá z pixel̊u, mezi kterými
jsou nepropustné oblasti, je nutno pohĺıžet na modulátor jako na difrakčńı mř́ıžku.
To má za následek rozklad světla do difrakčńıch řád̊u, který se ř́ıd́ı mř́ıžkovou
rovnićı

sin(αm) = sin(αi) +m
λ

Λ
, (1.4)

kde m je difrakčńı řád, Λ mř́ıžková konstanta, λ je vlnová délka světla, αi úhel
dopadaj́ıćıho svazku a αm úhel odklonu m-tého difrakčńıho řádu. Velikost a
vzdálenost pixel̊u se odraźı v mř́ıžkové konstantě, přičemž Λ je rovno velikosti
jednoho pixelu a vzdálenosti mezi dvěma sousedńımi pixely. Občas se udává re-
ciproká hodnota mř́ıžkové konstanty, která se nazývá hustota vryp̊u [20] [21] [22].

Obrázek 1.12: Znázorněńı mř́ıžkové rovnice a pixel̊u modulátoru.

2. Koeficient zaplněńı

Tento parametr udává poměr propustných a nepropustných oblast́ı na aktivńı
ploše displeje. Má vliv na difrakčńı účinnost amplitudové binárńı mř́ıžky tvořené
strukturou displeje PMS. Hodnota se udává jako bezrozměrné č́ıslo nebo v pro-
centech. Hodnoty u komerčně dostupných produkt̊u se pohybuj́ı přibližně od 80 %
až po 98 % [20] [23] [24].
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3. Difrakčńı účinnost

Difrakčńı účinnost je vázaná na výše zmiňovaný koeficient zaplněńı. Je možné ji
vyjádřit jako

ηm =
Im
Id

, (1.5)

kde Im je intenzita v m-tém difrakčńım řádu a Id je intenzita vlny dopadaj́ıćı na
mř́ıžku. V závislosti na typu modulace se difrakčńı účinnost může lǐsit. Jestliže se
jedná o amplitudovou modulaci, aktivńı plocha PMS představuje amplitudovou
binárńı mř́ıžku. Jej́ı difrakčńı účinnost v m-tém řádu je rovna

ηm =

∣∣∣∣psin(πmp)

πmp

∣∣∣∣2 = p2sinc2(πmp), (1.6)

kde p je koeficient zaplněńı a m je difrakčńı řád.

(a) Pr̊uřez pixely amplitudového PMS se
znázorněńım koeficientu zaplněńı.

(b) Ukázka difrakčńı účinnosti pro
amplitudovou binárńı mř́ıžku s

koeficientem zaplněńı p=0,78 [21].

Obrázek 1.13

Pro dosažeńı kvalitńı modulace se často na displej PMS promı́tá pracovńı mř́ıžka.
Difrakčńı účinnost této binárńı fázové mř́ıžky je obecně rovna

ηm =
∣∣sinc(πm) + psinc(πmp)

(
eiϕ0 − 1

)∣∣2 , (1.7)

kde ϕ0 je fázový zdvih, který může nabývat hodnot od 0 do 2π [21] [22]. V praxi
se běžně použ́ıvá hodnot ϕ0 = π a p = 0,5. Výraz je pak zredukován na tvar

ηm = sinc2(πm) + sinc2
(πm

2

)
− 2sinc(πm)sinc

(πm
2

)
, (1.8)

a pro m = 1

ηm =
sin2 π

2(
π
2

)2 . (1.9)
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(a) Pr̊uřez pixely fázového PMS se
znázorněńım koeficientu zaplněńı.

(b) Ukázka difrakčńı účinnosti pro fázovou
binárńı mř́ıžku s koeficientem zaplněńı
p=0,5 a fázovým posunem ϕ0 = π [21].

Obrázek 1.14

4. Rovinnost aktivńı plochy

Z d̊uvodu nedokonalost́ı výroby může mı́t rovinnost aktivńı plochy nedokonalý
tvar a vnášet do systému aberace. Proto výrobce k softwaru PMS často dodává
také masku, která kompenzuje výrobńı vady. Tyto masky jsou jedinečné pro
každý výrobek. Opotřebeńım a časem může aktivńı plocha tvar měnit, proto je
potřebné provádět opakovaná měřeńı a kompenzačńı masku aktualizovat [20].

Obrázek 1.15: Př́ıklad korekčńı fázové masky, která kompenzuje výrobńı
nedokonalosti.

5. Kalibračńı křivka

Jedná se o závislost fázové modulace na vstupńım signálu. Většina PMS využ́ıvá
256 úrovńı jasu, které konvertuje na požadovanou úroveň jasu. Výrobci udávaj́ı
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kalibračńı křivky, které vykazuj́ı lineárńı závislost modulace fáze na vstupńım
signálu. Ovšem tato závislost je lineárńı pouze pro určité rozmeźı úhl̊u dopadu
(většinou 10°). Pokud neńı tato podmı́nka dodržena, je potřeba interferometricky
a polarizačně provést měřeńı a křivku nahradit [19] [25].

Obrázek 1.16: Př́ıklad kalibračńı křivky [19].

