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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva navrhem a realizaci mikroskopového systému pracujiciho
ve viditelné oblasti spektra, ktery kombinuje vyhody osové a mimoosové holografické mi-
kroskopie a umoznuje jednosnimkové kvantitativni fazové zobrazeni v opticky robustnim
usporadani. Kombinace vyhod je dosazena novym vyuzitim principu geometricko-fazové
holografické mikroskopie, ktera byla v minulosti iispésné vyuzita pii méreni opticky anizot-
ropnich vzorkl. Zakladem navrzeného Teseni je pripojeni geometricko-fazového hologra-
fického modulu k jednocestnému holografickému mikroskopu Jamin—Lebedeff. Mikroskop
Jamin—Lebedeff vytvari signdlni a referenc¢ni vinu s kolmymi linedrnimi polarizacemi, pri-
¢emyz linearni polarizace signalni viny je zachovana i pti prichodu izotropnim vzorkem. Na
vystupu mikroskopu jsou tyto polarizace transformovany na opac¢né kruhové polarizace,
¢imz je umoznéno jejich thlové oddéleni a nasledna interference v geometricko-fazovém
holografickém modulu. Timto zptisobem vznikd mimoosovy hologram, ze kterého je mozné
rekonstruovat kvantitativni fazovy obraz vzorku. Funkénost systému byla experimentalné
ovérena zobrazenim izotropnich vzork a néslednou jednosnimkovou rekonstrukei jejich
kvantitativnich fazovych obrazi. Vysledky experimenti potvrzuji funkénost systému ve
viditelné oblasti spektra. Ovéreny princip zobrazeni bude dale vyuzit pii konstrukei iden-
tického systému pracujicitho v infracervené oblasti, kde umozni méreni fazové odezvy ak-
tivnich metapovrchii.

Summary

This thesis presents the design and implementation of a microscopic system operating
in the visible spectral range, which combines the advantages of in-line and off-axis ho-
lographic microscopy and enables single-shot quantitative phase imaging in an optically
robust configuration. The combination of these advantages is achieved through a novel
application of the principle of geometric-phase holographic microscopy, which has pre-
viously been successfully used for imaging optically anisotropic samples. The proposed
solution is based on connecting a geometric-phase holographic module to a single-pass
Jamin—Lebedeff-type holographic microscope. This microscope generates signal and refe-
rence waves with orthogonal linear polarizations, with the linear polarization of the signal
wave preserved when passing through isotropic samples. At the microscope’s output, these
polarizations are converted into opposite circular polarizations, allowing for their angular
separation and subsequent interference within the geometric-phase holographic module.
This process results in the formation of an off-axis hologram from which the quantitative
phase image of the sample can be reconstructed. The system’s functionality was experi-
mentally verified by imaging isotropic samples and performing single-shot reconstruction
of their quantitative phase images. The experimental results confirm the system’s perfor-
mance in the visible spectral range. The validated imaging principle will be further applied
in the development of an identical system operating in the infrared range, enabling phase
response measurements of active metasurfaces.
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L d
Uvod

Na mikroskopické trovni existuje mnoho struktur a procesi, které neni mozné pozoro-
vat holym okem. Pro jejich zkoumani bylo nutné vyvinout specialni zobrazovaci techniky.
Nejstarsi a nejrozsitenéjsi zobrazovaci metody jsou zalozené na svételné mikroskopii, jejiz
historie saha az do prvniho stoleti pred nasim letopoctem [1]. I pfes svou dlouhou historii
prochazi svételna mikroskopie az do soucasnosti neustalym vyvojem. Moderni svételné
mikroskopy vyuzivaji pokrokii v oblasti digitalni techniky a predstavuji néastroje, které
kromé zviditelnéni zobrazovanych objektti poskytuji také jejich komplexni numerickou
analyzu nebo kvantitativni méreni.

Svétlo je elektromagnetické zareni charakterizované prostorové a casové proménnym
elektrickym a magnetickym polem. Svételna mikroskopie se zabyva prevazné elektrickou
slozkou tohoto zareni, kterd je béznymi materidly silnéji ovliviiovana. Elektrické pole
je charakterizované vektorem elektrické intenzity. Tento vektor je urceny amplitudou
a fazi svych kmitovych slozek. Jejich pomér amplitud a vzajemné fazové zpozdéni definuji
orientaci a vyvoj vektoru elektrické intenzity v prostoru a case. Sledovani prostorového
a casového vyvoje vektoru elektrické intenzity umoznuje zkoumat polarizaci svétla. Lidské
oko je schopné vnimat pouze intenzitu svétla. Intenzita svétla je urcéena jeho amplitudou,
kterd muze byt zménéna pri pruchodu nebo odrazu svétla od okolnich objekti. Moderni
svételné detektory vyuzivané v ramci optické mikroskopie pracuji podobné jako lidské
oko a jsou schopny digitalné zaznamenat intenzitu svétla a jeji zmény. Toho vyuzivaji za-
kladni metody optické mikroskopie, které poskytuji obrazovy kontrast vzorkt pohlcujicich
svétlo. Mnoho vzorkt z oblasti biofotoniky [2] a nanofotoniky [3] absorbuje nebo rozpty-
luje svétlo jen velmi slabé. To pri pouziti zdkladnich zobrazovacich metod snizuje jejich
obrazovy kontrast nebo zcela znemoznuje pozorovani. Tyto vzorky nezptisobuji vyrazné
zmeény amplitudy prochézejiciho svétla, ale ovliviiuji jeho fazi. Ke zménam faze dochézi
diky lokalnim odlisnostem v tloustce nebo indexu lomu zobrazovanych vzorka. Popsané
vzorky se nazyvaji fazové a k jejich zobrazeni byly vyvinuty metody fazového kontrastu.
Tyto metody prevadi fazové zmény vnesené vzorkem na intenzitni zmény vysledného zob-
razeni. Tim se vyrazné zvysuje kontrast ptivodné Spatné viditelnych objekti a je mozné
provadét jejich detailni analyzu.

Mezi tradiéni metody fazového kontrastu patii Zernikeho fazovy kontrast a Nomar-
ského diferencialni interferen¢ni kontrast (DIC, z anglického Differential interference con-
trast). K této problematice ale existuji také nové pristupy zaloZené napiiklad na spirdlnim
fazovém kontrastu. Zernikeho fazovy kontrast spociva v jednoduché modifikaci klasického
mikroskopu. Tato modifikace umoznuje dodatecnou amplitudovou a fazovou modulaci
svétla rozptyleného a nerozptyleného zobrazovanym vzorkem. Nastavenim vhodnych para-
metrt dochazi ke konstruktivni nebo destruktivni interferenci téchto slozek. Interferencni

efekty pak vytvari kontrast pozorovatelny v detekovanych intenzitnich obrazech. Pti zob-



razeni se ale mohou vyskytovat artefakty jako halé efekt ¢i stinovy efekt [1]. U techniky
DIC je svetlo pred dopadem na vzorek rozdéleno do dvou mirné posunutych svazki s kol-
mymi polarizacemi. Diky pricnému posunuti ziskavaji oba svazky pii prichodu vzorkem
odlisné fazové zmeény. Po prichodu vzorkem jsou oba svazky opét prostorové sesazeny a po
projekci linearnim polarizatorem vytvari interferencni obraz. Interferencni obraz zviditel-
nuje fazové gradienty ve sméru posunuti svazkii prochazejicich vzorkem. Spiralni fazovy
kontrast vyuziva interferenc¢nich efekti podobné jako predchozi metody. Svétlo pri zob-
razeni prochdzi virovou (spiralni) fazovou maskou. Virova maska pritazuje kazdému zob-
razovanému bodu virovou fazi s natocenim zavislym na lokalni tloustce a indexu lomu
zobrazovaného vzorku. Interferenci obrazovych stop vzniké intenzitni kontrast fazovych
obrazli. Uvedené metody umoznuji efektivni zviditelnéni fazovych objektii, ale neumoznuji
zmény faze kvantifikovat a tak detailné analyzovat vlastnosti vzorku.

