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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva pozorovanim fazovych a amplitudovych predméti skrze difuzni
prostfedi pomoci holografického mikroskopu s kontrolovatelnou koherenci (CCHM).

V praci je struéné shrnuta historie vyvoje holografického mikroskopu s kontrolovatelnou
koherenci, je zde popsédna jeho konstrukce a vyhody oproti béznému svételnému mikroskopu
a vysvétlen princip zpracovani hologramu. V experimentalni Casti je ovéfena moznost
kvantitativniho fazového zobrazeni skrze rozptylujici vrstvu tvofenou zmatnénym krycim
sklickem, a to jak pomoci balistického, tak difuzniho svétla. Je také demonstrovéano, jak
vyznamné se muze liSit obraz amplitudového pfedmétu zobrazeného ptres difuzni prostiedi
pomoci CCHM od obrazu ziskaného klasickym svételnym mikroskopem.

Abstract

This diploma thesis deals with phase and amplitude objects observation through scattering
media by means of a coherence-controlled holographic microscope (CCHM).

A brief history of development and construction of the microscope, its advantages compared
to the classical light microscopy and hologram processing are described. Quantitative phase
imaging through scattering media by means of ballistic as well as diffuse light is verificated in
the experimental part. A comparison of an image obtained through a scattering layer by means
of CCHM and a classical microscopy in the light field is demonstrated.
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1. Uvod

Koherenci tizeny holograficky mikroskop (CCHM - zanglického Coherence-contolled
holographic microscope) vyvijeny od konce dvacatého stoleti v laboratofich Ustavu fyzikal-
niho inZenyrstvi (UFI) na Fakulté strojniho inZenyrstvi (FSI) Vysokého ueni technického
vBmé (VUT) je potencialné mimotfadné uziteCnym piistrojem. Mikroskop je schopny
kontrastné zobrazovat nejen amplitudove, ale také fazové vzorky — a to v transmisnim i
reflexnim modu. Fazové pfedméty mohou byt nejen kvalitativné zobrazeny, fazové zmény 1ze
také kvantitativné urcit.

Mikroskop muze byt uziteCny pfedevsim pro laboratote zabyvajici se studiem zivych
bunék, pro jejichz pozorovani je piednostné vyvijen. Umoznuje totiz jejich kontrastni
pozorovani v pfirozeném prostiedi bez vyuziti jakychkoli barviv [1].

Mikroskop umoziuje velmi presné urcit polohu bun€k, detekovat jejich tenké okraje,
zjistit rozloZeni hmoty uvnitf bun€k nebo také rozlisit mezi riznymi druhy bunééné smrti. Pro
pozorovani bézné pouziva svétlo s hustotou energie o sedm fada nizsi, nez se standardné
vyuziva pii fluorescenni mikroskopii [2]. Diky tomu na bunky nepiisobi fototoxicky a
umoziuje tak i jejich dlouhodoba pozorovani a to 1 v fadu nékolika dnd.

Mozné vyuziti mikroskopu je ale mnohem Sir$i. Vedle rakovinotvornych bun¢k K2
[3,4] (buiikky krysiho Rousova sarkomu LW13K2) na ném byly napiiklad zkoumany takeé
povrchové nanostruktury.

Hlavnimi pfednostmi CCHM jsou schopnost pozorovat v rozptylujicim prostiedi,
moznost pozorovat v prostorove i ¢asoveé nekoherentnim osvétleni, subnanometrové rozliseni
v ose z, laterdlni rozliSeni srovnatelné se Spickovymi svételnymi mikroskopy, mozZnost vysoké
rychlosti sniméni vzorku i zpracovavani naméfenych dat a velky prostor pro vzorek.
Disledkem toho je mj. moznost pofizovat snimky rychlych dé&ji bez nezadoucich artefakti
(koheren¢ni Sum, halo efekt....).

Diky vestavénému fluorescencnimu modulu, moZnosti simulovat metodu DIC
(Nomarského diferencidlni interferencni kontrast — detekuje fazové zmény a prevadi je na
rozdily v intenzité¢) nebo napf. pozorovani ve svétlém poli, jde o neobyCejné mnohostranny
pfistroj s velmi Sirokymi moZnostmi vyuZiti.

Cilem této prace je popsat funkci a ptednosti CCHM, provést sérii pozorovani
definovan¢ho fadzového vzorku skrze sadu rGzn€ silnych difuzor a sérii pozorovani
amplitudového vzorku skrze tutéz sadu difuzorti. Pozorovani skrze silny difuzor maji za cil
experimentalné potvrdit predpoklady vyplyvajici z teoretického popisu [5].

V prvni Casti prace jsou kratce popsany holografie a interferencni mikroskop, jejichz
propojeni dava vzniknout holografickému mikroskopu.

Druha &ast ptinasi struény piehled vyvoje holografického mikroskopu na UFI a
porovnadva CCHM 1. generace s CCHM 2. generace. Dale popisuje zpracovani obrazu
potfizeného timto ptistrojem.

Treti Cast prace se zabyva hlavnimi pfednostmi CCHM — mozZnosti kvantitativniho
fazového zobrazeni a schopnosti zobrazit vzorek umistény v rozptylujicim prostiedi.
Kvantitativni fdzové zobrazeni se nasledné vyuziva pifi popisu vypoctu hloubky oblasti
vyleptanych ve fazovém vzorku. Druhd polovina tieti ¢asti pfindsi strucné shrnuti vysledku
teoretického popisu z [5], ktery je nasledné v experimentdlni Casti ovéfovan — moznosti
zobrazovat difuznim (rozptylenym) svétlem.

Experimentalni ¢ast je rozd€lena do dvou sekci. Prvni sekce je vénovana
experimentim s fazovym vzorkem, kterym bylo sklicko s vyleptanymi oblastmi riznych
velikosti a hloubek c¢tvercového tvaru. Druhd sekce se nésledné zabyva obdobnymi
experimenty provadénymi s amplitudovym vzorkem — rozliSovacim testem USAF 1951.

V zavéru jsou dosaZzené experimentalni vysledky shrnuty a porovnany s ovéfovanou
teorii.






2. Holografie a interferencni mikroskop

vvvvvv

povazovat interferenci. Interference svétla ze dvou vétvi holografického mikroskopu je totiz
zakladni podminkou pro ziskdni informace timto pfistrojem. Pravé z interferenénich prouzki
interferogramu miZeme s vyuzitim Fourierovy transformace ziskat informaci nejen o amplitudé
svétla proSlého vzorkem, ale také informaci o jeho fazi. V nékterych piipadech tak 1ze z jediného
snimku vytvofit trojrozmérny model celého vzorku [6,7].

2.2 Holografie

Princip holografie objevil v roce 1948 madarsko-britsky fyzik Dennis Gabor [8]. Za tento
objev obdrzel v roce 1971 Nobelovu cenu za fyziku [7,9].

Holografie je metoda rekonstrukce vinoplochy. Hlavnim pfinosem této metody je
moznost zaznamenat kompletni informaci o svételné vIné (intenzitu i1 fazi) a nasledné
identickou vlnu rekonstruovat. To casto v dasledku znamena schopnost zrekonstruovat
trojrozmérny model zkoumaného vzorku z jediného zaznamenaného snimku.

Dulezitym vyvojovym krokem na poli holografie, vedoucim k praktickému vyuziti
principu holografie ve svételné mikroskopii, byl objev moznosti holografického zdznamu
s prostorovou nosnou frekvenci tvofenou v mimoosovém uspofadani. Prvni publikaci o této
technice zvetejnili roku 1962 panové E. N. Leith a J. Upatnieks [10]. O dva roky pozdé&ji
publikovali také ¢lanek, popisujici, jak timto zpiisobem opticky oddélit nezadouci konjugovany
obraz a obraz nult¢ho fadu [11]. Tato tzv. mimoosova holografie je holografie je zakladnim
principem sestavy CCHM.

2.1 Interferen¢ni mikroskop

Interferencni mikroskop s oddélenou pfedmétovou a referencni vétvi vyuziva dvou identickych
svételnych svazkl, které vznikaji rozdélenim jednoho ptivodniho. Jeden ze svazki interaguje
se zkoumanym vzorkem, druhy se vzorkem referen¢nim. Po prichodu celou soustavou
mikroskopu se tyto svazky setkaji a interferuji spolu.

Interferometry Ize rozdélit do tfi skupin — podle zplsobu, jakym jsou svazky ve
vystupni roviné téchto ptistrojii kombinovany (osové, mimoosové a stiihové interferometry).
Stietavaji-li se interferujici svazky pod nulovym (nebo témét nulovym) thlem, oznacujeme
tento interferometr jako osovy (in-line). Je-li thel interferujicich svazkd nenulovy, hovotime
0 mimoosovém usporadani (off-axis). Ve stiihovém interferometru se optické osy v roviné
detektoru neprotinaji, jsou viici sobé v pti¢ném sméru posunuty [7].

Mikroskopy v osovém uspotfadani vytvareji interferogram s velmi nizkou prostorovou
frekvenci interferen¢nich prouzki. Jejich ptednosti je skutecnost, ze zdroj osvétleni miize byt
zcela nekoherentni, coz vede k potla¢eni koherenéniho Sumu. Naopak jejich nevyhodou je
skutecnost, ze pro ziskani Uplné informace je nutno potidit vice snimki (typicky 3-4). Proto
nejsou vhodné pro pozorovani rychlych déju [7].

Mimoosové uspotradani mikroskopu ma naopak za nasledek interferogram s velmi
vysokou prostorovou frekvenci interferencnich prouzkt. Tento piipad klade vétSi naroky na
presnost sesazeni jednotlivych ¢asti mikroskopu. Vyhodou tohoto uspotadani je skutecnost,
ze pro ziskani veskeré informace staci jediny snimek. Tato moznost je tedy preferovana
pfedevSim pfi pozorovani rychlych jevi. Mimoosovy interferencni mikroskop se casto
oznacuje jako digitalni holograficky mikroskop (DHM) [7].



2.3 Holograficky mikroskop

Holograficky mikroskop Ize pfirovnat k rovnoramennym vaham. Podobn¢ jako tyto vahy ma i
holograficky mikroskop dv¢ ,,ramena®, v ¢eské terminologii oznacované jako 2 vétve [1, 6, 7,
12, 13]. Podobné jako rovnoramenné vahy detekuji rozdil vah na jednotlivych ramenech,
holograficky mikroskop detekuje rozdily v optickych drahach svych vétvi — referenéni a
objektové.