Mimo výše zmı́něné parametry jsou d̊uležité při výběru PMS také parametry jako
např́ıklad vlnová délka, pro kterou je PMS použitelný, obnovovaćı frekvence, zp̊usob
propojeńı s poč́ıtačem a jiné.

Princip použit́ı fázového modulátoru světla neńı náročný, nebot’ se po připojeńı k
poč́ıtači chová v podstatě jako druhý monitor. Většinou výrobci dodaj́ı software pro
PMS, př́ıpadně je možné využ́ıt software jiný, avšak stále z̊ustává nutnost naprogra-
mováńı vlastńıch masek.
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Kapitola 2

Teoretický model zobrazovaćıch
metod

2.1 Prostorová filtrace spektra

V rámci široké škály aplikaćı lze PMS využ́ıt také na filtraci ve frekvenčńı doméně.
Aby bylo možné provádět takovou filtraci, je nutné umı́stit modulátor do fourierovské
roviny, kde jsou vzájemně odseparovány jednotlivé prostorové frekvence. K tomu lze
využ́ıt např́ıklad optický 4-f systém. Ten se skládá ze dvou čoček stejné ohniskové
vzdálenosti f v konfiguraci teleskopu. Prvńı čočka provede Fourierovu transformaci
předmětu vloženého do předmětové ohniskové roviny. V obrazové ohniskové rovině,
která je zároveň fourierovská rovina, se zobraźı spektrum předmětu. To poskytuje př́ımý
př́ıstup k jednotlivým prostorovým frekvenćım a umožňuje jejich efektivńı modulaci.
Druhá čočka pak zastupuje úlohu zpětné Fourierovy transformace a v jej́ı obrazové
ohniskové rovině je pak zpětně složen obraz předmětu [15] [17].

Obrázek 2.1: Schéma 4-f systému.

2.2 Teorie temného pole a Zernikova fázového kon-

trastu

V této sekci bude nast́ıněna teorie temného pole a Zernikova fázového kontrastu. Jak
bylo zmı́něno v předešlé části, k realizaci mikroskopických metod se využ́ıvá Fourierovy
transformace a jej́ıch d̊usledk̊u ve formě odseparováńı prostorových frekvenćı ve fou-
rierovské rovině. Jedná-li se o tenký fázový vzorek, je možno se omezit pouze na prvńı
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dva členy rozvoje exponenciálńı funkce popisuj́ıćı propustnost fázového předmětu (1.1)
a tedy komplexńı amplituda na vstupu bude mı́t tvar

U = 1 + iθ(x,y). (2.1)

Ve fourierovské rovině dojde k prostorové separaci nerozptýleného světla, které je re-
prezentováno členem 1. To umožňuje manipulaci s jednotlivými složkami. Nerozptýlené
světlo je vynásobeno propustnost́ı masky, kterou lze vyjádřit jako

A(x,y) = aeiα, (2.2)

kde α je úhel o který je modifikována fáze prošlého zářeńı, a je amplitudová propustnost
masky nabývývaj́ıćı hodnot ≤ 1. Zpětnou Fourierovou transformaćı pak vznikne výraz
pro komplexńı amplitudu na výstupu

U ′(x′,y′) = aeiα + iθ(x,y). (2.3)

Pak je rozložeńı intenzity v obrazové rovině dáno jako

I(x′,y′) =
∣∣aeiα + iθ(x,y)

∣∣2 , (2.4)

I(x′,y′) = a2 ± 2asinα + θ(x,y)2. (2.5)

Z tohoto výrazu je možno vyvodit dva limitńı př́ıpady. Pokud dosad́ıme propustnost
masky a = 0 výraz nabude

I(x′,y′) = θ(x,y)2. (2.6)

Tento výraz reprezentuje temné pole.
Jestliže propustnost masky polož́ıme a = 1 a úhel modifikace fáze α = ±π

2
, výraz

2.5 je zredukován na
I(x′,y′) = 1± 2θ(x,y) + θ(x,y)2. (2.7)

Tento výraz určuje, jak se měńı intenzita světla v obrazu s rostoućı fázovou hloubkou
předmětu θ. Pokud se jedná o vzorek s malou fázovou hloubkou, je možné výraz 2.7
aproximovat na lineárńı vztah

I(x′,y′) = 1± 2θ(x,y). (2.8)

To představuje lineárńı chováńı Zernikova fázového kontrastu v obou př́ıpadech – ne-
gativńım a pozitivńım. Na grafu 2.2 jsou zobrazeny pozitivńı a negativńı Zernik̊uv
fázový kontrast výraz s využit́ım výrazu 2.7. Na ose x jsou zvoleny malé hodnoty θ.
Lze pozorovat, že se chováńı křivky bĺıž́ı lineárńı závislosti, a je tedy možné využ́ıt
výraz 2.8.
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Obrázek 2.2: Křivka popisuj́ıćı vztah 2.7, kde jsou na ose x pouze malé hodnoty θ.

Pokud se ale pod́ıváme na graf 2.3, kde je na ose x větš́ı rozsah θ, závislost přejde v
kvadratickou a je nutno využ́ıvat vztah 2.7.