Vyznamny pokrok v oblasti fazové mikroskopie predstavuje pouziti metod digitalni ho-
lografické mikroskopie. Holografické mikroskopy existuji v riznych provedenich a nad ra-
mec kontrastniho zviditelnéni fazovych objekti umoznuji jejich kvantitativni rekonstrukei.
Holografické mikroskopy jsou interferometrické systémy uzptisobené pro zobrazovani. Zob-
razovany vzorek se vklada do objektivové vétve interferometru a pri zobrazovani je po-
rovnavan s referenénim vzorkem vlozenym do referencni vétve interferometru. Fazovou
zménu vnesenou vzorkem je mozné kvantitativné rekonstruovat z interferenéniho pole vy-
tvoreného na vystupu interferometru. Holografické mikroskopy lze klasifikovat na zakladé
mnoha kritérii. Nejcastéji jsou rozdélovany podle zpiisobu slozeni objektové a referenéni
vétve. Pokud obé viny pred detekci postupuji soubézné, jedna se o osovou holografickou
mikroskopii. Vyhodou téchto mikroskopt je jejich robustnost a konstrukéni a justazni
jednoduchost. Tyto vyhody se nejvice uplatnuji v jednocestném usporadani, kdy signalni
i referencni vlna sdili spolec¢nou optickou cestu. Pro uspésnou fazovou rekonstrukci je
ale tfeba vyuzit techniky krokovani faze a zaznamenat alespon ¢tyri modifikované holo-
gramy [5]. Druhou skupinu tvofi mimoosové holografické mikroskopy, u nichz se svazky
na justaz, avsak k rekonstrukci kvantitativniho fazového obrazu postacuje jediny zadznam
hologramu [6].

Zajimavé propojeni tradi¢nich metod mikroskopie fazového kontrastu a holografické
mikroskopie nabizi mikroskop Jamin-Lebedeff, ktery je odvozen od principu DIC mikro-
skopie. Vnesena separace svazki je ale vyraznéjsi. Za vhodnych podminek mohou svazky
prochazet zobrazovanym objektem a prazdnou c¢asti zorného pole a vytvaret tak signalni
a referencni vinu. Krokovani faze je mozné dosahnout pomoci polarizac¢nich prvki v kon-
strukei Sénarmontova kompenzatoru [7].

Tato diplomova prace se zaméruje na navrh jednocestného holografického mikroskopu s
mimoosovym zaznamem interferujicich vin. Reeni tak kombinuje robustnost osovych me-

tod s jednosnimkovym zobrazenim typickym pro mimoosové metody. Navrh je zalozeny



na konstrukénim teseni mikroskopu Jamin-Lebedeff a jeho kombinaci s geometricko-fa-
zovou holografickou mikroskopii vyvinutou na Ustavu fyzikdlniho inZenyrstvi Vysokého
uceni technického v Brné. Propojeni metod je mozné diky polarizacnim vlastnostem obou
systémi, které umoznuji vytvorit a dale ovladat signdlni a referencéni vinu zakédovanou
do kolmych polariza¢nich stavii (kolmych linedrnich nebo opa¢nych kruhovych polari-
zaci). Mikroskop Jamin-Lebedeff zajistuje vytvoreni signalni a referenéni vlny v kolmych
linearnich polarizacich. Tyto vlny jsou na jeho vystupu prevedeny na opacné kruhové pola-
rizace. Geometricko-fazova mikroskopie je zalozena na pouziti geometricko-fazové mrizky.
Tato mrizka slouzi jako difraktivni déli¢ pro kruhové polarizované svétlo. Pripojeni jed-
noduchého zobrazovaciho modulu s geometricko-fazovou mrizkou na vystupu mikroskopu
Jamin-Lebedeff umozni thlovou separaci a opétovné spojeni signalni a referenéni viny
a vytvoreni mimoosového hologramu [8]. Jednoduchost navrhovaného feseni je vyhodn4
pro konstrukci holografickych mikroskopti v méné vyuzivanych spektralnich oblastech,
kde je konstrukce slozitych interferometri narocna. Cilem této préace je ovéreni principu
ve viditelné oblasti. Vyuziti principti ovérenych ve viditelné oblasti bude zakladem pro kon-
strukci identického systému v infracervené oblasti, ktery umozni charakterizaci aktivnich
VO, metapovrchi vyrdbénych na Stiedoevropském technologickém institutu (CEITEC)
v Brné.

Tato prace se v uvodni Casti zabyva resersi metod urcenych pro zobrazovani fazo-
vych objektl se zamérenim na techniky fazového kontrastu a kvantitativniho fazového
zobrazeni. Nasledné je predstaven koncepcéni navrh optického systému slozeného z mik-
roskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fdzového modulu. Nejprve je proveden teoreticky
rozbor jeho zobrazovaciho principu. Postupné je vysvétlen vznik polarizacné kédované
signalni a referencni viny a popsan jejich prichod zobrazovacim systémem. Popis polari-
zace je proveden pomoci Jonesova formalismu. Teoreticky je rovnéz prokdzana moznost
kvantitativniho fazového zobrazeni v samotném mikroskopu Jamin-Lebedeff pri pouziti
geometricko-fazového krokovani faze. Nasledné je predstaven konstrukéni navrh tohoto
mikroskopu s diirazem na jeho praktickou realizaci. Po sestaveni zatizeni je ovéfena jeho
funkcnost prostrednictvim experimentt vedoucich ke kvantitativnimu fazovému zobrazeni
realizovanému v osovém usporadani pomoci krokovani faze. Nasleduje teoreticka analyza
zobrazeni a popis polarizacnich transformaci svétla pri prichodu geometricko-fazovym
holografickym modulem. Tento popis potvrzuje vznik mimoosového hologramu s pro-
storovou nosnou frekvenci. V zavérecné c¢asti je vysledné zobrazeni prakticky testovano
pripojenim geometricko-fazového holografického modulu k mikroskopu Jamin-Lebedeft.
V této konfiguraci byl ispésné proveden zdznam mimoosovych hologrami a jednosnim-

kova rekonstrukce kvantitativnich fazovych obrazu testovacich vzorkii.






1. RESERSE METOD FAZOVEHO ZOBRAZENI

1. ResSerse metod fazového zobrazeni

Metody fazového kontrastu vychazi z principu klasické mikroskopie ve svétlém poli,
kterou dale modifikuji. Pro pochopeni fazovych metod je proto potifeba porozumét kla-

sickému principu zobrazeni ve svétlém poli.

1.1. Zobrazeni ve svétlém poli

Opticky mikroskop se sklada z osvétlovaci a zobrazovaci ¢asti. Osvétlovaci ¢ast vytvari
rovnomérné osvetleni vzorku, zatimco zobrazovaci ¢ast slouzi k vytvoreni zvétseného ob-
razu pozorovaného objektu.

V mikroskopii svétlého pole existuji dva zakladni principy osvétleni nazyvané kritické
a Kohlerovo osvétleni. Schéma kritické osvétlovaci sestavy je znazornéno na obrazku 1.1.
Sestava se sklada ze svételného zdroje, aperturni clony a kondenzorové cocky. Konden-
zorova cocka promita obraz svételného zdroje piimo do roviny vzorku. Aperturni clona
reguluje prumeér svételného svazku vychazejiciho ze zdroje a tim ovliviiuje intenzitu svétla
dopadajiciho na vzorek. Znac¢nou nevyhodou této metody je nutnost pouziti homogen-
niho zdroje svétla a presné zaostieni jeho obrazu do roviny vzorku. Pokud tyto podminky
nejsou splnény, sledovany objekt neni rovnomérné osvétlen a zdroj tak miize zkreslovat

zaznamenavany obraz vzorku [1, 9].

Zdroj svétla  Aperturni clona Kondenzorova cocka Vzorek

Obréazek 1.1: Schéma kritického osvétleni. Zdroj svétla je pomoci kondenzorové cocky
promitnut do roviny vzorku. Aperturni clonou lze regulovat prumeér svételného svazku
vychazejiciho ze zdroje.

Nevyhody kritického osvétleni fesi Kohlerovo osvétleni, které je v soucasnosti domi-
nantné pouzivané. Schéma Kohlerovy osvétlovaci soustavy je znédzornéno na obrazku 1.2.
Kohlerova osvétlovaci sestava se sklada ze zdroje svétla, kolektorové cocky, aperturni clony
a kondenzorové cocky. Kolektorova cocka vytvari obraz zdroje svétla v predni ohniskové
roviné kondenzorové ¢ocky, kde je umisténa aperturni clona. Tato clona urcuje numerickou
aperturu kondenzorové cocky a tim ovliviiuje i rozliseni vysledného obrazu. Uzaviranim
clony se snizuje rozliSeni, ale zaroven se zvétsuje hloubka ostrosti. Pro dosazeni co nej-

vyssiho rozliSeni je proto vhodné ponechat aperturu co nejvice otevienou. Kondenzor na-



1.1. ZOBRAZENI VE SVETLEM POLI

sledné z kazdého bodu zdroje propusténého aperturni clonou vytvari rovinnou vinu, ktera
osvétluje sledovany vzorek. Diky tomuto principu lze doséhnout rovnomérného osvétleni
i pfi pouziti nehomogenniho zdroje svétla a zaroven minimalizovat artefakty zpiisobené
napiiklad vadami skla nebo prachovymi ¢asticemi [1, 9].