Holograficky mikroskop tedy vznikne pfipojenim referencni vétve ke klasickému
sveételnému mikroskopu.

Pravdépodobné prvni holograficky mikroskop, byl zkonstruovan okolo roku 1966
[12,14]. Tzv. hybridni holograficky mikroskop vznikl vlozenim mikroskopové soustavy do
pfedmétové vétve Machova-Zehnderova interferometru [ 15]. Hologram byl zaznamenavan na
fotografickou desku. Komplikovany zplisob zdznamu hologramu byl pravdépodobné jednou
z hlavnich pficin, pro€ se tato technika ve své dob¢ neujala [12].

V pocatcich holografické mikroskopie byla hlavnim limitujicim faktorem absence
pouzitelné vypocetni techniky. PIn€¢ vyuzit téchto myslenek — ndro¢nych na vypocty béhem
zpracovani obrazu — se proto zacalo dafit az koncem 20. stoleti [5,12].

Vyznamny rozvoj pocitaci na pfelomu 20. a 21. stoleti zplsobil v holografické
mikroskopii renezanci. Hologram jiz neni zaznamenavan na fotografickou desku, ale
elektronicky na ¢ip CCD kamery. Pfevod dat do pocitace umoziuje v realném case méteni
zpracovavat a pomoci matematickych procedur dale zpracovavat. To déla z holografické
mikroskopie velice perspektivni pozorovaci techniku [12]

Klasicky holograficky mikroskop vyuziva koherentni osvétleni. Disledkem pouziti
takového zdroje jsou koheren¢ni Sum a nezddouci interference, snizujici kvalitu vysledného
zobrazeni. Pouziti nekoherentniho osvétleni, které tyto nedostatky nezptisobuje, obvykle
vedle velkych narokii na sefizeni brani chromatické vady mikroskopu, vedouci k redukci
kontrastu interferen¢nich prouzkt (predevsim v okrajovych ¢astech zorného pole). Vznika tak
nutnost kompromisu — osvétleni s dostatecné nizkou koherenci potlacujici vliv koheren¢nich
artefaktii, ktera ale zachova dostate¢né vysoky kontrast interferencnich prouzk v celém
zorném poli [12].

Koherenci tizeny holograficky mikroskop, vyuzivajici achromatického interferometru,
ktery je zalozen na vyuziti difrakéni miizky, vySe popsany kompromis odstranuje.



3. CCHM - koherenci rizeny holograficky mikroskop

Navrh prvniho achromatického holografického mikroskopu zroku 1998 zkonstruovaného
o rok pozdg&ji na Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi (UFI) vychazel z principu, ktery roku 1967
navrhli Emmett Leith a Juris Upatnieks [16]. Tento mikroskop vyuziva jako délic¢ svazku
difrakéni miizku. Rovina této miizky je konjugovana s pfedmétovou rovinou. Vzhled
interferencniho obrazce nezavisi na vinové délce pouzitého svétla, ani na sméru jeho Sifeni.
Diky tomu je interferometr mikroskopu achromaticky a prostorovée invariantni. Zdroj svétla
tedy miize byt libovolné¢ prostorove i Casove nekoherentni [12].

Mira koherence pouzitého osvétleni mé vyznamny vliv na vysledny obraz. Vedle jiz
zminénych neZadoucich interferen¢nich artefaktd, vznikajicich pfi vysoce koherentnim
osvétleni, je také dilezity efekt optickych fezl. Ty lze pii osvétleni s nizkou koherenci tvofit
diky vyrazné se projevujici hloubkové diskriminaci. Pravé moZnost pofizovat takovéto
optické nedestruktivni fezy (zndmé z konfokélni mikroskopie) nerastrovaci metodou byla
puvodni motivaci konstrukce reflexni verze tohoto piistroje [12].

Pojem koherenci rizeny holograficky mikroskop (CCHM) se poprvé objevil roku 2010
v nazvu dizertacni prace [6] a ¢lanku [17] Pavla Kolmana. Jednalo se o vyznamné vylepsenou
verzi prototypu transmisniho uspofadani z roku 1999 [18]. Tento mikroskop je nyni
oznacovan jako koherenci fizeny holograficky mikroskop 1. generace.

3.1. Koherenci Fizeny holograficky mikroskop 1. generace

Koherenci fizeny holograficky mikroskop 1. generace je zalozeny na achromatickém interfero-
metru s difrakéni miizkou jako déli¢em svazku. Mikroskop je schopny zaznamenat kontrastni
hologram 1 pii pouZiti Casové i prostorové nekoherentniho osvétleni. Schopnost pouzit pro méteni
svétlo s libovolnou koherenci pifindsi moznost pouzit miru koherence jako nastavitelny parametr
mikroskopu. Mira koherence osvétleni totiz ovliviiuje cely zobrazovaci proces [12].

Vysoka koherence osvétleni je vhodna pro rekonstrukcei trojrozmérného obrazu z jediného
snimku. Niz8i koherence naopak piinasi vyhodu kvalitnéjsiho zobrazeni bez koheren¢niho Sumu
a artefaktl a také lepsi lateralni rozliSeni.

Pii velmi nizké Casové Ci prostorové koherenci osvétleni se zacne projevovat tzv. efekt
koherenéni brany. V reflexnim modu dojde k interferenci svétla pouze z tenké ¢asti povrchu
vzorku, coz ma za nasledek tvorbu optickych fezli v fadu jednotek pm.

U transmisniho uspoiadani CCHM je tento efekt uziteCny predevSim pro pozorovani
vzorkli umisténych v silné rozptylujicim prostredi. Koherencni brana se projevi zejména pii nizké
prostorové koherenci. Svétlo z urcitého bodu predmétu interferuje pouze se svétlem z odpovida-
jici malé oblasti referencniho vzorku. Obraz je pak (pfi soumeérném nastaveni mikroskopu) tvofen
pouze balistickym (nerozptylenym) svétlem. Vhodnym posuvem obrazu napft. z referencni vétve,
lze vSak k zobrazeni vyuzit 1 rozptylené (difuzni) svétlo [6,12,17].

Schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu 1. generace ukazuje obrazek 1.
Svétlo z prostoroveé 1 ¢asové nekoherentniho zdroje prochéazi skrze matnici (M), clonu (C) a
interferencni filtr (IF), jejichz sefizeni ma vliv na miru ¢asové a prostorové koherence svétla
v mikroskopu. Svazek nasledn¢ dopada na difrakéni miizku (DM), kde se déli na dva svazky —
pfedmétovy a referencni. Pfedmétovy svazek se nékolikrat odrazi, prochazi kondenzorem (K),
ktery zajistuje rovnomérné osvétleni predmeétu. Svétlo prochazi predmétem, ktery v zavislosti na
své tloust’ce a indexu lomu posouva jeho fazi. Pies objektiv (O) a soustavu zrcadel pokracuje
k vystupni rovin€, kde se stietava se svazkem referencnim. Jeho cesta byla principidlné témer
stejnd. Jedinym rozdilem bylo, Ze neprochédzel skrze zkoumany vzorek. Ve vystupni roviné
mikroskopu oba svazky interferuji a vytvari tak hologram s interferencnimi prouzky. Svétlo dale
prochazi vystupnim objektivem (VO), ktery hologram zvétSuje do roviny ¢ipu CCD kamery, jez
vSe zaznamenava [19]. Z deformaci interferencnich prouzka lze vypocitat fazovy rozdil mezi



predmétovym a referen¢nim svazkem — kvantitativni fazovy rozdil.
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Obrazek 1: Schéma transmisniho koherenci rizeného holografického mikroskopu 1. generace:
M — matnice, C — clona, IF — interferencni filtr, Z — zrcadla, C — ¢ocka, DM — difrakcni
mrizka, K — kondenzory, O — objektivy, VO — vystupni objektiv. Prevzato z [1].




3.2. Koherenci Fizeny holograficky mikroskop 2. generace

V koherenci ftizeném holografickém mikroskopu 2. generace (obrazky 2 a 3) neslouzi
difrakéni mtizka (DM) jako déli¢ svazku (jako tomu bylo u generace prvni), ale je umisténa
v referencni vétvi pied vystupnim objektivem (VO). Druhym vyznamnym rozdilem je pouziti
béznych mikroskopovych objektivii korigovanych na nekonecnou tubusovou délku. To
umoziuje piidani dalSich technik. Vyznamné se také zvétsil prostor pro zkoumané vzorky.
Modifikace odstranily i omezeni spektralni propustnosti [7]. Zdrojem svétla proto miize byt
oby¢ejna halogenova zarovka. Casovou koherenci pak lze nastavit volbou interferenéniho
filtru, umisténého za zdrojem.

Mikroskop je vyrdbén firmou Tescan. K jeho ovladani byl vyvinut software, ktery
umoziiuje znac¢né zjednoduSeni a CasteCné zautomatizovani setfizovaciho postupu tohoto
pristroje a okamzité zpracovani potizenych hologramd.

Mikroskop je schopen kvantitativniho fazového zobrazovani. Umoziiuje pozorovani
vzorkil umisténych v disperznim neprithledném prostiedi. Vedle moznosti simulovat bézny
svételny mikroskop (zaclonénim referencni vétve) je schopen napodobit také pozorovéani
metodou DIC (numericky piepocet probihajici v realné ¢ase). Vedle klasického pozorovani
nabizi také fluorescencni mod. Jeho hlavni doménou jsou dlouhodobéd pozorovani Zivych
bunék. Z tohoto diivodu je umistén ve specialnim vyhifivaném prahledném boxu (obrazek 2).
Je schopen dlouhodobych, vysoce kontrastnich pozorovani bunék, béhem nichz umoziuje
sledovat jejich Zivotni cyklus [1], pfesuny hmoty v jejich nitru, zmény tvaru, velikosti i
pohyblivosti, ¢i rozli§it mezi riznymi formami bunécné smrti [2].

Veskera méteni a experimenty publikované v této préaci byly provadény pravé na
tomto pfistroji — holografickém mikroskopu s kontrolovatelnou koherenci 2. generace.