Obrázek 2.3: Křivka popisuj́ıćı vztah 2.7, kde jsou na ose x také vyšš́ı hodnoty θ.

Jak lze vidět z křivek 2.3, pozitivńı a negativńı Zernik̊uv fázový kontrast nejsou ekvi-
valentńı.

Jestliže se jedná o negativńı Zernik̊uv fázový kontrast a tedy α = π
2
, dá se intenzita

v obraze vyjádřit jako
I(x′,y′) = 1 + 2θ(x,y) + θ(x,y)2. (2.9)
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Z toho vyplývá, že závislost intenzity v obraze bude vždy r̊ust se vzr̊ustaj́ıćı fázovou
hloubkou předmětu θ.

Naopak použijeme-li α = −π
2
, což představuje pozitivńı Zernik̊uv fázový kontrast,

závislost intenzity v obraze na fázové hloubce θ již neńı vždy klesaj́ıćı

I(x′,y′) = 1− 2θ(x,y) + θ(x,y)2. (2.10)

Dokud je fázová hloubka předmětu relativně malá, závislost je klesaj́ıćı, ale pokud
ve výrazu 2.10 začne převládat kvadratický člen θ(x,y)2, závislost se změńı na ros-
toućı a pozitivńı kontrast se začne chovat stejně jako negativńı kontrast avšak s menš́ı
účinnost́ı.

Z těchto poznatk̊u vyplývá, že ačkoliv si jsou oba typy kontrast̊u pro určité fázové
hloubky rovnocenné, pro vyšš́ı hodnoty je vždy lepš́ı využ́ıvat negativńıho Zernikova
fázového kontrastu [10] [26] [27].

2.3 Numerické simulace

Modelováńı 4-f systému se může zdát náročné, avšak použit́ım výpočetńıho softwaru
schopného realizovat rychlou Fourierovu transformaci (FFT) se úkol měńı na jedno-
duchou záležitost. Základńı úvahou je, že čočky 4-f systému provád́ı rychlou Fou-
rierovu transformaci. Na začátek je nač́ıtán fázový USAF test jako předmět (Obr.
2.4a,2.5a,2.6a,2.7a), který reprezentuje matici komplexńı amplitudy U1. Pr̊uchod světla
prvńı čočkou pak můžeme psát jako

F {U1} , (2.11)

kde F reprezentuje rychlou Fourierovu transformaci, pomoćı které dostaneme ve výsledku
spektrum předmětu. Masky, které představuj́ı jednotlivé metody
(Obr. 2.4b,2.5b,2.6b,2.7b), násob́ıme se spektrem

S · F {U1} , (2.12)

kde S je matice masky. Tato operace představuje umı́stěńı masky do fourierovské roviny
4-f systému. Daľśım krokem je realizováńı zpětné rychlé Fourierovy transformace jako
š́ı̌reńı daľśı čočkou

U2 = F−1 {S · F {U1}} , (2.13)

kde U2 je komplexńı amplituda obrazu. Pokud je žádoućı simulovat intenzitu, je potřeba
výraz uvažovat jako druhou mocninu absolutńı hodnoty

I = |U2|2 =
∣∣F−1 {S · F {U1}}

∣∣2 . (2.14)
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(a) Fázový předmět (b) Maska pro temné pole (c) Simulace obrazu
fázového USAF testu

zobrazeného v temném poli

Obrázek 2.4: Simulace zobrazováńı pomoćı temného pole.

(a) Fázový předmět (b) Maska pro pozitivńı
Zernik̊uv fázový kontrast

(c) Simulace obrazu
fázového USAF testu
zobrazeného pomoćı

pozitivńıho Zernikova
fázového kontrastu

Obrázek 2.5: Simulace zobrazováńı pomoćı pozitivńıho Zernikova fázového kontrastu.

(a) Fázový předmět (b) Maska pro negativńı
Zernik̊uv fázový kontrast

(c) Simulace obrazu
fázového USAF testu
zobrazeného pomoćı

negativńıho Zernikova
fázového kontrastu

Obrázek 2.6: Simulace zobrazováńı pomoćı negativńıho Zernikova fázového kontrastu.
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(a) Fázový předmět (b) Maska pro spirálńı
fázový kontrast

(c) Simulace obrazu
fázového USAF testu
zobrazeného pomoćı
spirálńıho fázového

kontrastu

Obrázek 2.7: Simulace zobrazováńı pomoćı spirálńıho fázového kontrastu.
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Kapitola 3