Kolektorova c¢ocka Aperturni clona Kondenzorova ¢ocka

Zdroj svétla Vzorek

Obrézek 1.2: Schéma Kohlerova osvétleni. Kolektorova ¢ocka zobrazi zdroj svétla do predni
ohniskové roviny kondenzorové cocky. Ta z kazdého bodu vytvori rovinnou vlnu, kterd
osvétluje sledovany vzorek. Aperturni clonou lze ménit numerickou aperturu kondenzorové
cocky.

Zobrazovaci c¢ast svételného mikroskopu se sklada z mikroskopového objektivu a tu-
busové cocky. V této konfiguraci je mozné detekci provést digitdlné. Pro potieby pozo-
rovani okem je déle vyuzita okularova cocka. Schéma zobrazovaci soustavy mikroskopu
i s okuldrem je znazornéno na obrazku 1.3. Moderni svételné mikroskopy vyuzivaji cocky
korigované na nekonecnou vzdalenost [10]. To znamend, ze mikroskopovy objektiv pfi zob-
razeni ze své predmétové ohniskové roviny prevadi vzorek do spektra rovinnych vin, které
jsou nasledné zaostfeny do obrazové ohniskové roviny tubusové cocky, kde vznika zvét-
Seny obraz. V této roviné je mozné obraz snimat digitalné pomoci intenzitniho detektoru.

Zvétseni obrazu Moy, lze urcit podle vztahu

_J1c
Moy, = — ==, (1.1)

fon
kde fi je zadni ohniskovéa vzdalenost tubusové ¢ocky a fo, je predni ohniskova vzdalenost
objektivu [10]. Obraz zaroven vznikd v predni ohniskové roviné okuldrové cocky, ktera
funguje jako lupa a zobrazuje ho opét do nekonec¢na. Takto vytvorené rovinné viny jsou
pak lidskym okem zaostfeny na sitnici. Zvétseni Moy vytvorené okularem lze vyjadrit

vztahem I
Moy = —, (1.2)
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Objektivova cocka Tubusova ¢ocka  Rovina meziobrazu  Okular

Vzorek

Obréazek 1.3: Schéma zobrazovaci sestavy mikroskopu tvoreného objektivem, tubusovou
¢ockou a okularem pro moznost pozorovani obrazu okem.

kde fox je predni ohniskova vzdéalenost okularové ¢ocky a L = 250 mm predstavuje kon-
venéni zrakovou vzdalenost lidského oka [I1]. Vysledné zvétseni mikroskopu se vypocita

jako souéin zvétseni objektivu a okuldru [4]
M = Moy, - Mo (1.3)

Takto sestrojeny mikroskop se nazyva mikroskop pro svétlé pole a umoznuje pozoro-
vani amplitudovych vzorki, tedy vzorkt, které absorbuji nebo rozptyluji svétlo. Mnoho
objektt amplitudu prochézejiciho svétla neméni a v intenzitnim obraze nevytvari kontrast.
To znemoznuje jejich pozorovani v tradi¢nich mikroskopech zobrazujicich ve svétlém poli.
Neabsorbujici vzorky ovliviiuji pouze fazi svétla. Zmény faze jsou urcené jejich prostorove
proménnou tloustkou nebo lokanimi zménami v indexu lomu. Takové objekty se ozna-
¢uji jako fazové [1]. Pro jejich pozorovani s vysokym kontrastem byly vyvinuty metody,
které prevadéji fazové zmény na intenzitni, ¢imz zlepsuji viditelnost téchto objekt. V na-
sledujicich podkapitolach jsou popsany vybrané techniky umoznujici zobrazeni fazovych
objekti.

1.2. Zernikeho fazovy kontrast

Metoda Zernikeho fazového kontrastu, pojmenovana po svém vynalezci Fritzu Zernikem,
byla poprvé predstavena v roce 1932 a jeji prinos byl ocenén udélenim Nobelovy ceny
v roce 1953 [12]. Metodu lze vyuzit k vytvareni vysoce kontrastnich obraztu prihlednych
vzorkl, jako jsou naptiklad zivé bunky, mikroorganizmy, tenké fezy tkani ¢i litografické
vzorky. Mikroskop pro Zernikeho fazovy kontrast je zalozeny na principu tradi¢niho zobra-

zeni ve svétlém poli. Vyuziva ale dodatecnych optickych prvki v osvétlovaci i zobrazovaci
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¢asti. Schéma sestavy pro Zernikeho fazovy kontrast je zndzornéno na obrazku 1.5. Svétlo
z bézného nekoherentniho zdroje zareni prochéazi tradiéni soustavu Kéhlerova osvétlovace
az do predni ohniskové roviny kondenzoru. V této roviné je umisténa clona ve tvaru mezi-
kruzi fungujici jako prostorovy filtr. Z kazdého bodu mezikruzi pak vychazi kulova vina,
kterd je kondenzorovou cockou zkolimovana. Tim vznikne homogenni osvétleni zkouma-
ného vzorku rovinnymi vlnami, jejichz sméry siteni lezi na povrchu kuzelu s vrcholovym
thlem urcéenym priameérem clony a ohniskové vzdalenosti kondenzoru.

Po prichodu fazovym objektem se svétlo rozdéli na dvé slozky. Prvni slozka pred-
stavuje svétlo, které neni objektem ovlivnéno. Tyto rovinné viny pokracuji v ptivodnim
sméru. Druha slozka predstavuje svétlo, které interagovalo se vzorkem a bylo vychylené
do jiného sméru. Rozptylené svétlo ma zpravidla mensi amplitudu a zaroven dochazi ke
zpomaleni jeho faze v porovnani s nerozptylenym svétlem. Toto zpomaleni se u biologic-
kych vzorkt pohybuje okolo hodnoty 7/2 [, 13].

Obé slozky svétla prochazeji pres zobrazovaci mikroskopovy objektiv az do jeho zadni
ohniskové roviny, kde vznikd ostry obraz mezikruhové clony z predni ohniskové roviny
kondenzoru. V zadni ohniskové roviné mikroskopového objektivu je umisténa amplitu-
dové-fazova desticka, kterd ma odlisSnou propustnost a tloustku v oblastech, kam dopada
nerozptylené svétlo. Jejim hlavnim tkolem je snizit amplitudu nerozptyleného svétla tak,
aby byla srovnatelna s amplitudou rozptyleného svétla, a posunout jeho fazi o 47 /2 vzhle-
dem ke svétlu rozptylenému vzorkem. Pokud je amplitudové-fazova desticka v oblasti me-
zikruzi tenci nez v jeho okoli, jak je zndzornéno na obrazku 1.4(a), dochézi k dodatecné
zméné faze —m /2. To zpusobi dalsi zpozdéni svétla rozptyleného vzorkem oproti neroz-
ptylenému svétlu, coz vede k jejich celkovému vzajemnému fazovému rozdilu blizkému
hodnoté 7. V druhém pripadé je oblast mezikruzi na amplitudové-fazové desticce silnéjsi
nez jeho okoli, jak je zndzornéno na obrazku 1.4(b). Dochézi tedy ke zpomaleni faze ne-
rozptyleného svétla o hodnotu 7/2. Vysledny vzdjemny fazovy rozdil mezi rozptylenym
a nerozptylenym svétlem je poté blizky nulové hodnoté [4].

Po priichodu svétla mikroskopovym objektivem a amplitudové-fazovou destickou po-
kracuje svétlo pres tubusovou ¢ocku az do jeji obrazové ohniskové roviny, kde obé slozky
interferuji a vytvareji vysledny obraz. V rezimu pozitivniho fazového kontrastu vznika
kvili vyslednému fazovému posunuti obou slozek o 7 destruktivni interference, coz zna-
mena, ze objekty s vyssim indexem lomu nez jejich okoli se jevi tmavsi nez jejich okoli.
V rezimu negativniho fazového kontrastu vznika kvili vyslednému fazovému posunuti
obou slozek blizkému nulové hodnoté konstruktivni interference a objekty s vyssim inde-
xem lomu nez jejich okoli se budou viici svému okoli jevit svétlejsi. Tento efekt je znazornén
na obrézku 1.4(c) a 1.4(e) [4].