Obrazek 2: Koherenci rizeny holograficky
mikroskop 2. generace je umisten ve
vyhirivanem prihledném boxu.
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Obrazek 3: Schéma transmisniho koherenci rizeného holografického mikroskopu 2. generace:
KOL — kolektor, DS — délice svazku, Z — zrcadla, K — kondenzory, O — mikroskopové objektivy,
TC — tubusove cocky, DM - difrakcni mrizka, VO — vystupni objektivy, D — detektor. Prevzato

z[7].
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3.3 Zpracovani obrazu

Pozorujeme-li vzorek obyCejnym svételnym mikroskopem, pii jeho zobrazeni se bézné
obejdeme bez jakychkoli slozitych vypocti. U holografického mikroskopu tomu tak neni.
Nasnimany interferogram je tieba zpracovat pocitacem. Stru¢ny nastin tohoto procesu je
popsan nize, schéma na obrazku 5 nasledné celou proceduru zpracovani obrazu nazorné
shrnuje.

Nezpracovany snimek potizeny holografickym mikroskopem (obrazek 5a) se podoba
snimku z optického mikroskopu — navic pokrytému interferencnimi prouzky. V nich je
zakodovana informace, jakym zpisobem vzorek svételnou vinu, kterd s nim interagovala,
ovlivnil — kolik svétla rozptylil a jak posunul jeji fazi.

Dvourozmérnou rychlou Fourierovou transformaci (FFT — Fast Fourier Transform)
hologramu ziskame spektrum prostorovych frekvenci obrazu (obrazek 5b). Toto spektrum je
sttedové soumérné. Pro zvyseni rychlosti zpracovani dat pocitacem se proto pocita jen jeho
jedna polovina. Centralni ¢ast spektra prostorovych frekvenci reprezentuje informaci shodnou
s pozorovanim ve svétlém poli — bez interference. Tato ¢ast spektra odpovida souctu autoko-
relacnich funkci obrazu z ptedmétové a referencni vétve [13]. Nenese tedy pozadovanou
informaci a pfi dalSich vypoctech se ji nevyuziva.

Ditlezitd informace je ,,skryta® v okoli prvniho (respektive minus prvniho) tfadu
spektra prostorovych frekvenci (obrazek 5c). Pravé tato Cast totiZz reprezentuje prostoroveé
frekvence modulované na nosné frekvenci zminénych prouzki [13].

Na vybranou ¢ast spektra prostorovych frekvenci (obrazek 5c) je tieba aplikovat
inverzni FFT (IFFT). Kdybychom IFFT spocitali pfimo z tohoto ¢tvercového vybéru, doslo
by k nezadoucimu zkresleni a vzniku artefakti v rekonstruovaném obraze. Proto je tfeba
vybranou ¢ast ,,zakulatit™ — ofiznout v souladu s tim, jaké prostorové frekvence je objektiv
schopen ptenést (hodnoty v rohovych oblastech polozit nule). Tim se zbavime neuzite¢né
¢asti, kterd pouze zhorSuje pomér signal/Sum (SNR — Signal-to-noise ratio).
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Obrazek 4: Vahova funkce (Weight function) pouzivana pro
apodizaci spektra pred rekonstrukci komplexni amplitudy.

Dalsim dulezitym krokem pted aplikaci IFFT je apodizace selektované ¢asti vahovou
funkci (obrazek 4). Ziskame tak vstup vhodny pro IFFT (obrazek 5d), jejimz vystupem bude
pozadovana komplexni amplituda (obrazek Se).

Vypoctenim modulu komplexni amplitudy nasledné zjistime informaci o amplitudé
proslého svétla, argument komplexni amplitudy nese informaci o obrazové fazi [13] (obrazek 5f).
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Obrazek 5: Schéma zpracovani obrazu porizeného holografickym mikroskopem.
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3.4. Navazovani a vyrovnavani faze

To, jak tlusty vzorek je holograficky mikroskop v transmisnim moédu schopny kvalitné
zobrazit, limituji dva faktory. Prvnim z nich je transparentnost vzorku. Pozorovany objekt
musi byt prozatitelny. Druhym limitujicim prvkem jsou fazové skoky. Fazovy rozdil mezi
dvéma blizkymi body nesmi byt vétsi nez 2x.

Prvni faktor je snadno pochopitelny. Objevuje se u vSech typli transmisnich
pozorovani. Od béznych svételnych mikroskopli az po transmisni elektronové mikroskopy.
Abychom mohli o vzorku néco zjistit, musi z n¢j néjaka informace pftijit. Neprojde-li
vzorkem do detektoru zddné svétlo (elektrony), neni co analyzovat, nic nevidime.

Druhé omezeni je specifické jen pro interferencni mikroskopy. Pravé pii jejich
vyuziti nas totiz vedle intenzity proSlého zafeni zajima také jeho faze. Faze svétla je
periodicka veli¢ina s periodou 2m. Vyskytuje-li se tedy na vzorku dvojice oblasti, jejichz
pruchod casti svételného svazku, putujiciho ze zdroje do detektoru, zplisobi mezi témito
¢astmi svazku fazovy posuv veétsi nez 2m, vznikne v pofizeném fazovém snimku fazovy
skok.

Fazové rozdily zpisobené prichodem svétla jsou dvojiho druhu. Prvni zpiisobuje
pravdépodobné optika samotného mikroskopu. To se ve fazovém obraze projevuje vznikem
soustiednych kruznic (obrazek 6).

b

Obrazek 6: Rekonstruovand faze z hologramu
obsahuje fazove skoky.

Druha slozka je zpusobena strukturou samotného vzorku. Pravé tato ¢ast fazovych
rozdil nas zajima, nese totiz pozadovanou informaci o vzorku.

S vyuzitim softwaru lze vétSinu vysSe popsanych fazovych skoki relativné snadno
odstranit. Proces odstranéni fazovych skokl je oznaCovan jako navazovani faze. Dobrou
predstavu, jak takovéto navazani faze funguje, mize vytvofrit obrazek 7. Jeho leva Cast
ukazuje namétenou fazi pfed navazanim, prava ¢ast ukazuje stejnou oblast po navazani.
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Obrazek 7: Faze rekonstruovand z hologramu (vlevo) a odpovidajici navazana faze (vpravo).
Prevzato z [20].

Vyskytuje-li se nékde ve zpracovavaném obraze fazovy skok mezi dvéma blizkymi
body, ktery je roven piesné 2m, lze predpokladat, Zze tyto oblasti ve skutenosti vzajemné
fazoveé posunuty (témef) nejsou. Algoritmus takovéto oblasti vyhleda a ,,spoji* dohromady.
Vysledek popsaného procesu aplikovaného na snimek z obrazku 6 ukazuje snimek navazané
faze na obrazku 8.

Obrazek 8: Navazanad faze.

Navazany fazovy snimek vypada sice podstatné 1épe nez snimek s nenavazanou fazi,
stale je ale tfeba jej upravit. Je nutné vyrovnat jeho pozadi. To pfedev§im znamend odecist od
n¢j kulovy vrchlik, zptisobeny optikou mikroskopu. Dalsi narovnani mtize byt tfeba, neni-li
rovina vzorku dokonale kolma ke sméru Sifeni svétla nebo napiiklad je-li vzorek umistén na
neplanparalelnim, klinovitém sklicku.
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Obrazek 9: Navazana vyrovnand faze. Cervené
Jsou zvyrazneny fazove skoky, které algoritmus
nedokdzal jednoznacné interpretovat.

Navazany vyrovnany fazovy snimek vySe zobrazeného vzorku ukazuje obrazek 9.
Pravé navdzana vyrovnana faze je to, co nas pfii studiu fazovych vlastnosti vzorku zajima.

Zakladni podminkou uspésnosti navazovaciho algoritmu je plynulost fazovych zmén.
Nachazi-li se nékde na vzorku ostry fazovy skok, program jej dokdze spravné interpretovat
jen v pfipad¢, ze je mensi nez 2. Nenavazané skoky jsou v obrazku 9 zvyraznény cervenou
barvou.

Spravnou interpretaci fazového skoku mulze zachranit skutec¢nost, da-li se fazovy
schodek ,,obejit* po ,,mén¢ strmém svahu®. V piipad¢ druhé ¢tvercové plochy zprava nedoslo
k navdzani faze pouze na hornim a dolnim okraji pozorované oblasti. Diky o néco méné
strmym bo¢nim hrandm se ale oblast podatilo navazat spravné.

Oblasti na levé poloviné snimku ukazuji opacny ptipad. Fazové skoky jsou piili§ strmé
ve vSech ¢astech vyleptané oblasti. Hloubku téchto oblasti tedy nelze jednoznaéné urcit.

Nejhlubsi diry jsou v levé €asti snimku. Pfi spravném navazani by se tak ¢tverce vlevo
mély jevit nejtmavsi, ty v pravé ¢asti naopak nejsvétlejsi. Tento barevny gradient 1ze ovSem
pozorovat pouze v pravé ¢asti snimku, kde doslo ke spravnému navazani.

Za zminku stoji také Sikmé diagonalni porucha v navdzané fazi u malého Ctverce ve
spodni fad€. Ta mé za nésledek, rozde€leni této ctvercové oblasti na dvé trojihelnikové — jedné
se spravn¢ navazanou fazi a druhé s nenavdzanym fazovym skokem. To je pravdépodobné
zpusobeno skuteCnosti, Ze spodni a leva hrana oblasti jsou natolik strmé, Ze je mikroskop
vubec nedetekoval. Prava a horni hrana jsou naopak dostatecné pozvolné nejen pro detekci
ale 1 pro spravné navazani.
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4. Prednosti CCHM

4.1 Kvantitativni fazové zobrazeni

Jak bylo zminéno vyse, jednou z hlavnich pfednosti holografického mikroskopu je schopnost
kvantitativniho fdzového zobrazeni (QPI, z anglického quatitative phase imaging). Zviditelnéni
fazovych rozdilli umoziuji sice 1 bézn¢ vyuzivané metody fazového kontrastu nebo metoda
DIC aplikovatelné i u klasickych svételnych mikroskopii. V piipadée téchto metod jde ale pouze
o kvalitativni fazové zobrazeni [1,7,12]. Na rozdil od kvalitativniho fazového zobrazeni dokaze
kvantitativni fazové zobrazeni, zprostiedkované interferenénimi mikroskopy, fazové rozdily
nejen zobrazit, ale také méfit.