Experimentálńı část

3.1 Sestava

V experimentu byl použit LED zdroj M530L2-C1 od společnosti Thorlabs s centrálńı
vlnovou délkou 530 nm, š́ı̌rkou spektra 31 nm a výkonem 170 mW. Zdroj je zobrazen
pomoćı kolektoru s ohniskovou vzdálenosti fkol = 100 mm do předmětové ohniskové
roviny kondenzoru s ohniskovou vzdálenost́ı fkon = 40 mm, ve které se nacháźı clona ve
tvaru mezikruž́ı s cloněńım centrálńı části o pr̊uměru 3 mm. Svazek je poté kondenzorem
soustředěn do roviny vzorku. Zobrazovańı vzorku je realizováno mikroskopovým ob-
jektivem. V experimentu byly použity tři r̊uzné mikroskopové objektivy od společnosti
Olympus. Objektiv UPlan FL N se zvětšeńım 10x a numerickou aperturou 0,3, objek-
tiv UPlan FL N se zvetšeńım 20x a numerickou aperturou 0,5 a objektiv UPlan FL
N se zvětšeńım 40x a numerickou aperturou 0,8. Mikroskopovou část následně dotvář́ı

Obrázek 3.1: Schéma experimentu.

tubusová čočka s ohniskovou vzdálenost́ı ftč = 180 mm. V obrazové rovině mikroskopu
se nacháźı clona zorného pole, kterou je možno kontrolovat velikost obrazu na kameře.
Svazek je poté upraven polarizátorem na vhodnou lineárńı polarizaci pro dosažeńı ma-
ximálńı účinnosti PMS. Za polarizátorem se nacháźı také spektrálńı filtr o š́ı̌rce pásma
1 nm, jež má za úkol zúžit spektrum zdroje natolik, aby nedocházelo k rozmazáńı
obrazu prvńıho difrakčńıho řádu v d̊usledku difrakce.

Jelikož se fourierovská rovina nacháźı uvnitř mikroskopového objektivu, je nutné
ji přezobrazit pomoćı 4-f systému. Za polarizátorem se nacháźı čočka o ohniskové
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vzdálenosti f1 = 300 mm, v jej́ıž obrazové ohniskové rovině je vytvořeno prostorové
spektrum předmětu. To je modifikováno odrazným PMS od společnosti Hamamatsu
X10468-01 o velikosti pixel̊u 20 µm s rozlǐseńım 800 x 600 pixel̊u a koeficientem za-
plněńı p = 98 %. Modulátor svazek odraźı na druhou čočku 4-f systému s ohniskovou
vzdálenosti f2 = 500 mm. Velikosti ohniskových vzdálenost́ı čoček 4-f systému byly
zvoleny v souladu se vztahy

α >
C

f1

, (3.1)

f2 =
C ′

C
· f1, (3.2)

kde C je pr̊uměr clony zorného pole a C’ je menš́ı rozměr kamery. V př́ıpadě této sestavy
se jedná o rozměr C ′ = 7,032 mm. Tyto vztahy jsou odvozeny z mř́ıžkové rovnice za
podmı́nky aproximace malého úhlu dopadu na PMS. Účelem těchto vztah̊u je zamezeńı
proĺınáńı jednotlivých difrakčńıch řád̊u. Obraz je formován na kameře značky Basler
acA1920-155um s rozlǐseńım 1920 x 1200 pixel̊u [18].

Obrázek 3.2: Sńımek experimentu.

3.2 Masky pro PMS

Svazek osvětluj́ıćı vzorek je ve tvaru prstence, což má za následek lepš́ı rozlǐsovaćı schop-
nost za cenu sńıžeńı množstv́ı prošlé energie v systému. Rovněž je potřeba přizp̊usobit
masky promı́tané na modulátor, jelikož stopa, která dopadne na modulátor má prs-
tencový tvar [18]. Pokud je na prostorovém modulátoru světla nastavena konstantńı
změna fáze, mikroskop funguje na principu světlého pole. Po promı́tnut́ı masky prs-
tence s difrakčńı mř́ıžkou se systém chová jako mikroskop využ́ıvaj́ıćı temné pole (Obr.
3.3a). Difrakčńı mř́ıžka odklońı ńızké prostorové frekvence do prvńıho difrakčńıho řádu
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a v nultém z̊ustanou pouze vysoké frekvence reprezentuj́ıćı detaily předmětu. Jestliže
je difrakčńı mř́ıžka na prstencové masce nahrazena konstantńım posuvem fáze o π/2,
je v obrazové rovině dosaženo pozitivńıho Zernikova fázového kontrastu (Obr. 3.3c),
zat́ımco použit́ı posuvu o 3/2π vznikne negativńı Zernik̊uv fázový kontrast (Obr. 3.3b).
Tato metoda poskytuje jiný druh informace jako dř́ıve použité temné pole jelikož Zer-
nik̊uv fázový kontrast vytvář́ı kontrast mezi r̊uznými fázovými výškami předmětu.
Jako posledńı je maska spirálńıho fázového kontrastu (Obr. 3.3d), která je tvořena
azimutálně se měńıćımi hodnotami fázového posuvu od 0 do 2π.

(a) Temné pole (b) Negativńı Zernik̊uv fázový kontrast

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

Obrázek 3.3: Masky promı́tané na modulátoru v př́ıpadě, že má svazek tvar prstence.

Masky 3.3a,3.3d,3.3c,3.3b jsou pouze ilustračńı, jelikož se přizp̊usobuj́ı velikostně
dle použitého mikroskopového objektivu a velikosti clony v osvětlovaćı části.