Interpretace obrazu porizenych pomoci fazového kontrastu neni zcela jednoznacna.
Intenzita v obrazové roviné je zavisla predevSim na optické draze svétla, tedy soucinu

indexu lomu a tloustky objektu. V pozitivnim kontrastnim rezimu, coz je konvenéni moéd
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Pozitivni fazovy kontrast Negativni fdzovy kontrast

Fazové desticky

(a) (b)

[lustrativni zobrazeni fazového objektu

A A A

> > >
(f) () (h)

Obréazek 1.4: Schéma fazovych desticek pro pozitivni (a) a negativni fazovy kontrast (b)
a ilustrativni zobrazeni fazového objektu ve tvaru krychle (d) pomoci pozitivniho (c)
a negativniho (e) fazového kontrastu s intenzitnimi profily vedenymi jejich sttedem (f, g,
h). Na téchto grafech 1ze pozorovat hald a stinovy efekt. Pfevzato a upraveno z [1].

zobrazovani pomoci fazového kontrastu, se objekty s vyssim indexem lomu viici jejich okoli
obvykle jevi tmavsi, jak lze vidét na obrazku 1.4(c). Pokud je vsak objekt dostatecné silny,
muze zpusobit fazovy posun rozptyleného svétla vétsi nez 7w, coz vede ke konstruktivni
interferenci a objekt se pak bude jevit svétlejsi. Metoda je vsak také nachylnd k optickym
artefaktiim, které mohou zkreslit intenzitu obrazu, aniz by souvisely s rozdilem optickych
drah. Mezi nejvyraznéjsi artefakty patii hald efekt a stinovy efekt [1].

Hal6 efekt se projevuje svétlym prstencem kolem objekt, které se jevi tmavsi nez
jejich okoli, nebo naopak tmavym prstencem kolem svétlych objekti. Tento jev vznika
tim, Ze cast rozptyleného svétla projde amplitudoveé-fazovou destickou skrze oblast mezi-
kruzi, uréenou pro nerozptylené svétlo. Takto prenesené svétlo neziskava pottebné fazové
zpozdéni oproti nerozptylené slozce a neni tedy ovlivnéno destruktivni ¢i konstruktivni

interferenci, coz vede k lokalnimu obraceni kontrastu. Tento jev je ilustrovan na obrazcich

1.4(c) a 1.4(e) [4].

11
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Stinovy efekt, znamy z anglické literatury také jako shade-off efekt, se projevuje po-
stupnou zménou intenzity u velkych planarnich objekt smérem k jejich stfedu, prestoze
jejich optickd draha je vsude stejnd, jak je zndzornéno na obrazcich 1.4(c) a 1.4(e), po-
piipadé na fezech intenzitou podél vyznacenych oblasti 1.4(f) a 1.4(h). Tento artefakt
vznika v disledku malého vychyleni rozptyleného svétla z centralnich ¢asti objektii, které
tak ¢astecné zasahuje do mezikruhové oblasti amplitudové-fazové desticky. Takto prene-
sené svétlo opét neziskava potiebné fazové zpozdéni proti nerozptylené slozce a nedochéazi

tak k destruktivni ¢i konstruktivni interferenci [1].

12
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Zdroj svétla

Kolektor
lona ve tvaru mezikruzi

fiy

Kondenzorova cocka |

Vzorek | Nerozptylené svétlo

Svétlo rozptylené vzorkem
Objektivova cocka

- /
! ob

Fazova desticka

Tubusova ¢ocka

Rovina obrazu

Obrazek 1.5: Schéma sestavy mikroskopu pro Zernikeho fazovy kontrast. Svétlo vychéazejici
ze zdroje putuje pres kolektor az do predni ohniskové roviny kondenzoru. Zde je umisténa
clona ve tvaru mezikruzi. Svétlo propusténé touto clonou putuje na vzorek, kde se rozdéli
na svétlo, které neni vzorkem ovlivnéno a pokracuje ptivodnim smérem, a na svétlo, které
je svétlem rozptyleno do okoli a fazové posunuto oproti neovlivnénému svétlu. Obé tyto
slozky putuji pres amplitudové-fazovou desticku v zadni ohniskové roviné objektivové
cocky, kterd zméni fazi a amplitudu svétla neovlivnéného vzorkem. Obé slozky nésledné
tubusova cocka prenese do roviny detektoru, kde spolu interferuji a vytvareji zde vysledny
obraz.
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1.3. Nomarského diferencialni interferenc¢ni kontrast

Dalsi technikou pro pozorovani fazovych objektl je diferencialni interferencni kontrast,
ktery se oznacuje také zkratkou DIC z anglického nazvu Differential Interference Con-
trast nebo také jako Nomarského metoda podle jejitho vynalezce, francouzsko-polského
optického teoretika jménem Georges Nomarski. Tato technika vyuziva polariza¢ni prvky
a specialni Wollastonovy hranoly. Tyto hranoly umoznuji prostorové rozdéleni polarizo-
vaného svétla do dvou kolmo polarizovanych slozek. Tyto slozky prochazeji odlisnymi
oblastmi vzorku a po opétovném prostorovém sesazeni a projekci do stejného polarizac-
niho stavu interferenéné zesiluji lokdlni gradienty optické drahy zobrazovaného vzorku [1].

Wollastontiv hranol slouzi jako polarizac¢ni déli¢ svazkt a skladé se ze dvou klinovych
desticek z dvojlomného materidlu, které jsou k sobé pevné spojeny. Optické osy obou klinti
jsou orientovany kolmo na sebe a na smér Siteni dopadajiciho svétla, jak je naznaceno
na obrazku 1.6. Hranol je osvétleny linedrné polarizovanym svétlem s vektorem elektrické
intenzity kmitajicim diagondlné viici optickym osam klinovych desticek. V dusledku dvoj-
lomu se pti prichodu svétla hranolem puvodni svazek rozdéli na dva svazky s kolmymi
linearnimi polarizacemi, které se pohybuji mirné odlisnymi sméry. Diagonalni nastaveni
linearniho polarizatoru proti optickym osdm hranolu zajistuje rovnomérné rozdéleni svétla
do obou svazkii. Rovina, kde se tyto dva svazky protinaji, se nazyva interferenc¢ni rovina.
Pro pokrocilé aplikace je zapottebi, aby tato rovina lezela mimo material hranolu. Aby
bylo mozné umistit rovinu mimo samotny hranol, byl vyvinut Nomarského hranol, ktery
je zobrazen na obrazku 1.6. Pozadovného chovani je zde dosazeno rozdilnou orientaci
optickych os klinovych desti¢ek nez u Wollastonova hranolu 1.6 [1].

Schéma DIC mikroskopu je znazornéno na obrazku 1.7. Svétlo ze zdroje je nejprve
linearné polarizovano pomoci polarizatoru a nasledné prochézi Wollastonovym hrano-
lem, ktery jej rozdéli na dva svazky s kolmymi polarizacemi. Interferencéni rovina hranolu
je umisténa v predni ohniskové roviné kondenzoru, coz umoznuje kolimaci obou svazki
a splnéni podminky Kohlerova osvétleni. Jelikoz maji svazky kolmé polarizace, vzajemné
se neovliviiuji a systémem prochazi nezavisle. Vzdalenost mezi nimi, oznacovana jako
sttih, je natolik malé, ze lezi pod rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Smér, ve kterém
doslo k rozdéleni paprskili, se nazyva osa stiihu a jeji orientace je urcena optickou osou
druhé klinové desticky hranolu [1].

Pri prichodu vzorkem dochézi k rozdilnym zméndm faze pricné posunutych svazki,
protoze kazdy z nich prochdazi jinou ¢asti vzorku. Po prichodu vzorkem a mikroskopo-
vym objektivem oba svazky dosahnou druhého Wollastonova hranolu, jehoz osa sttihu je
orientovana stejnym smérem jako u prvniho hranolu a jehoz interferenc¢ni rovina je umis-
téna v zadni ohniskové roviné objektivu. V misté interferencéni roviny dojde k opétovnému
pricnému sesazeni svazki. Oba svazky dale putuji pres analyzator, ktery je natocen o 90°

vi¢i vstupnimu polarizatoru. Pokud oba svazky prosly stejnou optickou drahou, vytvori
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<—> Optické osa krystalu
<—> Vstupni polarizace
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e
e v e
\\ \\ >S\
\‘----4—}_ L= — e ——— - — AN \
N “ \

~Fk— - AN <
~1 ~

~ ~a

~ - AN -

Wollastonuv hranol Nomarského hranol

Obrézek 1.6: Schéma rozdéleni polarizaci pomoci Wollastonova a Nomarského hranolu.

za objektivem linedrné polarizované svétlo, které je analyzatorem blokovano. Pokud ale
mezi svazky vznikne fazovy rozdil, vysledna polarizace bude eliptickd a ¢ast svétla pres
analyzator projde az na detektor, kde vytvori kontrastni obraz na ¢erném pozadi [1].