Referencni vétev Predmetova vétev

\l/ \l/ \l/ dopadajici vina \l/ \l/ \l/

rovina vzorku /_\

—_— T~
—_— T~
prosla vina e "

Obrazek 10: VIiv vzorku na tvar vinoplochy.

Rychlost sifeni elektromagnetického vinéni je nepfimo timérna indexu lomu prostiedi,
kterym se toto vInéni §ifi. Cas, potiebny k piekonani definované vzdalenosti, tedy nezavisi
pouze na vzdalenosti samotné, zavisi také na indexu lomu prosttedi, kterym se svételna vina
Sif.

Siti-li se proto vlna skrze vzorek, je v zavislosti na indexu lomu v jeho jednotlivych
¢astech deformovano jeji celo (obrazek 10). Fazovy posuv svételné viny v takovém piipadé
zéavisi na soucinu lokalni tloustky vzorku #(x,y) a indexu lomu n(x,y) v daném misté [12].
Holograficky mikroskop umoznuje tyto deformace zpusobené vzorkem kvantitativné
detekovat — zméfit rozloZeni faze v rovin€ vzorku.

Kvantitativni fazovy obraz muze podat velice pfesnou informaci o morfologii ¢i
topografii vzorku. V pfipadé pozorovani bunék ukaze kvantitativni fazovy obraz rozlozeni
suché hmoty uvniti zkoumané buiiky — tzn. hmotnosti buniky za sucha [2,12]. Tato vlastnost
deld z holografického mikroskopu velice citlivy a potencialné vhodny ptistroj pravé pro
pozorovani zivych bunék.

4.1.1. Vypocet hloubky vyleptanych oblasti

Vypocet hloubky vyleptanych oblasti vychazi z namétenych hodnot faze ¢ proslého svétla.
Hodnota rozdila fazi Ag svétla proslého referenénim a pfedmétovym ramenem je piimo
umérna rozdilu mezi optickymi drahami v referencni a v objektové vétvi (OPD — z anglického
optical path difference). Vedle samotného vzorku a referen¢niho vzorku je jeji hodnota
zavislad na vlnové délce pouzitého zareni Ac a na indexu lomu prostiedi n,, obklopujiciho
vzorek.
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Obrazek 11: Vypocet hloubky pozorované oblasti z namérené faze.

Obrazek 11 ukazuje vzorek (vpravo) a referenéni vzorek (vlevo). Vzorkem je sklicko
s indexem lomu 7, tloustkou d a vyleptanou dirou hloubky /4. Referencni vzorek je také sklicko.
Ma stejnou tloustku d a index lomu 7 jako vzorek, na rozdil od vzorku je ale rovné — neobsahuje
zadné vyleptané prohlubné. Obé¢ sklicka uvazujeme v prostiedi s indexem lomu ny.
Pro OPD, rozdil optickych drah mezi referencni a predmétovou vétvi, u vyse popsaného
pripadu plati:
OPD =d-n—[(d—h)n+hn, . (1)

Upravou vztahu (1) dostaneme zavislost:
OPD =h-(n—n,) . (2)
Pro hloubku pozorované oblasti /4 tak dostadvame:

OPD

h = 3)
n—n,
Pro OPD plati linearni zavislost na naméfeném fazovém rozdilu Ag:
Ag
OPD =k, — 4
C 2‘75 b ( )

kde Ag je dosazovano v radianech. Na této veli¢ing je nepiijemné, ze se pfi méfeni projevuje
periodicky — s periodou 2. Namétené hodnoty se proto pohybuji v intervalu (—Jtn> Pti
méteni tedy nelze jednoznacné rozlisit hodnotu ,,4¢“ od ,4¢p + 2Zz *, kde Z je libovolné
celé &islo.

Dosazenim vztahu (4) do vztahu (3) dostaneme:

7\‘C

h:A(p.zn-(n—no)

(5
Vyse uvedeny vypocet vychazel z nazorného, ale zjednodusSeného piedpokladu.
Ptedpokladal, ze vzorek i referencni vzorek maji (mimo vyleptané oblasti) identickou
tloustku i index lomu — naprosto shodnou optickou tloustku. To v praxi nemusi byt pravda.
Pii sefizovani mikroskopu se délka optické drahy referencniho ramene da velmi
pfesné nastavit pomoci zrcatek ovladanych piezo posuvem. Shoda v délkach optickych drah
se tedy zajiStuje s jejich vyuzitim. V referenéni vétvi tak mlze teoreticky byt predmet
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zpusobujici témét libovolnou (v celém zorném poli stejnou) zménu optické drahy. Pii spravné
sefizeném mikroskopu tak vyse uvedeny vysledek (5) odpovida skutecnosti presné.

Kdyby tomu tak nebylo, nebylo by moZné niZe uvedena méteni relevantné provadet.
Vzhledem k poméru tloustky samotného kryciho sklicka (~1000 pm) ku hloubce vyleptanych
dér (~0,002-6 um), by byl cely experiment netnosné zavisly pfedevsim na shod¢ indexu
loma obou sklicek. Nejistota 0,001 v rozdilu hodnot téchto indexi by znamenala nejistotu
v urcené hloubce pfiblizné 1 um.

I tak je ale co nejlepSi shoda referenéniho vzorku s méfenym vzorkem vyhodna.
Hlavnim divodem je skutecnost, Ze svazek v roviné vzorku neni obecné paralelni. Shoda
vetvi také usnadnuje sefizeni mikroskopu. Je tedy vhodné, aby opticka délka obou vétvi byla
shodna alesponi pfiblizn€. Proto bylo pfi provadénych experimentech do referen¢ni vétve
vkladano jako referen¢ni vzorek podlozni sklicko, které tuto pfibliznou shodu zajistovalo.

4.2. Zobrazeni skrze rozptylujici vrstvu

Pozorovani a zobrazovani objektt skrze rozptylujici média je diillezitou soucasti studia zivych
bun¢k a tkani. Velka cast mikroskopli ovSem takovato pozorovani v dostatecné kvalité
neumoziuje, nebot’ se vétSina svétla pfi prichodu ptes difuzni prostiedi rozptyli a ziskany
obraz znehodnocuje. Jednou z hlavnich pfednosti CCHM je moZnost separace rozptylen¢ho
svétla, coz umoznuje zobrazeni vzorkl 1 skrze difuzni prostiedi. To umi i jiné techniky
(naptiklad konfokdlni mikroskopie). CCHM ale navic dovoluje vyuzit k zobrazeni také
difuzni, rozptylené, svétlo [12]. Tento jev souvisi s pouzitim prostorové nekoherentniho
svétla, umoznujiciho vznik efektu tzv. koherenéni brany. Svétlo z urcitého mista vzorku mtize
interferovat pouze se svétlem z odpovidajiciho mista referenni vétve — v oblasti, kterad je
urcena mirou prostorové koherence.

MozZnosti zobrazovat vzorky ptes sklicko se zmatnénym povrchem umisténym mezi
vzorkem a objektivem CCHM byla demonstrovana napt. v [21]. Ve ¢lanku je ukazéano, Ze je
mozné zobrazovat balistickym, 1 difuznim svétlem. Autor publikoval také ¢lanek [22], v némz
analyticky spocital jednorozmérné zobrazeni bodu pies difuzni vrstvu a ukazal, na jakém
principu zobrazeni funguje. V experimentalni ¢asti poté demonstroval, ze 1 v tomto piipadé
muze rozliSeni dosahovat az teoretické rozliSovaci schopnosti pouzitého mikroskopu.
V ¢lanku [5] je shrnuta teorie 3D zobrazeni pomoci CCHM. Je zde prezentovan také popis
zobrazeni plosného vzorku pfes tenkou difuzni vrstvu a ukazéano, Ze zobrazeni bodu se pro
kazdy bod ptedmétové roviny mirné 1i8i, Zze neni invariantni. Numerické simulace a zakladni
experimentalni ovéfeni moznosti zobrazeni dvourozmérného predmétu pres tenkou vrstvu
umisténou mezi vzorek a objektiv je popsano v [23]. Tato diplomové prace ma experimentalné
ovérit teoreticky popis a simulace uvedené v [5, 23].

4.2.1. Matematicky popis zobrazeni pres rozptylujici vrstvu
Nasledujici popis zobrazeni ptes rozptylujici vrstvu vychazi z ¢lanka [5,23]. Uvazuje dvou-
rozmérny vzorek popsany komplexni funkci propustnosti u(7,). Vypoéty jsou zalozeny na

parabolické aproximaci a pifedpokladaji prostorové nekoherentni kvazimonochromatické
svétlo se stfedni vinovou délkou A .. Protoze takovéto zobrazeni neni prostorové invariantni,

nemuzeme zavést funkci impulzni odezvy. Zobrazeni ve vystupni roviné je tedy nutné pocitat
bod po bodu, pomoci integrace. Proto pro obraz popsany funkci u,(7,) plati:

+00
u(7) = J[ulF) w7 F 20,7 &7, (6)

jak bylo ukazano v &lanku [W]. Funkce w, (7, 7,,z D,r"f) reprezentuje zobrazeni bodu
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pfedmétové roviny, 7, = (x,,y,) jsou soufadnice obrazové roviny, 7, =(x,,v,) jsou
soufadnice vybrané¢ho bodu, =z, je vzdalenost difuzoru od vzorku a 7, = =(x Y f) je

vektor posunuti obrazli vytvofenych ve vystupni rovin€ predmétové a referencni vétve.
Souradnice jsou ptepocteny do roviny piedmétu, redukované zvétSenim mikroskopu. Vztah
(6) 1ze chapat jako zobrazeni se zvétSenim jedna

Vzhledem k [L] Ize obraz w (7, 7, z,, 7 f) vyjadfit soucinem dvou funkci:

WD(FZ: f;t:ZD:f’f> = Sj(’;;_l;;t)ptD(};;:r:t:ZD’r__’f)' (7)

Funkce s,(7,) zavisina optickych vlastnostech referenéni vétve a odrazi koherenéni vlastnosti
zdroje. Funkce p,,(7,) zavisi na optickych vlastnostech predmétové vétve [5]. Hvézdicka

znac¢i komplexni sdruZeni.
V parabolické aproximaci lze vyraz s,(7#,) popsat Besselovou funkci prvniho fadu

Sr(Fz): 17#1 (8)

kde u=2mn T;\F ,\. NA; reprezentuje nejmensi z numerickych apertur zdroje, kondenzoru

a objektivu, a zaroven v sob¢ nese informaci o stupni prostorové koherence. S rostouci hodnotou
NA, klesa stupeii prostorové koherence. Funkce p,,(7,) je vztazena k zobrazeni vzorku

pfedmétovou vétvi. Je v ni také zahrnut vliv difuzoru na zobrazent:

+00

ptD(’_;t’ ’;;t) = J_I pO(Ft_’;;t-'-Q_»DtZD )\‘C_’;’f)TDr<QDt)eXp[_inxCZD‘QDt|2+i2nQDt'ﬁt]dZQDt'(9>

2), (v
V parabolické aproximaci lze funkci p,(7) vyjadfit vztahem p,(7)= A kde
1%

v=2 n% 7| aNA je numericka apertura objektivu. Funkce 7', popisuje uhlové spektrum
C

komplexni funkce propustnosti #(#},) dvourozmérmé difuzni vrstvy. Funkce je definovana
Fourierovou transformaci

_!O.t P exp lanDx o)Ay 7 (10)

Vektor Q o je vektorem rozptylu difuzni vrstvy a vektor 7, popisuje soufadnice
roviny difuzoru. V zévislosti na jeho vlastnostech se obraz bodu w, muze lisit pro kazdy
bod ptedmétové roviny 7.