Reálné velikosti masek na displeji PMS je možné dopoč́ıtat ze zvětšeńı obrazu clony

Mclona =
fMO · f1

fkon · ftč

. (3.3)

Jelikož se jedná o prstencovou clonu, jsou d̊uležité dva parametry clony – pr̊uměr
centrálńı části clony D1 = 3 mm a pr̊uměr větš́ı clony D2 = 4 mm (viz obr. 3.4). Pro
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Obrázek 3.4: Nákres prstencové clony umı́stěné v předmětové ohniskové rovině
kondenzoru.

jednoduchost se zat́ım omeźıme pouze na výpočty pro parametr D1. Velikost obrazu
clony D′1 můžeme vyjádřit skrze zvetšeńı

Mclona =
D′1
D1

=⇒ D′1 =
fMO · f1

fkon · ftč

·D1. (3.4)

Pro vytvořeńı masky je potřeba znát pr̊uměr v pixelech, který je dán jako poměr
pr̊uměru obrazu clony a velikosti pixelu PMS DPMS = 0,02 mm

npixel̊u =
D′1
DPMS

=
fMO · f1 ·D1

fkon · ftč ·DPMS

. (3.5)

Jelikož máme dva rozměry clony a v experimentu byly použity tři mikroskopové ob-
jektivy, dostaneme šest r̊uzných hodnot:

D
f ′MO f ′MO1 = 18mm f ′MO2 = 9mm f ′MO3 = 4,5mm

D1 = 3mm 112 56 28
D2 = 4mm 150 75 37

Hodnoty v tabulce udávaj́ı velikost masek v pixelech, zaokrouhlené na celá č́ısla.
Tyto masky je potřebné naprogramovat, exportovat, vložit do programu PMS a

samostatně otevř́ıt program kamery.

3.3 Grafické uživatelské rozhrańı

Jednou z motivaćı této diplomové práce bylo vytvořeńı grafického uživatelského roz-
hrańı (GUI – Graphical User Interface) pro mikroskop, který využ́ıvá PMS. Předcháźı
se tak nutnosti využ́ıvat software dodaný společnost́ı a předevš́ım potřebě vytvářet si
vlastńı masky pomoćı výpočetńıho softwaru, jako je např́ıklad MATLAB. Tato aplikace
umožňuje př́ıstup uživatel̊um, kteř́ı nejsou zběhĺı v programováńı v jazyku vhodného
pro tyto účely. Daľśı výhoda spoč́ıvá v rychlosti tvorby masek. Čas, který uživatel mu-
sel vynaložit na naprogramováńı masky, exportováńı a následné nahráńı do softwaru
PMS je zkrácen na pár sekund, kdy stač́ı navolit požadované parametry a výsledek je
ihned dostupný formou okamžitého přenosu záznamu kamery.
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Obrázek 3.5: Sńımek GUI.

K tvorbě GUI byly použity objekty systému Handle Graphics, které umožňuj́ı efektivńı
práci s grafickými objekty. Byli využity objekty ”figure” a ”uipanel” pro vytvořeńı
”oken”, ve kterých se nacháźı daľśı grafické prvky pro ovládańı. Jednotlivé prvky maj́ı
přǐrazenou hierarchii pomoćı př́ıkazu Parent pro ulehčeńı přǐrazováńı pozićı a velikost́ı
oken a jiných prvk̊u. Byly zvoleny jednotky typu ”normalized” a tedy normalizované
jednotky. V př́ıpadě, že je program otevřen na obrazovce, která má rozd́ılné rozlǐseńı,
dojde ke zmenšeńı nebo zvětšeńı oken poměrově. Zabraňuje se tak deformaci oken nebo
přeplněńı obrazovky. Na ovládańı jednotlivých parametr̊u byl použit grafický objekt
uicontrol a použité byli jeho r̊uzné styly ”Pushbutton”,”Toggle”,”Popup” aj. [28][29].

Obrázek 3.6: Sńımek GUI - okno s nastaveńım masky.

Ovládańı rozhrańı je jednoduché i pro nezkušené uživatele. V prvńım okně s názvem
”Nastaveńı masky”(Obr. 3.6) a panelu ”Výběr řád̊u” si nejprve uživatel vybere, zdali
bude obraz pozorovat v nultém nebo prvńım difrakčńım řádu. Program podle toho do
výsledné masky zakomponuje vzor difrakčńı mř́ıžky. Následně je v panelu ”Výběr filtr̊u”
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možné nastavit, kterou z mikroskopových kontrastńıch metod chce uživatel pozorovat.
Je možné zatrhnout v́ıce než jednu možnost.

Obrázek 3.7: Sńımek GUI - okno s nastaveńım masky.