Casto se vyuziva modifikace, pii které je posun faze jednoho ze svazkii uméle vytvo-
fen. Toho lze dosahnout bud natocenim jednoho z hranolt nebo umisténim ctvrtvinné
desti¢ky za vstupni polarizdtor (de Sénarmontova metoda). Vysledkem je obraz s tma-
vymi a svétlymi oblastmi na tmavé sedém pozadi, ktery vytvari dojem trojrozmérného
reliéfu osvétleného z boku |1, 14].

Metoda DIC se vyznacuje vysokym rozliSenim a neni zatiZzena obrazovymi artefakty
jako halé efekt u Zernikeho fazového kontrastu. Z popisu metody vyplyva, ze obrazovy
kontrast nevznika interferenci rozptyleného a nerozptyleného svétla, ale porovnanim dvou
svazki odlisnym zptsobem ovlivnénych zobrazovanym vzorkem. Obrazovy kontrast tedy
nevznika primo v zavislosti na optické draze ale pouze jejich zménach ve sméru rovnobéz-
ném s osou sttihu. Mnoho DIC mikroskopti je navrzeno tak, aby umoznovaly otaceni osy

strihu, ¢imz lze ddle optimalizovat viditelnost konkrétnich struktur vzorku [1].
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A

Analyzator - ——Svdtlo proslé analyzdtorem

& —

. Svétlo proslé vzorkem
Wollastontiv hranol
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Objektivova cocka

Vzorek LN

/Kolmé slozky svétla

Kondenzorova ¢ocka I -

Wollastontuv hranol Y

Linearné polarizované svétlo

Polarizator / Nepolarizované svétlo

Obrézek 1.7: Schéma sestavy mikroskopu pro diferencidlni interferencni kontrast. Linedrné
polarizované svétlo prichazejici od vstupniho polarizatoru je pomoci Wollastonova hranolu
prostoroveé rozdéleno na dva svazky s kolmymi linearnimi polarizacemi. Tyto svazky déle
prochazeji pres kondenzorovou ¢ocku na rovinu vzorku. Pii prichodu vzorkem dochazi k
rozdilnym zménam faze priéné posunutych svazkl. Po prichodu vzorkem a objektivovou
jsou svazky opét sesazeny pomoci druhého Wollastonova hranolu a dale prochazeji pres
analyzator.

1.4. Spiralni fazovy kontrast

Spiralni fazovy kontrast predstavuje relativné novou zobrazovaci metodu, ktera byla vy-
vinuta v laboratofi profesorky Moniky Ritsch-Marte na Lékatiské univerzité v rakouském
Innsbrucku. Princip této metody spociva ve fazovém filtrovani ve Fourierové roviné, které
vytvari bodovou rozptylovou funkci s toroidnim (prstencovym) tvarem. Vytvofeni obrazu

lze matematicky popsat jako konvoluci ptivodniho objektu s touto bodovou rozptylovou
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funkci, coz vede k izotropnimu zvyraznéni hran jak fazovych, tak i amplitudovych struk-
tur.

Opticka sestava mikroskopu pro spiralni fazovy kontrast se od standardniho svétel-
ného mikroskopu lisi zavedenim virové fazové masky, umisténé do zadni ohniskové roviny
mikroskopového objektivu, kde se vytvari Fouriertiv obraz pozorovaného objektu, jak je
vidét na obrazku 1.8. Tato maska moduluje fazi prochazejici vinoplochy podle vztahu
exp(iyp), kde ¢ oznacuje tthlovou poldrni souradnici v roviné kolmé na sifeni dané vlny.
Vysledkem této modulace je, ze kazdy bod vzorku je v obrazové roviné reprezentovan jako
prstencova stopa s virovou fazi zavislou na lokalni tloustce a indexu lomu zobrazovaného
predmétu. Interferenci téchto obrazovych stop pak v obrazové roviné vznika intenzitni
kontrast fazovych obrazu [15, 10].

Mikroskopovy objektiv Tubusova ¢ocka

Predmétova rovina Virova fazova maska Obrazova rovina

/
Ob

Virova fazova maska

27
2
0

Obrazek 1.8: Schéma optické sestavy mikroskopu pro spirdlni fazovy kontrast (nahote)
a virova fazova maska pouzitd v tomto systému (dole).

Pti zobrazovani bodu na homogenni plose je kladny prispévek od jednoho bodu vy-
ruseny negativnim prispévkem od sousedniho bodu a dojde k destruktivni interferenci
(obrazek 1.9(a)). Intenzita v obrazové roviné je pak nulovi. Naopak na hrandch amplitu-

dovych nebo fazovych struktur, kde dochéazi k fazovému posunu mezi sousednimi body,
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neni destruktivni interference tiplna. Vysledkem je zvySend intenzita vedouci ke kontrast-
nimu zobrazeni hran nebo fazovych zmén (obrazek 1.9(b)) [L5].

Metoda spiralniho fazového kontrastu zvyraznuje fazovy gradient vzorku. Diky rotac¢ni
symetrii bodové rozptylové funkce dochazi k rovnomérnému zvyraznéni hran ve vsech
smérech, tato metoda je tedy izotropni. To predstavuje vyznamnou vyhodu oproti metodé

DIC, ktera zvyraznuje detaily predevsim ve sméru strihu.
2 ‘ 2%‘
0 0

(a) homogenni plocha (b) hrana fazového objektu
Obrazek 1.9: Interference dvou prstencovych stop s virovou fazi (a) na homogenni plose
a (b) na hrané fazového objektu, ktery posouva fazi proslého svétla o 7/4 (b).

3 /4

/2

Fazovy objekt
Hrana objektu

1.5. Kvantitativni fazové zobrazeni

Drive zminéné zobrazovaci techniky umoznuji zvyraznit kontrast fazovych objektt1, avsak
neposkytuji informaci o absolutni velikosti fizového posunu zpiisobeného vzorkem. Kvan-
titativni fazové zobrazeni, casto oznacované také jako digitalni holografickd mikroskopie,
predstavuje metodu, ktera umoznuje presné métreni fazové zmény svételné viny po pri-
chodu vzorkem, a to bez nutnosti jeho obarveni. Tato metoda je tedy obzvlasté vhodna
pro pozorovani zivych bunék bez vlivu toxickych efekt barviv, nebo pro studium nano-
struktur, kde je barveni z principu nemozné [2].

Princip kvantitativniho fazového zobrazeni je zalozen na interferenci dvou optickych
vln, pficemz jen jedna z nich prochazi zobrazovanym vzorkem. Schéma zakladniho uspora-
dani holografického mikroskopu je zndzornéno na obrazku 1.10. Svétlo ze zdroje je délicem
svazku rozdéleno do dvou vétvi. V jedné z nich, oznacované jako signalni vétev, svételnd
vlna prochéazi pozorovanym vzorkem, pricemz dochazi k deformaci vinoplochy vlivem lo-
kalnich zmén indexu lomu a tloustky vzorku. V referen¢ni vétvi vzorek chybi, nebo je
pouzity referencni vzorek znamého tvaru a tloustky, a svétlo zde slouzi jako reference pro
méreni deformace vlnoplochy signalni viny. Obé vétve se néasledné znovu spoji pomoci

druhého déli¢e svazku a interferuji na detektoru, kde vznikd hologram, ktery predsta-
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1. RESERSE METOD FAZOVEHO ZOBRAZENI

vuje interferenéni obrazec obsahujici jak amplitudové, tak fazové informace o vzorku [17].

Vysledna intenzita v roviné detektoru je popsana vztahem

I =1+ I(x,y) + 2V I, - I(z,y) cos(d + &(x,y)), (1.4)

kde Is a I, jsou intenzity signalni a referencni vlny, ¢(z,y) je fazovy posun zpusobeny

vzorkem a § je konstantni rozdil optickych drah signalni a referenéni viny [2].

Detektor

Signalni vétev
A
'l N

Kondenzor Vzorek Objektiv <=:>

Zrcadlo
e T A Déli¢ svazku

Svételny zdroj

b_ ..... -7

Déli¢ svazku Kondenzor Objektiv

— _
—~

Referencni vétev

Zrcadlo

Obréazek 1.10: Schéma holografického mikroskopu Mach-Zehnderova typu. Svétlo je po-
moci délice svazku rozdéleno do dvou vétvi, pricemz v jedné vétvi je vlozen pozorovany
vzorek, ktery zptisobi deformaci vlnoplochy proslého svétla. Po prichodu vétvemi inter-
ferometru se svazky z obou vétvi opét spojuji na detektoru, kde se vytvori interferenci
obrazec.