Funkce s,(7,) (8) ve w, v (7) odrazi stupei koherence. V pfipadé prostorové

nekoherentniho svétla ji popisuje ostré maximum definované vztahem (8), Sifka maxima
souvisi s numerickou aperturou NA . Funkce s,(7,) se tedy chova jako ,filtr" funkce

po(7:) (9). Svétlo z vybraného bodu (malé oblasti) pfedmétové roviny tedy interferuje
pouze se svétlem z odpovidajiciho bodu (oblasti) predmétové roviny v referencni vétvi. To
znamena, 7ze obraz predmétu umisténé¢ho v rozptylujicim prostiedi 1ze vytvofit nejen
balistickym (nerozptylenym) svétlem (pro 7, = 0), ale pfi vhodném posunu obrazu vétvi
Vi sob¢ také svétlem rozptylenym (pro 77,#0 ). Pro piipad prostorové koherentniho svétla,
kdy NA 0, nabyva funkce s,(7,) hodnot blizkych jedné, efekt koherenéni brany se tedy

neprojevi. K interferenci v takovém piipad¢ dochazi mezi vsemi body referencni a predmétové
roviny. Dusledkem je nezddouci koheren¢ni zrnitost. Obraz bodu je pak urcen funkei (9).
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5. Experimenty

V ramci této prace byly provadény dva druhy experiment. V prvni sérii experimentl byla
vzorkem sklenénd desticka s polem vyleptanych ctvercovych oblasti rtizné hloubky a
velikosti (obrazek 12), jednalo se tedy o fazovy vzorek. Vzorek pii druhé sérii experimenti
byl naopak ¢isté amplitudovy — byl jim standardni rozliSovaci test USAF 1951 (obrazek 14).

Oba vzorky byly pozorovany v prostorové nekoherentnim osvétleni. Casové
koherence byla ¢aste¢na. Zdrojem byla pro vSechna pozorovani halogenova zarovka OSRAM
s vykonem 100 W. Svétlo ze zdroje prochézelo barevnym filtrem s nejvysSi propustnosti
vlnové délky Ac = 650 nm, pii polositce AL = 10 nm.

Obrazek 12: Sklenéna desticka s vyleptanymi ctvercovymi prohlubnémi (v umélych
barvach). Pro snazsi orientaci je rozdélen do sloupcu a-h a rad 1-4.

Fézovy vzorek s vyleptanymi ¢tvercovymi oblastmi byl nejprve proméfen na hologra-
fickém mikroskopu s vyuzitim kvantitativniho fazového zobrazeni — byly zméfeny hloubky
jednotlivych oblasti. Nasledné byl pozorovan skrze sadu tii rizné€ silnych difuzord, pticemz
bylo profilometrické méieni zopakovano.

f g h
e 100 nm 50 nm 30 nm
d 1000
nm
c 1500 nm
2000 nm
b
4000 nm
a <
200 um

6000 nm
Obrazek 13: Teoreticky profil zkoumaného fazového vzorku (fada ,,3 ).

Tato méfeni méla dva hlavni cile. Prvnim cilem bylo ukazat, Ze holograficky mikroskop
je schopen zviditelnit fazové objekty, které jsou v klasické mikroskopii pozorovatelné jen
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velmi obtizn€ — a to dokonce 1 skrze difuzni elementy. Druhym cilem pak bylo experimentalné
ovetit vypocty predpovézeny jev, ke kterému by mélo dochazet pii zobrazovani predmétu
skrze siln¢ rozptylujici prostfedi. Moznosti zobrazovat vzorek nebalistickym (difuznim)
svétlem — svétlem, které bylo difuzorem rozptyleno a v né€kterych ptipadech timto zpisobem
dosdhnout lepsiho vysledku, nez pfi béZzném pozorovani balistickym nerozptylenym svétlem.

Pozorovani amplitudového vzorku (obrazek 14) mélo tfi hlavni cile. Prvnim z nich
bylo zméfit laterdlni rozliSovaci schopnost mikroskopu. Druhym cilem bylo ukézat, jaky vliv
na toto rozliSeni maji difuzory pouzité v experimentech s fazovym vzorkem. Tietim zamérem
pak bylo prokazat schopnost holografického mikroskopu zobrazit i Cisté amplitudovy vzorek
skrze silné€ rozptylujici prostfedi — takové, skrze jaké béZny svételny mikroskop neni schopny
pozorované objekty kontrastné zobrazit.

2= 111 W "=

=2

3 — III =im s =
[— - —

§||| s |||='-+

— ”I T Es

— = M= =g

= |l .

s=m =1
USAF 1951

Obrazek 14: Rozlisovaci test USAF 1951.

5.1. Fazovy vzorek

Zkoumanym fazovym vzorkem bylo podlozZni sklicko s polem vyleptanych ¢tvercovych oblasti
riznych hloubek a velikosti. Toto pole zabiralo na vzorku plochu piiblizn€ 300 um % 1600 pum.
Vyleptané plochy tvortily ¢tverce o velikostech stran 100 um, 50 pm, 20 um a 10 pm. Jejich
teoretické hloubky byly 2 nm, 4 nm, 6 nm, 8§ nm, 10 nm, 15 nm, 20 nm, 30 nm, 50 nm, 100 nm,
1000 nm, 1500 nm, 2000 nm, 4000 nm a 6000 nm.

Vzhledem k relativné velké drsnosti sklicka, pohybujici se v fadu nékolika desitek
nanometrt, nemélo nicmén¢ pozorovani oblasti mél¢ich nez 30-50 nm zadny prakticky vyznam.

Vzorek byl ptipraven firmou TESCAN jako zkuSebni fizovy rozlisovaci test. Slo
o prvni vyrobek svého druhu. Cilem firmy tedy nebylo vytvofit precizni vyrobek, ale pouze
ovetit moznosti vyroby takového fazového rozliSovaciho testu.

Indexy lomu pozorovaného i referencniho sklicka byla dle méteni refraktometrem
AR4 Abbe Refractometer firmy A. Kriiss Optronic GmbH rovny n = 1,512. Okolnim médiem
vzorku byl vzduch (ny=1,000). Dosazenim uvedenych hodnot do vztahu (5) dostaneme pro
zavislost naméfeného fazového rozdilu Ag a zjisStované hloubky métené oblasti vztah:

hlnm]) = (Ag[rad]+ Z-2m)-202,8 , (11)

kde Z je neznamé celé¢ Cislo.
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Obrazek 15: Porovnani naméreného profilu s profilem teoretickym ukazuje, Ze holograficky
mikroskop nedokaze navazat prudkeé fazové skoky vetsi nez 2m. Namérené hodnoty jsou uvedeny v nm.

Vedle nemoznosti kvantitativné méfit pfili§ melké oblasti, byla druhym omezenim
pritomnost velkych nenavazatelnych fazovych skokl. Ze vztahu (11) Ize spocitat, ze
u zkoumaného vzorku miize k nenavéazatelnému fazovému skoku dojit uz u 1,3 um vysokého
schodu. Tento jev ukazuje obrazek 15. Jsou na ném porovnany teoreticky profil fady 3
s profilem naméfenym K fazovému skoku, ktery mikroskop nedokéazal navézat, doslo
u vSech oblasti hlubSich nez 1000 nm. V pfipad¢é dér hlubokych 1500 nm a 2000 nm doslo
k jednomu fazovému skoku o 2w, coz v ptipadé¢ zkoumaného vzorku odpovidd schodku
vysokému 1274 nm. Hodnoty z oblasti hlubokych 4000 nm jsou viic¢i skutecnosti posunuté
o dvojnasobnou hodnotu — 4r (2548 nm). Nejhlubsi oblasti vzorku jsou postihnuty dokonce
Ctyfnasobnym fazovym skokem — 87 (5097 nm).

85,3 41,6 223
| 812 J 100 nm 50 nm 30 nm
1228
1604 1000 nm
1500 nm
2000 nm
| 3228
4848 4000 nm
naméreny profil
6000 nm — teoreticky profil

Obrazek 16: Porovnani naméreného profilu po korekci chybného navazani s teoretickym
profilem. Namérené hloubky deér (uvedeny v nm) dosahuji priblizné 80% teoretické hodnoty.

Dals$im podstatnym faktem je skutec¢nost, Ze teoretickd hloubka neodpovida piesné té
skutecné. Méfeni provedena na holografickém mikroskopu ukazuji, Ze skutecné hloubky dosahuji
ptiblizné 80% teoretické hodnoty. Tento efekt je patrny z obrazku 16, kde je porovnan namétreny
profil (po dopoctu fazovych skokt) s teoretickymi hodnotami.

Tato skute¢nost nesouhlasu méfeni s teoretickymi hodnotami uvedenymi na vzorku je
v souladu s pfedpovédi samotného vyrobce zkoumaného fazového vzorku.
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5.1.1. Pozorovani fazového vzorku bez difuzoru

Fazovy vzorek byl pozorovan objektivem se zvétSenim Z = 10x a numerickou aperturou NA = 0,3.
Nejprve byl nasniman skrze nerozptylujici podlozni skli€ko, poté skrze sadu tii rizné silnych
difuzort (Dodatek A). Tyto difuzory byly vyrobeny tryskanim piskem z klasickych podloznich
sklicek tlustych 1 mm.