Podle zvolených metod se v části ”Parametry” zobraźı možnosti nastaveńı jednotlivých
parametr̊u masky. Parametr ”clona”je odemčený vždy a definuje pr̊uměr kruhové clony
masky v pixelech. Pokud je zvolena hodnota v́ıce než 600 pixel̊u (menš́ı rozměr dis-
pleje PMS), pak je vypsána chybová hláška s popisem. Pokud je zatrhnuta možnost
”Spirálńı fázový kontrast”, zpř́ıstupńı se panel s topologickým nábojem. Jestliže je
zvolena možnost ”Zernik̊uv fázový kontrast” je možné zvolit pozitivńı nebo negativńı
posun fáze centrálńı oblasti a také požadovaný fázový skok (Obr. 3.7). Jako posledńı z
parametr̊u je možno zvolit, aby byla v masce zakomponována kvadratická fáze čočky
a určit požadovanou ohniskovou vzdálenost.

Obrázek 3.8: Sńımek GUI - okno s Zernikovými koeficienty.

Stisknut́ım tlač́ıtka ”Zernikovy koeficienty”se otevře okno (Obr. 3.8) s koeficienty Zer-
nikova polynomu, pomoćı kterých je doćıleno korekce aberaćı zanesených systémem.
Tlač́ıtkem ”Expozice kamery”se otevře okno (Obr. 3.9) s nastavitelnou hodnotou ex-
pozice v milisekundách.
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Obrázek 3.9: Sńımek GUI - okno s expozičńım časem kamery.

Stlačeńım tlač́ıtka ”>”se potvrd́ı zvolené parametry, maska se vytvoř́ı a přenese na ob-
razovku PMS. Vedle nastaveńı parametr̊u je otevřeno také okno s náhledem na aktuálńı
promı́tanou masku a živý přenos připojené kamery (Obr. 3.5) v systému. To poskytuje
okamžitou kontrolu výsledk̊u.
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Kapitola 4

Výsledky

4.1 Fázový kalibračńı test

(a) Světlé pole (b) Temné pole

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

Obrázek 4.1: Sńımky fázového USAF testu s fázovou hloubkou 350 nm a objektivem se
zvětšeńım 10x.
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Pro porovnávańı účinnosti jednotlivých metod byl použit fázový USAF test od společ-
nosti Benchmark technologies. Ten disponuje strukturou s r̊uznými prostorovými frek-
vencemi a fázovými hloubkami od 50 až po 350 nm[30].

Na obrázku 4.1 jsou čtyři r̊uzné sńımky části fázového USAF testu s fázovou hloub-
kou 350 nm. Jelikož se jedná o poměrně velkou fázovou hloubku, je možné pozoro-
vat jednotlivé detaily předmětu už v módu světlého pole. Na sńımku 4.8a je vidět
předmět relativně zřetelně nicméně kontrast je ńızký. Po promı́tnut́ı masky na rea-
lizaci temného pole (Obr.3.3a) jsou z obrazu odfiltrovány ńızké prostorové frekvence,
což se jev́ı jako světlé detaily na tmavém pozad́ı (Obr.4.8b). Kontrast výrazně stoupne,
avšak rozlǐsovaćı schopnost se sńıžila, jak je vidět na 10. skupině. Promı́tnut́ım masky
pro pozitivńı Zernik̊uv kontrast (Obr.3.3c) bylo dosaženo vyšš́ıho kontrastu u větš́ıch
struktur, ale naopak u menš́ıch došlo k degradaci obrazu v́ıce než u světlého pole –
d̊uvodem je př́ılǐs velká fázová hloubka. Tento efekt byl popsán v kapitole 2.2 a daľśı
sńımky r̊uzných fázových hloubek jsou porovnány v sekci 4.1.1. V souladu se zmı́něnou
kapitolou 2.2 se po promı́tnut́ı masky pro negativńı Zernik̊uv kontrast 3.3b kontrast
výrazně zvýšil a na rozd́ıl od pozitivńıho kontrastu a výše zmiňovaných metod se za-
chovává i rozlǐsovaćı schopnost.

4.1.1 Vyhodnoceńı

Porovnáńı pozitivńıho a negativńıho Zernikova fázového kontrastu

Jak vyplývá z diskuze 2.2, pozitivńı a negativńı Zernik̊uv fázový kontrast nemá totožné
vlastnosti se zvyšuj́ıćı se fázovou hloubkou předmětu. Na sńımku 4.3 je patrné, že

(a) Pozitivńı Zernik̊uv fázový kontrast

(b) Negativńı Zernik̊uv fázový kontrast

Obrázek 4.2: Experimentálńı sńımky 9. skupiny a 1. elementu fázového USAF testu.

rozd́ıl mezi pozitivńım a negativńım Zernikovým fázovým kontrastem je při fázové
výšce předmětu 50 nm minimálńı. V mı́stech, kde negativńı Zernik̊uv kontrast nabývá
maximálńı hodnoty, pozitivńı zase naopak dosahuje minim. Ke kontrastu na sńımku
4.4, kdy byl pozorován fázový předmět o hloubce 350 nm, tenhle rozd́ıl neńı viditelný.
Pozitivńı Zernik̊uv kontrast nabývá maxima přibližně na stejných mı́stech v d̊usledku
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falešného kontrastu. Lze ř́ıci, že pokud jsou pozorovány fázové vzorky s větš́ı fázovou
hloubkou, je př́ınosněǰśı využ́ıvat negativńı Zernik̊uv fázový kontrast. Pokud se jedná
o vzorky s nižš́ı fázovou hloubkou, je rozd́ıl minimálńı. Proto je prospěšněǰśı vždy
využ́ıvat negativńı Zernik̊uv fázový kontrast a je zaručeno maximálńı efektivity.