Na zakladé ihlu mezi signalni a referen¢ni vinou pii jejich rekombinaci lze rozlisit dvé
zékladni konfigurace mikroskopu nazyvané osova a mimoosova holografie [2]. V osovém
usporadani je tihel mezi svazky nulovy. Tento typ mikroskopu je konstrukéné jednoduchy
a robustni, pricemz signalni a referenc¢ni vina mohou sdilet stejnou optickou cestu —
jedna se o tzv. jednocestné usporadani. Pro rekonstrukci fazového obrazu je nezbytné
pouzit metodu krokovéni, které obnasi potizeni zpravidla ¢ty hologrami I;, pfi¢emz jsou

hologramy porizeny s hodnotami §; = (j — 1) - 7/2, j = 1, 2, 3, 4 [2]. Tato podminka
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znacné znemoznuje efektivni pozorovani dynamickych procesti. Rekonstrukce faze vnesené

vzorkem je pak vypocitana pomoci vzorce

Iy — I
= ) 1.
¢ = arctg <I1 — 13) (1.5)

V mimoosovém usporadani sviraji signalni a referenc¢ni svazky pii rekombinaci ne-

nulovy thel. To umoznuje rekonstrukci fazového obrazu jiz z jednoho hologramu, ¢imz
se tato konfigurace stava vhodnéjsi pro sledovani dynamickych déju. Intenzita obrazu

zaznamenana na detektoru je popsana rovnici

I =1+ I(z,y) + 2/ I, - Is(x,y) cos(ax + ¢(x,y)), (1.6)

kde a predstavuje prostorovou frekvenci vzniklou v disledku mimoosového usporadani,
danou vztahem o = 27wsin(f)/\. Zde je A vinova délka svétla a € je tihel mezi signdlni
a referencni vétvi [2]. Rekonstrukee fazového obrazu se v tomto piipadé provadi pomoci
prostorového filtrovani ve spektru obrazovych frekvenci potizeného hologramu. I kdyz

jsou mimoosové systémy vyrazné vhodnéjsi pro zobrazovani rychlych a dynamickych jevi,

vvvvvv

1.5.1. Mikroskop Jamin-Lebedeff

Zajimavym Tesenim, které kombinuje jednoduchost metod fazového kontrastu s holografic-
kou rekonstrukei obrazu je mikroskop Jamin-Lebedeff, Mikroskop predstavuje jednocestny
osovy holograficky mikroskop, jehoz princip vychazi z metody diferencialniho interferenc-
niho kontrastu (DIC). V osvétlovaci ¢asti systému je svétlo rozdéleno na dva linedrné
polarizované svazky s navzajem kolmou polarizaci. Toto rozdéleni je realizovano prostred-
nictvim anizotropnich krystali, nejcastéji z kalcitu nebo kiemene, jejichz optickéd osa je
orientovana pod thlem 45° vii¢i sméru Siteni svazku [1 7]. Na rozdil od klasického DIC mik-
roskopu je separace svazkl v pripadé mikroskopu Jamin-Lebedeff natolik vyrazna, Ze jsou
v roviné vzorku zcela oddélené. Pozorovanym objektem prochézi pouze jeden ze svazki,
zatimco druhy prochazi volnou c¢asti zorného pole a slouzi jako referencéni. Za mikrosko-
povym objektivem dochazi ke zpétnému prostorovému sesazeni svazkll pomoci druhého
anizotropniho krystalu. Nasledné svétlo prochazi ¢tvrtvlnnou destickou, ktera prevede
kolmé linearni polarizace na opac¢né orientované kruhové polarizace, a dale linedrnim po-
larizatorem smérem k detektoru. Rotaci vystupniho polarizatoru se mezi obéma svazky
zavadi definované hodnoty vzajemného fazového posunu d; potiebné ke kvantitativni re-

konstrukei faze vzorku, vypoéitané dle rovnice 1.5 [17].
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2. Motivace prace

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem mikroskopového systému, ktery kombinuje
vyhody osové a mimoosové holografické mikroskopie. Schéma navrzeného systému je zna-
zornéno na obrazku 2.1. Systém se sklada ze dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast tvori jedno-
cestny osovy holograficky mikroskop typu Jamin—Lebedeff, ve kterém se vytvori signalni
a referencni vlna s linedrnimi, navzajem kolmymi polarizacemi. Na vystupu této ¢asti jsou
polarizace obou vln prevedeny na opac¢né kruhové polarizace. Druha c¢ast se je tvorena
geometricko-fazovym holografickym modulem. Modul je zalozeny na vyuziti geometricko-
-fazové mrizky, jez slouzi jako difraktivni déli¢ pro kruhové polarizované svétlo. Geomet-
ricko-fazova mrizka zajistuje hlovou separaci polarizacné kédované signalni a referencéni
vlny, zatimco zbylé optické komponenty zajistuji jejich opétovné spojeni a interferenci
v roviné detektoru. K vysledné interferenci dochazi pri nenulovém rekombinac¢nim tuhlu
mezi signalni a referen¢ni vinou, coz umoznuje vznik mimoosového hologramu.

Spojeni obou casti je mozné diky vhodnému zachazeni s polarizacemi signalni a re-
feren¢ni viny. Vysledny navrzeny systém kombinuje konstrukéni jednoduchost a stabilitu
osové holografie s vyhodou jednosnimkového zaznamu typickou pro mimoosové uspora-
dani. Cilem préce je sestrojeni funkéniho mikroskopu pracujiciho ve viditelné spektralni
oblasti. Na zakladé ziskanych poznatkt bude nasledné sestaven identicky systém pracujici
v blizké infracervené oblasti, ktery bude vyuzit ke studiu aktivnich metapovrchi z mate-

ridlu VO,, vyvijenych na Stfedoevropském technologickém institutu (CEITEC) v Brné.
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Obréazek 2.1: Koncepéni nédvrh vyvijeného mikroskopu. Zafizeni kombinuje jednocestny
osovy mikroskop Jamin-Lebedeff s geometricko-fazovym holografickym modulem, ktery
transformuje osové usporadani na mimoosové. Tato kombinace je realizovana diky vhod-
nému fizeni polarizacnich vlastnosti svétla v jednotlivych ¢astech systému. Signéalni a re-
ferencni vina je v obrazku barevné kédovana spolu s oznacenim polarizacnich stavi svétla
v jednotlivych fazich zobrazovaciho procesu.
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

3. Mikroskop Jamin-Lebedeft

Prvni ¢ast navrhovaného zobrazeni je zalozena na prichodu svétla mikroskopem Ja-
min-Lebedeff a vytvoreni signalni a referencni viny s kolmymi linedrnimi polarizacemi.
V této kapitole bude proveden teoreticky popis zobrazeni mikroskopem Jamin-Lebedeff,
véetné popisu separace polarizovaného svétla do signalni a referen¢ni viny pomoci anizot-
ropnich krystali, jejich opétovné spojeni a provedeni krokovani faze vedouci k rekonstrukei
kvantitativnich fazovych obrazi v osovém usporadani. Déale zde bude popsan konstrukéni
navrh mikroskopu a provedeno experimentalni ovéreni jeho funkcnosti pomoci kvantita-

tivniho fazového zobrazeni testovacich vzorku.

3.1. Teoreticky popis zobrazeni mikroskopem Jamin-
-Lebedeft

Pro zobrazeni mikroskopem Jamin-Lebedeff a jeho teoreticky popis je stézejni polarizace
svétla. Polarizaci rovinné viny je mozné definovat dvouslozkovym Jonesovym vektorem.
Slozky Jonesova vektoru odpovidaji slozkdm elektrické intenzity svétla ve smérech os x
a y Kartézské soustavy souradnic. Jejich amplituda a vzajemné fazové zpozdéni definuji

polarizac¢ni stav. Svétlo je obecné elipticky polarizované. Obecny polarizacni stav popisuje

J= [ cosy ] , (3.1)

e sin 1)

Jonesuv vektor

kde 1 je thel vztazeny k ose x a ¢ predstavuje vzajemné fazové zpozdéni obou slozek.
Linearni polarizace se ziska dosazenim vzajemného fazového zpozdéni 6 = m -, kde m je
celé cislo. Prakticky je mozné linedrni polarizaci vytvorit pomoci linearniho polarizatoru.
Druhym polarizacnim stavem vyznamnym pii popisu zobrazeni je kruhova polarizace.
Kruhovou polarizaci je mozné z obecného Jonesova vektoru ziskat vyrovnanim amplitud
obou slozek a vytvorenim fazového zpozdéni 0 = +m/2. Prakticky lze polariza¢ni stavy
transformovat a prechazet mezi nimi za pouziti vinovych desticek.