Na snimcich vSech ¢ty pozorovani jsou zachyceny oblasti (nebo alespon jejich ¢asti)
hluboké pfiblizné 1 um, 1,5 pm a 2 pm. Tyto oblasti byly vybrany, protoZe jsou vii¢i drsnosti
povrchu dostatecné hluboké, zaroven ale nejsou hluboké prilis — za idedlnich podminek se je
(pfi pouziti vhodnych algoritm@) miiZze podafit spravné fazové navazat.

Obrazek 17: Vybrana cast fazového vzorku
S vyznacenim roviny rezu.

Obrazek 17 ukazuje vzorek pozorovany skrze nerozptylujici kryci sklicko. Vedle
zminénych oblasti zachycuje také oblasti hloubky 4 um (sada ¢tvercii v levé ¢asti snimku). Jiz
na prvni pohled je patrné, Ze tyto oblasti se spravné fazové navazat nepodafilo — na snimku se
nejevi jako nejtmavsi. Zlutou ¢arou je ve snimku vyznaden fez vzorkem. Ten ukazuje graf na
obrazku 18.

@ [rad]
A
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Obrdazek 18: Profil fezu fazovym vzorkem (prekrytym nerozptylujicim podloznim sklickem).

Hloubka vybranych oblasti — pozorovani bez difuzoru
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 ym
Vypoctena hloubka [rad] -8,0310,05 -6,10£0,04 -3,9410,07
Vypoctena hloubka [um] 1,627+0,010 1,237+0,008 | 0,799+0,014
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5.1.2. Rekonstrukce trojrozmérnych modelu

Jednou z hlavnich vyhod kvantitativniho méfeni faze u homogennich vzorka s konstantnim
indexem lomu v celém svém objemu je schopnost zrekonstruovat jejich trojrozmérnou strukturu
z jediného pofizeného snimku. Takovym ptipadem byl i nas fazovy vzorek.

—
100 pm I

Obrazek 19: Fazovy snimek pred 3D rekonstrukci.

o

Obrazek 20: Trojrozmeérna rekonstrukce casti fazového vzorku.

Trojrozmérnou rekonstrukci snimku z obrazku 19 ukazuje obrazek 20. V levé ¢ésti je
vyobrazena prosta trojrozmérna rekonstrukce, prevedena do barevné palety. Trojrozmérna
struktura na ném pftili§ patrna neni. Tato skute¢nost mé dvé pficiny. Prvni pfi¢inou je, Ze
vyleptané diry jsou v porovnani s jejich lateralnimi rozméry pomérné malé. Druhym faktorem
je, ze se prohlubné mohou v okolnim terénu snadno ztracet, vyvySeniny by byly pozorovatelné
1épe.

Oba zminéné nedostatky odstrafiuji Upravy zachycené v pravé ¢asti obrazku 20. Nejprve
byl snimek invertovan — z prohlubni se staly vyvysSeniny. Poté byla osa z 10x nataZzena. Vysledkem
je snimek, ze kterého je trojrozmérna struktura vzorku ziejma.
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Obrazek 21: Zviditelnéni struktury pomoci natahnuti osy z. Oba snimky zobrazuji
tutéz ctvercovou oblast o délce hrany 50 um a vysokou 50 nm.

Vhodné provedend trojrozmérnd rekonstrukce muiize také pomoci zviditelnit nekteré
jinak Spatné& pozorovatelné struktury. Ptiklad takového ptipadu ukazuje leva cast obrazku 21.
Na snimku je zachycena struktura s teoretickou hloubkou 50 nm. Snimek prosel inverzi,
zkoumana struktura by se tedy méla jevit jako vyvySenina. Tato skutecnost ze snimku ale
pfili§ patrna neni.

Na pravém obrazku je tato struktura natazena v ose z v poméru 10:1. Po uvedené
upravé je i pfes zna¢nou drsnost povrchu (naméfend hloubka je 42 nm +10 nm) vyvySeny
charakter jasné patrny.

50 pm

Obrazek 22: Zviditelnéni drsnosti povrchu pomoci 3D rekonstrukce. Oba snimky zobrazuji
tutez ctvercovou oblast o délce hrany 100 um a vysokou I um. Levy snimek je pohledem
shora, pravy ukazuje detail profilu.

Dalsi vyhodou trojrozmérné rekonstrukce je ndzorné zviditelnéni zminéné drsnosti
povrchu. Obrazek 22 zachycuje ctvercovou oblast o délce hrany pfiblizn¢ 100 um. Jeji hloubka
jenecely 1 um, pro lepsi nazornost je tedy osa z vhodné natazena.

Ze snimku lze vycist, Ze nejveétsi nerovnosti dosahuji priblizné jedné desetiny ,,vysky*
této oblasti — tedy ptiblizn¢ 100 nm. To je hodnota srovnatelna s primérnou hloubkou sousedni
oblasti, jejiz teoreticka hloubka je pravé 100 nm.
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5.1.3. Pozorovani skrze slaby difuzor

Pozorovani skrze slaby difuzor s sebou piineslo potize se spravnym navazanim faze u oblasti
hlubokych 2 um (dale oznaovanych jako oblasti ,,c*). Pfi pouziti standardniho navazovaciho
algoritmu (Goldstein vyuzivajici pouze rekonstruované faze) doslo ke spravné interpretaci
naméfenych hodnot pouze v malych ¢astech téchto oblasti.

Obrazek 23: Vzorek pozorovany skrze slaby difuzor.

Barevné skoky na obrazku 23 v oblastech ¢ napovidaji, ze ke spravnému navazani
faze doslo pouze v jejich pravych ¢éastech. Tuto domnénku potvrzuje profil fezu vzorkem
vyneseny v grafu na obrazku 24. Misto fezu je v obrazku 23 vyznaceno zlutou ¢arou. Profil
fezu ukazuje, ze uvnitt oblasti ¢3 (viz obrazek 12) doslo k fAzovému skoku o 2x radidnd.
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Obrazek 24: Profil rezu vzorkem prekrytého slabym difuzorem — uvniti oblasti c¢3 doslo
k fazovemu skoku.

Hloubka vybranych oblasti — slaby difuzor
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 ym
Vypoctena hloubka [rad] -7,97+0,08 -6,06+0,07 -4,00+0,06
Vypoctena hloubka [um] 1,627+0,016 1,229+0,014 | 0,811+0,012
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100 pm

Obrazek 25: Vzorek pozorovany skrze slaby
difuzor — faze navazanda pomocit nestandardniho
algoritmu.

Problém se Spatnym navazovanim oblasti typu ¢ jsme se pokusili vyiesit volbou jiného,
nestandardniho, navazovaciho algoritmu (Goldstein vyuzivajici navdzanou fazi i amplitudu).
Ten sice vizualné fazovy skok odstranit dokazal (obrazek 25), jak ale pozdéji ukazalo méteni
profilu povrchu (obrazek 26), $lo pouze o napravu kvalitativniho charakteru.

Zminény nestandardni navazovaci algoritmus vyuzival pfi vypoctech také hodnot
z rekonstruované amplitudy. To mu pomohlo spravné interpretovat fazovy skok na pravé
hran¢ oblasti ¢. S ostatnimi oblastmi vzorku si ale poradil hiife, nez standardni algoritmus
vyuzivajici k navazani pouze informace zrekonstruované faze. Na zpracovani ostatnich
meéteni byl proto pouzivan vyhradné standardni navazovaci algoritmus.
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Obrazek 26: Profil fezu vzorkem prekrytého slabym difuzorem po navazani nestandardnim
algoritmem.
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5.1.4. Pozorovani skrze stredné silny difuzor

Pti pozorovani skrze sttedné silny difuzor se zacina viditelné projevovat vliv difuzoru uz i pfi
zb&Zném pohledu na navazanou fazi. Na vzorku se objevuji malé nenavazané rezidudlni oblasti.

Obrazek 27: Vzorek zobrazeny skrze stredné silny difuzor — lze pozorovat vznik viditelnych
nepravidelnych rezidualnich oblasti, ve kterych nebylo mozné fazi jednoznacné interpretovat.

Snimek navéazané a vyrovnané faze vzorku pozorovaného skrze sttedné silny difuzor
ukazuje obrdzek 27. Obarveny snimek zvyrazituje oblasti, které difuzor znehodnotil. Jedna
z téchto oblasti se vyskytuje také nad ¢tvercem v pravém hornim rohu, v misté fezu, zndzornéném
na levém snimku Zlutou useckou, je ale obraz difuzorem poruseny jen nepatrné. To ukazuje
také graf profilu fezu vzorkem na obrazku 28.
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Obrazek 28: Profil rezu vzorkem prekrytého stredné silnym difuzorem — v misté rezu difuzor
namérenda data vyrazné neovlivnil.

Hloubka vybranych oblasti — stredné silny difuzor
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypodétena hloubka [rad] -8,11+0,17 -6,04+0,08 | -3,84+0,013
Vypodétena hloubka [um] 1,645+0,034 1,225+0,016 | 0,783+0,026
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5.1.5. Pozorovani skrze silny difuzor

Pozorovani skrze silny difuzor pfinasi vyznamné rozmnozeni rezidualnich oblasti zminénych
u stfedné silného difuzoru. Nerekonstruovatelné oblasti b&zné prekryvaji vétSinu pofizeného
zaznamu. Posuvem objektivu v referencni vétvi v roviné kolmé ke sméru Sifeni svétla pak
muzeme ovlivnit, kterd mista se rekonstruuji dobfe.

r s 8
) Pea 2 G084

Obrazek 29: Vzorek zobrazeny skrze silny difuzor — levy snimek ukazuje vysoce nadpriimeérné
kvalitni rekonstrukci, na pravém snimku je naopak zachycen jeji bézny vysledek mereni.

Levy snimek na obrazku 29 zachycuje vzorek ve zna¢né nadprimérné dobie sefizeném
mikroskopu. Obsahuje pouze jednu velkou rezidudlni oblast uprostied pravého okraje snimku.
Pravy snimek ukazuje pro porovnani bézny ptipad navazané faze pozorované skrze tyz silny
difuzor.