Obrázek 4.3: Porovnáńı pozitivńıho a negativńıho Zernikova fázového kontrastu pro
předmět s fázovou hloubkou 50 nm.

Obrázek 4.4: Porovnáńı pozitivńıho a negativńıho Zernikova fázového kontrastu pro
předmět s fázovou hloubkou 350 nm.
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Porovnáńı sestavy s osvětleńım kolimovaným svazkem se sestavou s osvětleńım
přes prstencovou aperturu kondenzoru

Jedńım z ćıl̊u této diplomové práce bylo zavedeńı prstencové clony do osvětlovaćı části.
Bylo tak učiněno s motivaćı zlepšeńı rozlǐsovaćı schopnosti systému [18].

(a) Sńımky vytvořené sestavou
osvětlenou kolimovaným svazkem

[18]

(b) Sńımky vytvořené aktuálńı
sestavou obsahuj́ıćı prstencovou

clonu v osvětlovaćı části

Obrázek 4.5: Fázový USAF test nasńımán objektivem se zvětšeńım 10x a pozorován
ve světlém poli. Sńımky byli normalizovány. Výřez 8. skupiny a 2. elementu je

analyzován v daľśım sńımku.

Již subjektivńım pohledem ze sńımk̊u světlého pole (Obr. 4.5) je zřejmé, že se
rozlǐsovaćı schopnost zlepšila. Nejv́ıce markantńı rozd́ıly jsou ve skupinách 8 a výše.
Zat́ımco č́ıslo 10. skupiny bylo sotva čitelné na sńımku 4.5a, kdežto na sńımku 4.5b
je viditelné nejen č́ıslo 10. skupiny ale také č́ısla jej́ıch element̊u. Mimo jiné byly ko-
rigovány některé vady nacházej́ıćı se v předešlé sestavě zp̊usobné nevhodnou justáž́ı z
d̊uvodu nedostatku zkušenost́ı.
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Obrázek 4.6: Porovnáńı sestavy s kolimovaným svazkem a sestavy s prstencovou
clonou pro světlé pole. Vybraný 8. skupina a 2. element fázového USAF testu.

Naznačeńı vybrané části na sńımku 4.5.

(a) Sńımky vytvořené sestavou
osvětlenou kolimovaným svazkem

[18]

(b) Sńımky vytvořené aktuálńı
sestavou obsahuj́ıćı prstencovou

clonu v osvětlovaćı části

Obrázek 4.7: Fázový USAF test nasńımán objektivem se zvětšeńım 10x a pozorován
negativńım Zernikovým fázovým kontrastem.
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Zobrazováńı pomoćı spirálńıho fázového kontrastu s clonou ve tvaru mezi-
kruž́ı.

(a) Světlé pole (b) Spirálńı fázový kontrast

Obrázek 4.8: Sńımky fázového USAF testu s fázovou hloubkou 350nm.

V př́ıpadě spirálńıho fázového kontrastu neńı prstencová úprava masky na displeji PMS
tak př́ımočará jako v př́ıpadě temného pole a Zernikova fázového kontrastu. Přesto zob-
razováńı spirálńım fázovým kontrastem přineslo zaj́ımavé ale předevš́ım neočekávané
výsledky. Po promı́tnut́ı klasické masky pro spirálńı kontrast se fázový vzorek zob-
razil s izotropńım zvýrazněńım hran s plastickým efektem (4.9a). Následně byla vy-
zkoušena i prstencová maska se spirálńı maskou vně (4.9b). To nevyústilo v požadované
výsledky. Př́ıčina tohoto jevu je nad rámec této diplomové práce, přestože může být
dále zkoumána.

(a) (b)

Obrázek 4.9: Porovnáńı r̊uzného typu masek na spirálńı fázový kontrast.
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4.2 Pozorováńı r̊uzných typ̊u fázových vzork̊u

4.2.1 Kryśı tkáň

Jako biologický vzorek byla použita kryśı tkáň. Jedná se o klasický fázový vzorek,
kdy ve světlém poli (Obr. 4.10a) je kontrast obrazu ńızký a některé detaily nejsou
v̊ubec rozeznatelné od pozad́ı. Po použit́ı temného pole (Obr. 4.10b) došlo ke zlepšeńı
kontrastu avšak klesla rozlǐsovaćı schopnost. Obraz by mohl být vylepšen zvýšeńım
expozičńıho času. Zavedeńım pozitivńıho a negativńıho Zernikova fázového kontrastu
(Obr. 4.10c,4.10d) se kontrast obrazu zvýšil ještě v́ıc a jsou viditelné také jemné struk-
tury, které se ve světlém a temném poli nezobrazily.