P1i teoretickém popisu zobrazeni, které postupuje podle obrazku 3.1, je uvazovan bo-
dovy zdroj monochromatického zareni. Svétlo, které vychazi ze zdroje, je kolimacéni ¢ockou
prevedeno na rovinnou vlnu a déale prochéazi linearnim polarizatorem. Pro jednoduchost
dalstho popisu uvazujeme polarizator orientovany propustnym smérem pod thlem 45°
vzhledem k ose z. Timto zptisobem je vytvorena diagonalni linearni polarizace, ktera se
vyznacuje stejnou amplitudou kmitovych slozek a jejich nulovym fazovym zpozdénim.

Rovinnou vlnu postupujici za polarizatorem lze vyjadrit vztahem

1
1

i=Al |, (3.2)
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3.1. TEORETICKY POPIS ZOBRAZENI MIKROSKOPEM JAMIN-LEBEDEFF

kde A je amplituda viny a zavorka predstavuje dvouslozkovy Jonestv vektor popisujici
jeji diagonalni polarizaci.

Vlna dale putuje pres déli¢ svazku tvoreny z anizotropniho krystalu. Krystal je tvo-
reny jednoosym anizotropnim materialem. Anizotropie je charakterizovana optickou osou
krystalu, kterd znaci smér, pro ktery se material chova jako izotropni. Pro kazdy jiny
tthel je mozné svétlo rozdélit do dvou polarizacnich slozek. Jedna slozka je za vsech okol-
nosti ovlivnéna stejnym indexem lomu n,, ktery se nazyva radny. Druha slozka je ovliv-
néna mimoradnym indexem lomu ny («). Velikost mimotfdadného lomu zavisi na dhlu «
mezi smérem Siteni dopadajici rovinné viny a optickou osou anizotropniho materialu. Pri
vhodné orientaci optické osy krystalu vici sméru dopadajictho zareni a spravné polari-
zaci dopadajici vlny dochézi k jejimu rovnomérnému rozdéleni do dvou pri¢né posunutych
vln s linearnimi a vzajemné kolmymi polarizacemi. Smér sifeni obou vystupujicich vin je
shodny se smérem Sifeni vstupni viny. Vystupujici vlny predstavuji signalni a referenc¢ni
vinu ug; a ug,1. V tomto piipadé je diagonalni polarizace vstupni vlny rovnomérné roz-

délena do linearnich polarizaci ve sméru osy x, resp. ve sméru osy ¥, a je mozné je zapsat

jako
usg1 = AS - g'¥e [0] , (33)
uR,l = AR . Gwe [1] s (34)

kde ¢, a @, jsou fazova zpozdéni zpiisobend prichodem vin krystalem. Mezi vinami tak
vznikne fazové zpozdéni Ap = ¢, — @.. Dalsi detaily k funkci krystalu budou uvedeny
v podkapitole 3.2.

Z duvodu, které budou ziejmé pozdéji, obé viny prochézi pres pulvinnou desticku,

jejiz rychla osa svira thel 45° s osou x. Matice reprezentujici pulvinnou desticku ma tvar

Mz = [(1’ (1)] | (3.5)

Vlny proslé ptlvinnou destickou pak zméni polarizace podle vztahti

To 1] [1] o
S A oo = Ag-e# |V 3.6
us,2 S 10 0 g-€ [1] ( )
o 1] [o] b
ﬁR,2 = AR - e'¥e 1 = AR . glPe [0] . (37)

Obé viny poté prochazeji pres kolektor a kondenzor. Tato sestava obé viny se zmensenim
prenese do roviny vzorku, kde je umistény sledovany objekt, resp. referenc¢ni vzorek od-

povidajici prazdné c¢asti zorného pole. U signalni a referencéni vlny miize nastat ¢asteénd
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absorpce svétla a vneseni fazového posunu zobrazovanym vzorkem. Signalni vina je obecné
popséana prostorové proménnou amplitudou ag(z, y) a fazovym posunem ¢s(z,y), zatimco
utlum ag, a fazova zména ¢g jsou u referencéni viny konstantni. Signalni a referenc¢ni vinu

pak lze zapsat jako

, , 0
s 3 = as(w,y) - %o - PV [1] ; (3.8)
. . 1
Uss = ag - €% - PR [0] ) (3.9)

Signalni a referen¢ni vina dale prochazi mikroskopovym objektivem a tubusovou ¢ockou,
diky kterym dochézi k vytvoreni zvétseného obrazu vzorku v roviné detektoru. Pri zane-
dbani vlivu difrakce a uvazeni dokonalého bodového zobrazeni dochazi pouze k transfor-
maci souradnic ve tvarech '’ = m-x a ' = m -y, pticemz 2’ a iy jsou souradnice v roviné
detektoru a m je hodnota pricného méritka zvétseni. Pred detekci obé viny prochazeji
druhym délicem v podobé identického anizotropniho krystalu, ktery byl pouzity k jejich
rozdéleni. Druhy krystal zajistuje opétovné sesazeni signédlni a referen¢ni vlny. Tohoto
chovani je dosazeno diky pouziti ptlvinné desticky (3.6, 3.7), kterd zaménila linedrni po-
larizace signalni a referenc¢ni viny po prichodu prvnim délicem. Diky tomu vlna, kterd
byla pti prichodu prvnim délicem ovlivnéna ptisobenim radného indexu lomu, je pri pri-
chodu druhym délicem ovlivnéna mimoradnym indexem lomu. Stejny efekt, ale v opacném
poradi, nastava také pri prichodu druhé viny obéma déli¢i. Diky tomuto kompenza¢nimu
efektu je vysledné fazové zpozdéni signalni a referencéni viny po prichodu obéma délici
stejné az na fazové zmény vnesené zobrazovanym vzorkem. Rovnice signdlni a referenc¢ni

vlny pak dostavaji tvar

. . . Y 0 . . 1o O
68,4 e as(l‘/7 y/) . elﬂae . 61@0 . euﬁs(w 7y) [1] — as(x/, y/) . el’y . eld)s(x »y) [1] , (310)
, : , 1 . , 1
ﬁRA =aR - eiPo . plpe eld)R [O] =ag - el . 61¢R [0] ’ (3‘11)

kde v = o + @ je fazovy posun zpisobeny obéma déli¢i svazku.

Diky vyrovnani optickych drah a kompenzaci vlivu obou délictt mtizou obé viny po
sjednoceni jejich polarizac¢nich stavii linedrnim polarizatorem interferovat. Vlivem interfe-
rence dochazi k vytvoreni intenzitnich zmén v zavislosti na fazovych zménach vnesenych
vzorkem. Timto zpisobem muize mikroskop Jamin-Lebedeff poskytovat zobrazeni v rezimu
fazového kontrastu. V pokrocilém rezimu zobrazeni je mozné dosdhnout ale i kvantitativni
fazové rekonstrukce jako v tradi¢nich holografickych mikroskopech. K dosazeni kvantita-
tivni fazové rekonstrukce je tifeba vyuzit metodu krokovani faze a zaznamenat fazoveé

posunuté hologramy nezbytné pro rekonstrukei faze popsanou vztahem (1.5). V pripadé
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mikroskopu Jamin-Lebedeff je diky kédovani signalni a referen¢ni viny do kolmych pola-
rizacnich stavi mozné ke krokovani faze vyuzit zmén geometrické faze svétla. Ke zménam
geometrické faze dochazi pri polarizacni transformaci svétla. V jednoduchém pripadé,
ktery lze vyuzit ke krokovani faze, je mozné geometrickou fazi svétla ménit pri transfor-
maci kruhové polarizace na linearni pomoci standardniho linearniho polarizatoru. Aby
bylo mozné krokovani faze implementovat, je pred detekci do optické cesty vlozena ctvrt-
vlnna desticka, jejiz rychla osa svird s osou x thel o = 45°. Jonesova matice popisujici

chovani ¢tvrtvinné desticky je ve tvaru

1|1 —i
M4 = NG [_i 1] . (3.12)

Diky ¢tvrtvinné destic¢ce se prevedou kolmé linearni polarizace na opa¢né kruhové polari-

zace podle rovnic

. - ’o 1 1 —1 O —1-a (.T/ /) . - ’o 1
o 1YY s () T _ T as\LY ) iy ids(a' ) 313
us,5 as(ZE 7y) e - \/5 [—Z 1 ] [ ] \/5 e - i ) ( . )

o 1 ({1 —f |1 i 1
Ry =ag-€7 e — [ Z] [ ] = IR i gitn [ (3.14)