Dtivodem velmi dobrého zobrazeni v piipad¢ levého snimku miize byt nestandardni
postup pii hledani optimalniho nastaveni mikroskopu, popsany nize.

Pii bézném postupu se nejprve nalezne oblast vzorku, kterou chceme pozorovat a
nasledné se na ni mikroskop sefidi. To vSak pfi pozorovani pies siln€ rozptylujici prostiedi
neni dost dobfe mozné — na nesefizeném mikroskopu je témét neredlné pii takovychto
podminkach najit polohu vzorku v prostoru, protoZe neni vidét. Proto se pfi pozorovani skrze
silny difuzor musi zvolit jiny postup.

Bé&hem prvnich pozorovani skrze silny difuzor jsme pro setizeni vyuZzivali podloZniho
sklicka. Protoze pouzivané difuzory jsou vyrobeny pravé z podloznich skli¢ek, maji s nimi
shodnou optickou délku. Pii prvni ¢asti sefizovani se tedy misto difuzoru pouZije podloZni
sklicko. Vzorek tak Ize relativné snadno najit, zaostfit jej a nasledné i sefidit interferenci. Poté
se toto podlozni sklicko zaméni za difuzor.

Difuzor se nalézd pod vzorkem. Pii zaméné podlozniho sklicka za difuzor je tedy
nutné na chvili odstranit také samotny vzorek. Po této zaméné¢ je proto témet vzdy nutné opét
studovanou ¢ast vzorku nalézt. Protoze je ale uz mikroskop zaostieny do pozadované roviny,
lze toho 1 pfes difuzor vétSinou docilit relativné snadno. Timto postupem byl ziskan také
pravy snimek.

Pro pofizeni levého snimku byl ale pouzit postup odliSny. Bylo pii ném vyuZito
skutecnosti, ze dvé rozptylujici plochy pouzitého difuzoru jsou oddéleny tenkym nezmatnénym
pruhem (Dodatek A). Vzorek byl na difuzor umistén tak, aby se nalézal pravé v jeho nezmatnéné
¢asti. Pro tuto polohu byl mikroskop sefizen. Nasledné stacilo posunout sklicko se vzorkem
0 2-3 mm nad zmatnénou ¢ast difuzoru. Toho bylo docileno v né¢kolika malych postupnych
krocich — tak abychom méli ¢ast zkoumané oblasti vzorku stale v zorném poli mikroskopu.
Vysledkem byl podstatné kvalitnéjSi rekonstruovany snimek, nez jakého jsme byli schopni
docilit pti prvnim postupu.
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Rez profilu, vyznaéeny na levém snimku obrazku 29, je vynesen v grafu na obrazku 30,
kde je také porovnam s profilem naméfenym bez pouziti difuzoru.
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Obrazek 30: Profil rezu vzorkem prekrytého silnym difuzorem — leva cast profilu je difuzorem
pouze mirné ovlivnéna, v pravé cdsti Ize pozorovat vyraznéjsi deformace.

Hloubka vybranych oblasti — silny difuzor
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 ym
Vypoctena hloubka [rad] -8,02+0,29 -6,08+0,65 4,46+0,58
Vypoctena hloubka [um] 1,647+0,058 1,234+0,131 | 0,904+0,113

5.1.6. Silny difuzor — vychylovani objektivu

Silné difuzory nebo silné difuzni prostfedi zplsobuyji, Ze fazi nelze v nékterych oblastech spravné
rekonstruovat. Nastane-li tento piipad, mizeme vychylovanim referen¢niho objektivu v roviné
kolmé ke sméru Sifeni kvalitu obrazu ménit, jak bylo ukdzano v kapitole 4.

100 pm

Obrazek 31: Vzorek zobrazeny skrze silny difuzor. Levy snimek ukazuje situaci nevychyleného
referencniho objektivu (Ax = 0 um; Ay = 0 um), pravy ukazuje zlepseni obrazu po vhodném
vychyleni (Ax = 0,8 um; Ay = 0,1 um).
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Tento ptipad zachycuje také obrazek 31. Na levém snimku je vzorek pozorovan nevy-
chylenym referencnim objektivem, piti potfizeni pravého snimku byl tento objektiv vychylen
vose x 00,8 um a vose y 00,1 um. Mezi nejvyraznéjsi pozitivni projevy této zmény patii
zmizeni velké rezidualni oblasti pod ¢tvercem f3 (vpravo uprostied; viz obrazek 12) a vyssi
kontrast oblasti ve spodni ¢asti snimku. ZhorSeni se naopak nejvyraznéji projevilo ,,zmizenim*
jednoho z malych ¢tvercti (na levém obrazku v ¢erveném obdélniku).

K mens§im zménam doslo témét v celé pozorované oblasti. Graf na obrazku 32 ukazuje
urcité zlepSeni témét v celé roving fezu.
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Obrazek 32: Profily rezu vzorkem prekrytého silnym difuzorem — viiv malého vychyleni objektivu
v referencni vetvi na kvalitu obrazu.

Hloubka oblasti — silny difuzor (Ax = 0,8 ym; Ay = 0,1 um)
Teoretickd hloubka 2 um 1,5 ym 1um
Vypoctena hloubka [rad] -8,08+0,29 -6,12+0,53 4,04+0,30
Vypoctena hloubka [um] 1,638+0,058 1,242+0,108 | 0,819+0,061

Zmény v zobrazeni jsou na vychylovani referencniho objektivu velice citlivé. I méné
nez 1 um dokéze pekny obraz pomérné dokonale znicit. Piesto 1ze 1 pro velkéd vychyleni nalézt
takové polohy objektivu, ve kterych se nékteré ¢asti vzorku rekonstruuji velmi dobte, Casto i
1épe nez v pozici s nulovou vychylkou. Takovy ptipad ukazuje profil fezu na obrazku 34. I pres
vychyleni vétsi nez 5 um, doslo v oblasti fezu k pomérné kvalitni rekonstrukci namétené faze.

100 prn

Obrazek 33: Vzorek zobrazeny skrze

silny difuzor pri Vychyleni referencniho

objektivu (Ax = 1,3 um; Ay = 5,5 um).
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Obrazek 34: Profily rezu vzorkem prekrytého silnym difuzorem — vliv velkého vychyleni
objektivu v referencni vétvi na kvalitu obrazu.

Hloubka oblasti — silny difuzor (Ax = 1,3 ym; Ay = 5,5 pm)

Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoctena hloubka [rad] -7,950,63 -6,0310,70 3,9310,96
Vypoctena hloubka [um] 1,6110,127 1,223+0,142 | 0,797+0,195

5.2. Amplitudovy vzorek

Stejné jako fazovy vzorek byl i amplitudovy pifedmét pozorovan objektivem se zvétSenim
Z = 10x o numerické apertuie NA = 0,3. Studovanym amplitudovym vzorkem byl standardni

rozliSovaci test USAF 1951 umistény na komplexnim rozliSovaci testu od firmy Thorlabs
(obrazek 35). Cerveny ¢tverecek ukazuje zkoumanou oblast.

Obrdazek 35: RozliSovaci test od firmy Thorlabs
pouczity jako rozlisovaci vzorek.
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Obdobny experiment popisuje také ¢lanek [22]. Autoii pozorovali specialni rozliSovaci
test obsahujici jemné&j$i struktury nez standardni USAF test. Pfi zdroji svétla stejném jako
béhem nasich pozorovani vyuzili objektivy 10%/0,25. Vzorek nasnimali nejprve bez difuzoru,
poté skrze néj. Pii zobrazeni skrze difuzor posunovali referencnim objektivem, ¢imzZ dosahli
zobrazeni difuznim svétlem

Nase meéteni se 1isi v objektivu s vysSi numerickou aperturou (10%/0,3) a v pouziti
sady rtzné silnych difuzord. Jejich nevyhodou, jak ukazal experiment, je pak rozliSovaci test
s nedostatecné jemnou strukturou.

5.2.1. Pozorovani amplitudového vzorku bez difuzoru

Pozorovani mélo tfi cile. Prvnim z nich bylo zméfit lateralni rozliSovaci schopnost mikroskopu.
Druhym cilem bylo ukézat, jaky vliv na toto rozliSeni maji difuzory pouZité v experimentech
s fazovym vzorkem. Tietim zdmérem pak bylo prokazat schopnost holografického mikroskopu
zobrazit i Cist€¢ amplitudovy vzorek skrze rozptylujici prostfedi. Pti vSech pozorovani byla
zpracovavana rekonstruovana amplituda, nikoli faze jako u predchozi série méfeni.

—
-
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Obrazek 36: Amplitudovy vzorek pozorovany bez pouziti difuzoru — rozliSovaci schopnost
mikroskopu je lepsi nez 228, 1 ¢ar na milimetr.

s
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Prvni cil se podafilo naplnit jen z Casti. Holograficky mikroskop byl s pouzitymi
objektivy schopny rozliSit i nejmensi detaily vzorku (obrazek 36). Z tabulek [24] tak Ize
pouze vycist, ze rozliSovaci schopnost mikroskopu je pfi vyuziti objektiva 10%/0,3 lepsi nez
228,1 car na milimetr. Mikroskop je tedy schopny rozlisit detaily mensi nez 2,19um.
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5.2.2. Pozorovani amplitudového vzorku skrze slaby a stiedné silny difuzor

Obrazek 37: Rozlisovaci test skrze slaby (levy sloupec) a stredné silny (pravy
sloupec) difuzor — v obou pripadech Ize rozlisit i nejmensi detaily.

Obdobny vysledek ptineslo pozorovani rozliSovaciho testu skrze slaby a sttedné silny difuzor
(obrazek 37). V obou ptipadech lze stale rozliSit i nejtenci Cary. Slaby difuzor (vlevo)
nezpusobil v rozliSeni Zadnou viditelnou zménu. Stfedné silny difuzor (vpravo) rozliSeni sice
viditelné zhorSuje, kvilli absenci jemnéjSich detailii rozliSovaciho testu vsSak toto zhorSeni
nelze dobte kvantifikovat.
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5.2.3. Pozorovani amplitudového vzorku skrze silny difuzor

Obrazek 38: Silny difuzor — nejjemnéjsi detaily rozlisovaciho testu jsou na hrané rozliseni.