(a) Světlé pole (b) Temné pole

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

Obrázek 4.10: Sńımky kryśı tkáně vytvořené s objektivem se zvetšeńım 20x.
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4.2.2 Anorganické vzorky

Hlavńı motivace diplomové práce je zdokonalováńı optických metod, pomoćı kterých
je možno pozorovat procesy v živých organizmech bez nutnosti jejich usmrceńı. Avšak
tyto metody je možné použ́ıt i na vzorky anorganické. Byli pozorovány krystaly para-
Terphenylu, který byl připraven rozpuštěńım v toluenu a následným spin-coatováńım
na kryćı skĺıčko. Zde stoj́ı za zmı́něńı skutečnost, že spirálńı fázový kontrast fungoval
zp̊usobem, jakým se prvotně uvažovalo. Důvodem může být i fakt, že vzorek vykazoval
anizotropii.

(a) Světlé pole (b) Temné pole

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

Obrázek 4.11: Sńımky para-Terphenylu vytvořené s objektivem se zvetšeńım 20x.
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4.2.3 Rozsivky

Pozorovány byli také vzorky rozsivek, které maj́ı poměrně velkou fázovou hloubku.
Zde se dá pozorovat na struktuře rozsivky, že po použit́ı temného pole a spirálńıho
fázového kontrastu, klesla rozlǐsovaćı schopnost. Je také patrné, že fázová hloubka
je natolik velká, že pozitivńı Zernik̊uv fázový kontrast se začal chovat obdobně jako
kontrast negativńı.

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

Obrázek 4.12: Sńımky rozsivky Pinnularia dactylus var. dariana (a) je referenčńı
světlé pole, na sńımku (b) temné pole, na sńımku (c) spirálńı fázový kontrast a

nakonec pozitivńı Zernik̊uv kontrast (d) a negativńı Zernik̊uv kontrast (e). Sńımky
byli zhotoveny s objektivem se zvětšeńım 40x.
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Závěr

Práce se věnuje základńı problematice zobrazováńı fázových předmět̊u, princip̊um mo-
derńıch mikroskopických metod pro zvyšováńı kontrastu obrazu pozorovaného před-
mětu a zdokonalováńı mikroskopu, který využ́ıvá prostorového modulátoru světla k
modulaci obrazu ńım tvořeného.

V kapitole Úvodńı přehled jsou rozebrány moderńı mikroskopické metody – jejich
princip, schémata a ukázky. Posléze jsou popsány kapalné krystaly, prostorový mo-
dulátor světla a jeho parametry.

Následuj́ıćı kapitola pak rozeb́ırá teoretický model zobrazovaćıch metod. Je vy-
světlen princip prostorové filtrace spektra pomoćı 4-f systému a jeho simulace pomoćı
výpočetńıch softwar̊u. Kapitola se také podrobně věnuje teorii temného pole a Zerni-
kova fázového kontrastu, kde jsou z fyzikálńıho hlediska porovnány pozitivńı a nega-
tivńı Zernik̊uv fázový kontrast a d̊uvod, proč jsou zdánlivě rovnocenné metody odlǐsně
efektivńı.

V experimentálńı části je popsána sestava, pomoćı které byl realizován mikroskop
využ́ıvaj́ıćı prostorový modulátor světla. Sestava se skládá ze dvou část́ı – mikrosko-
pové a části prováděj́ıćı prostorovou filtraci spektra. V rámci zlepšeńı od bakalářské
práce byla přestavěna osvětlovaćı část, která obsahovala prstencovou clonu mı́sto ko-
limovaného svazku. Následně je vysvětlen princip vytvářeńı jednotlivých masek, které
zavád́ı v úvodu zmiňované mikroskopické metody a jsou uvedeny vztahy použité na
přibližný výpočet rozměr̊u masek. Závěr kapitoly tvoř́ı grafické uživatelské rozhrańı
naprogramované v prostřed́ı MATLAB pro usnadněńı využ́ıvańı tohoto mikroskopu.

Výsledky dosažené pomoćı této sestavy jsou prezentovány v následné kapitole. Pro
hodnoceńı byl použit fázový USAF test, pomoćı kterého bylo možné porovnat rozd́ıly
v rozlǐsovaćı schopnosti mezi jednotlivými metodami a taktéž mezi sestavou s koli-
movaným svazkem a sestavou s prstencovou clonou. Podrobně se práce také věnuje
porovnáńı pozitivńıho a negativńıho Zernikova fázového kontrastu, kde je rovněž za
pomoci USAF testu vyhodnocena efektivita obou metod. Ze sńımk̊u jasně vyplývá,
že se zvyšuj́ıćı se fázovou hloubkou předmětu je výhodněǰśı volbou negativńı Zernik̊uv
fázový kontrast, jelikož pozitivńı začne vykazovat stejné chováńı jako negativńı avšak
s horš́ım účinkem.

Využit́ı prostorového modulátoru světla v mikroskopii se ukázalo jako poměrně
flexibilńı nástroj. Potenciál může mı́t také využit́ı modulátoru pro adaptivńı korekci
aberaćı v systémech pro mikroskopii. Za prozkoumáńı také jistě stoj́ı př́ıčiny slabé
účinnosti spirálńıho fázového kontrastu a možnosti opravy této problematiky.
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