Silny difuzor uz zplsobil splynuti dvou nejmensich vodorovnych ¢ar. To Ize dobfe pozorovat
v pravém dolnim rohu vyfezu na obrazku 38. Svislé ¢ary jsou stle rozliSitelné. D4 se proto
usoudit, ze pravé tato sada Car je na hrané rozliSeni. RozliSovaci schopnost mikroskopu na

Vv

objektivech 0,3/10x byla tedy pfi vyuziti nejsilnéjSiho difuzoru piiblizné 228 ¢ar na milimetr.

Obrazek 39: Pozorovani skrze silny difuzor — porbvndni svetléeho pole (vlevo) a holografické

rekonstruované amplitudy (vpravo).

Jednu z hlavnich vyhod holografického mikroskopu s nekoherentnim osvétlenim ve
srovnani s béznym svételnym mikroskopem ukazuje obrazek 39. Je to schopnost zobrazit
vzorek umistény v, pfed nebo za rozptylujicim prostfedi. Levy snimek ukazuje snimek pii
zablokovaném referencnim rameni — tedy v obycejném mikroskopu ve svétlém poli. Pravy
snimek pak ukazuje to, co vidime po odblokovani referen¢niho ramene — rekonstruovanou
amplitudu z holografického mikroskopu.

Zatim, co ve svétlém poli 1ze vidét (nebo spiSe tusit) jen velmi matné obrysy, snimek
rekonstruované amplitudy dovoluje vidét i1 relativné malé detaily. Diivod tohoto rozdilu je
nasledujici. Pfi pozorovani skrze silny difuzor se vétSina svétla mezi zdrojem a detektorem
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(v naSem pftipadé¢ asi 98%) nesifi balisticky — jinymi slovy se vétSina svétla rozptyli.

Svétlé pole mezi balistickym a nebalistickym (difuznim) zafenim nijak nerozliSuje. Na
detektor tak dopadnou nejen 2% balistického, nerozptyleného, svétla, které nese neporusenou
nebo jen malo poSkozenou informaci o vzorku, ale také zbylych 98% svétla rozptyleného.
Informace o vzorku se tak téméf Gpln€ ztrati v mnohem intenzivnéj$im rozptyleném svétle.

U holografického mikroskopu sice na kameru dopadne také vSechno zafeni, rozdil ale
nastava pii zpracovani. Balistické svétlo totiz na rozdil od toho difuzniho neinterferuje se
svétlem z referencni vétve. ProtoZe toto svétlo neinterferuje, nevytvaii ani zddné interferenéni
prouzky, které jsou dale zpracovavany. Nepodili se tedy na tvorbé rekonstruovaného obrazu a
vysledny obraz neovliviiuje. Diky tomu jsme s CCHM schopni pozorovat také vzorky v silné

rozptylujicim prostredi.
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6. Zavér

Tato diplomova préace se zabyva schopnosti koherenci fizeného holografického mikroskopu
(CCHM) zobrazovat amplitudové i fazové pfedméty skrze difuzni vrstvu s vyuZitim prostoroveé
nekoherentniho svétla. Stavi na schopnosti mikroskopu potizovat kvantitativni fazové snimky
s vysokym rozliSenim.

V tivodni cCasti jsou zminény holografie a interferenéni mikroskop. Déle je popsan

holograficky mikroskop, jenz je mimoosovym interferenénim mikroskopem vyuzivajicim
myslenek holografie.
1. generace s CCHM 2. generace. Velka pozornost je vénovana zpracovani obrazu potizen¢ho
timto pfistrojem. Proces zpracovani obrazu je také ndzorn¢ shrnut ve vypracovaném schématu.
Zvl1astni podkapitola je pak vénovana navazani a vyrovnani rekonstruované faze. Je zde také
diskutovana mozna pfi€ina nékterych chyb pii fazzovém navazovani.

Tteti Cast prace se zabyva hlavnimi pfednostmi CCHM — moznosti kvantitativniho fdzového
zobrazeni a schopnosti zobrazit vzorek umistény v rozptylujicim prostfedi. Kvantitativni
fazové zobrazeni nasledné vyuziva pifi popisu vypoctu hloubky oblasti vyleptanych ve
fazovém vzorku. Druhd polovina tieti ¢asti pfinas$i stru¢né shrnuti vysledka teoretického
popisu, které jsou nasledné v experimentalni ¢asti ovéfovany — moznosti zobrazovat fazove i
amplitudové predméty pres rozptylujici vrstvu s vyuzitim balistického 1 difuzniho svétla.

V experimentélni ¢asti byly prométeny fazovy vzorek a vzorek amplitudovy. Fazovym
vzorkem bylo skli¢ko s polem vyleptanych ¢tvercovych oblasti riznych hloubek (2-6000 nm)
a velikosti (10—-100um), pfipravené firmou TESCAN. Méfeni ukazalo, Ze drsnost sklicka limituje
pozorovani na oblasti hlubsi nezZ 30—50 nm. Bylo spocitano, Ze i pii idedlnich podminkach mtze
u oblasti hlubSich neZ 1274 nm dochazet k chybné interpretovanym fadzovym skokim. Redlné
miiZze k tomuto jevu dojit i u 0 néco malo méné hlubokych oblasti. To naznacil 1 experiment,
kdy se tento jev podatilo pozorovat u oblasti hluboké 1237 nm + 80 nm.

Fézovy vzorek byl pozorovéan skrze slaby, sttedné silny a silny difuzor, pficemz byl
zjistovan vliv téchto difuzori na meéfeni topografie vzorku. Experiment ukézal, Ze slabé
rozptylujici vrstvy se na méfeni sice projevit mohou, vyrazny vliv na nejistotu méfeni ale
nemaji. Stfedn¢ silny difuzor pak zpiisobuje vaznéjsi efekty jen na malych oblastech vzorku.
Silny difuzor naopak vétSinou znamend kvalitni rekonstrukci faze jen v nékolika malych
oblastech. Polohu téchto oblasti 1ze ale ménit vychylovanim objektivu v referenéni vétvi. Pro
nékteré vychyleni lze doséhnout lepSiho zobrazeni nez v piipad¢ bez vychyleni. Pfi téchto
vychylenich se k zobrazeni vyuziva vhodné rozptylené difuzni svétlo. CCHM je proto vhodny
typ mikroskopu pro pozorovani vzorku v rozptylujicim prostredi.

Méieni amplitudového vzorku ukazalo, ze rozliSovaci schopnost mikroskopu je na
objektivech 10%/0,3 lepsi nez 228,1 ¢ar na milimetr. Mikroskop je tedy schopny rozlisit
detaily mensi nez 2,19um. Pfi pozorovani vzorku skrze difuzory bylo zjiSté€no, ze pomérné
vysokého rozliSeni 1ze dosdhnout i1 pii zobrazeni skrze difuzni vrstvu. Zavéreéné meéteni
amplitudového vzorku pak ukédzalo vyhodu holografického mikroskopu oproti béznému
svételnému mikroskopu praveé pii pozorovani predméti v rozptylujicim prostiedi.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

CCHM - koherenci tizeny holograficky mikroskop

UFI — Ustav fyzikalniho inZenyrstvi

FSI — Fakulta strojniho inzenyrstvi

VUT - Vysoké uceni technické

buniky K2 — bunky krysiho Rousova sarkomu LW 13K?2

DIC — Nomarského diferencidlni interferencni kontrast — detekuje fazové zmény a prevadi je
na rozdily v intenzité

DHM - digitalni holograficka mikroskopie

FFT — rychla Fourierova transformace (z anglického Fast Fourier Transform)

IFFT — inverzni FFT

SNR — Pomér signélu a Sumu (z anglického Signal-to-noise ratio)

QPI — kvantitativni fazové zobrazeni (z anglického quatitative phase imaging)

@ — taze svételné viny

Agp — fazovy rozdil mezi referenénim a pfedmétovym svazkem, zplsobeny pozorovanym
vzorkem

OPD - rozdil mezi optickymi drahami v referencni a objektové vétvi (optical path difference)
Ac — sttedni vinova délka

A —polositka spektra elektromagnetického zateni

no — index lomu vzduchu

NA — numericka apertura

10%/0,3 — mikroskopovy objektiv s numerickou aperturou NA = 0,3 a zvétSenim Z = 10x
10%/0,25 — mikroskopovy objektiv s numerickou aperturou NA = 0,25 a zvétSenim Z = 10x
u(7",) — komplexni funkce propustnosti

zp — vzdalenost predmétové roviny od roviny difuzoru
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Dodatek A — difuzory

Obrazek 40: Text pozorovany skrze silny difuzor.

Obrazek 41: Text pozorovany skrze slaby difuzor.

Obrazek 43: Silny difuzor.



Dodatek B — piehled namérenych hloubek vybranych oblasti

Hloubka vybranych oblasti — pozorovani bez difuzoru
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoctena hloubka [rad] -8,030,05 -6,10+£0,04 -3,94+0,07
Vypocétena hloubka [um] 1,627+0,010 1,237+0,008 | 0,799+0,014

Hloubka vybranych oblasti — slaby difuzor

Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoétena hloubka [rad] -7,97+0,08 -6,06+0,07 -4,00£0,06
Vypoctena hloubka [um] 1,627+0,016 1,229+0,014 | 0,811+0,012

Hloubka vybranych oblasti — stfedné silny difuzor
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoctena hloubka [rad] -8,11+0,17 -6,04+0,08 | -3,84+0,013
Vypoctena hloubka [um] 1,645+0,034 1,225+0,016 | 0,783+0,026

Hloubka vybranych oblasti — silny difuzor
Teoretickd hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoctena hloubka [rad] -8,02+0,29 -6,08+0,65 4,46+0,58
Vypoctena hloubka [um] 1,62710,058 1,23440,131 | 0,904+0,113

Hloubka oblasti — silny difuzor (Ax = 0,8 ym; Ay = 0,1 pm)
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 um 1 um
Vypoctena hloubka [rad] -8,08+0,29 -6,12+0,53 4,04+0,30
Vypoctena hloubka [um] 1,638+0,058 1,242+0,108 | 0,819+0,061

Hloubka oblasti — silny difuzor (Ax = 1,3 ym; Ay = 5,5 um)
Teoreticka hloubka 2 um 1,5 ym 1 um
Vypoétena hloubka [rad] -7,950,63 -6,0310,70 3,93+0,96
Vypoétena hloubka [um] 1,611+0,127 1,223+0,142 | 0,797+0,195
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