V2 =i 11]]0] V2 —i

Do sestavy je déle vlozen linedrni polarizator, ktery plni dvoji funkei. Opacéné kruhové

polarizace jsou ortogonalni polarizacni stavy, které se s¢itaji pouze v intenzité. Linearni
polarizator projektuje obé kruhové polarizace do stejného kmitosméru a umoznuje tak
jejich interferenci. Pti projekci ale dochazi také ke vzniku fazovych c¢lent. Tyto fazové
cleny predstavuji geometrickou fazi svétla zavislou na natoceni polarizatoru a lze je vyuzit

ke krokovani faze. Jonesova matice obecné natoc¢eného polarizatoru ma tvar

(3.15)

cos?  cosfsind
Mip = [ ]

cosfsinf sin® 6

kde 6 je thel, ktery svirda propustny smeér polarizatoru s osou x. Prichodem linearnim

polarizatorem zméni signalni a referen¢ni vina svoje tvary podle rovnic

. 2 .
—i-as(,y) G pids(@ ) | CO8 6  cosfsind| |1 _
V2 cos B sin @ sin® 0 i

use =

(3.16)

/

i as(@Y) iy ies) | gio | €080
V2 sinf |’
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o 20 fsinf| | 1 o : 0
ﬁR,G — a_R et €Z¢R cos . COS. Sln | = a_R et 61¢R . 6—20 C.OS ‘ (317)
V2 cosfsinf sin“ f —1 V2 sin 6

Jak vyplyva z rovnic (3.16) a (3.17), po polarizacnim sjednoceni ziska signalni vlna fazovy
posun ¢, kdezto referen¢ni vina ziska fazovy posun —0. Mezi vinami tedy vznika vzajemny

fazovy rozdil 26, ktery je uréeny natocenim linedarniho polarizatoru.
Na detektoru spolu signalni a referenc¢ni vina interferuji a vznika zde interferencni

obraz. Vyslednd intenzita v roviné detektoru lze vyjadrit pomoci vztahu

2= (Us,6 + ﬁR,G)T (Usg + Urgp) =

I = |ts ¢ + Urg

= Ugg " Use T URg " UR6 T Ugg " UR6 T URg " US6 =

_ @@y | g des(@y)an {e—i[29+<¢s<x’,y')—¢m1 _ ei[20+<¢s<x',y'>—¢R)}} _ (31§)
2 2 2
a2 SE/, / a2 .
= ) OB (o an s [26 + (G (0'.) — )]

coz formalné odpovida tradi¢ni rovnici (1.4). Z porovnani téchto rovnic vyplyva, Ze pro
rekonstrukei faze podle rovnice (1.5) je krokovani faze zajisténo zédznamem intenzit I,
ziskanych otacenim linearniho polarizatoru, pricemz potrebné tithly natoceni jsou

(G—1), j=1,2 3, 4. (3.19)

m
Qj:Z
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3.1. TEORETICKY POPIS ZOBRAZENI MIKROSKOPEM JAMIN-LEBEDEFF

Detektor o o
Us,6, UR,6

Linearni polarizator
Uus,5, UR,5

Ctvrtvinng desticka

Tubusova éoéka/<

! Us 4, UR 4

Déli¢ svazku

Us 3
Mikroskopovy objektiv |
U3 wl |' /Vzorek
L i 1]
Kondenzorova ¢ocka T [ ] Signélni vina
|:| Referenc¢ni vina
|
i / Opticka osa
|
|
Kolektor< |
I —
— - u
Uugg — || .,/ R,2

Palvinné desticka

/ ! — Déli¢ svazku

ﬁs,h ﬁR,1 I | |

VPRI Linearni polarizator
Kolimacéni ¢ocka P

Zdroj svétla

Obréazek 3.1: Schéma navrzeného mikroskopu Jamin-Lebedeff. Signalni a referen¢ni vina
jsou v obrazku barevné kédované. Barevné kdédovani je preneseno i do oznaceni polari-
zacnich stavi vin v jednotlivych krocich zobrazovaného procesu. Oznaceni signalni a re-
ferencni viny s 16 a Us1-¢ v jednotlivych fazich zobrazovaciho procesu a grafické zna-
zornéni polarizacnich stavii usnadnuje propojeni schématu s teoretickym popisem.
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

3.2. Prostorova separace svazku krystalem kalcitu

V navrhu mikroskopu Jamin-Lebedeff je uvazovano pouziti délice svazku s oznacenim
BD27 od spolecnosti Thorlabs [15], ktery vyuziva anizotropni vlastnosti krystalu kal-
citu k prostorové a polarizacni separaci optickych svazki. Pro lepsi pochopeni principu
jeho funkce je v této kapitole predstavena teorie anizotropnich materialii, ktera je dale
aplikovana na konkrétni pripad krystalu kalcitu pouzitého v navrhovaném mikroskopu.
Teoretické poznatky o anizotropnich materidlech byly ¢erpany z literatury [11, 19].
Anizotropni chovani se vyskytuje u materiala s krystalickou strukturou, kde jsou mo-
lekuly pravidelné usporadany. To vede k tomu, Ze jejich optické vlastnosti zavisi na sméru
siteni svétla. V takovém prostfedi je vztah mezi elektrickou intenzitou E a elektrickou
indukef D popsan rovnici
D =¢E, (3.20)
kde ¢ predstavuje tenzor elektrické permitivity. Slozky tenzoru elektrické permitivity zavisi
na zvoleném souradnicovém systému. Vzdy lze vSak zvolit takovy soufadnicovy systém,
v némz je tento tenzor diagonalni. Takovy systém souradnic se nazyva zakladni systém
souradnic a definuje zakladni osy krystalu xy, o a x3. Podél téchto os lze zavést indexy

lomu nq, ne a n3 ve tvaru

n1 = /€0, N2 =/€2/c0, N3 =/Es3/c0, (3.21)

kde €11, €99 a €33 jsou diagonalni slozky tenzoru elektrické permitivity € a ¢g = 8,85 -
1072 Fm™" je permitivita vakua.

Pokud jsou vsechny indexy lomu rozdilné, material se oznacuje jako dvouosy. Pokud
jsou diky krystalové symetrii dva z téchto indexti shodné, material se oznacuje jako jed-
noosy. V tomto pripadé se zavadi oznaceni n, = n; = ny pro radny index lomu (anglicky
ordinary) a n, = mz pro mimoradny index lomu (anglicky extraordinary). Materidl se
nazyva pozitivné jednoosy, pokud n. > n,, a negativné jednoosy, pokud naopak plati
Ne > Ne. Osa, v jejimz sméru se material jevi byt pro svétlo izotropni, se nazyva opticka
osa. V takovém sméru je svétlo ovlivnéno jen indexem lomu n,. V pripadé kompletni
symetrie jsou indexy lomu ve vSech smérech stejné a material je opticky izotropni.

Optické vlastnosti anizotropniho krystalu lze graficky reprezentovat pomoci indexo-

vého elipsoidu, definovaného rovnici

2 2 2
A e ) (3.22)

Schéma indexového elipsoidu pozitivné jednoosého materialu je zobrazeno na obrazku 3.2.
Svétlo, jehoz smér sifeni je ur¢eny jednotkovym vektorem o, ktery svira tihel « s optickou

osou materidlu, se rozdéli na dvé viny. Prvni slozka svétla, oznacovana jako radna vina,
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3.2. PROSTOROVA SEPARACE SVAZKU KRYSTALEM KALCITU

je ovlivnéna indexem lomu n,, ktery se rovna vzdy radnému indexu lomu n, nezavisle na
thlu «. Jeji vektor elektrické indukce 50 je kolmy na rovinu urc¢enou optickou osou 3
a vektorem v, a zaroven je rovnobézny s vektorem elektrické intenzity EO. Druha slozka
svétla, nazvand mimoradna, je ovlivnéna indexem lomu ny,, jehoz hodnota zavisi na thlu

« podle rovnice

1 2 a2
. _ COS2Oé i SID2CY. (323)
nb(a) ng g

Vektor elektrické indukce mimotadné viny D, je kolmy na vektor sméru siteni v, kmita
v roviné urcené optickou osou a vektorem v a obecné neni rovnobézny s vektorem elektrické
intenzity FE..

opticka osa A z,

Te

np ()

No

To )

4

indexovy elipsoid

Obréazek 3.2: Indexovy elipsoid pozitivné jednoosého anizotropniho materialu.

Velikost k vinového vektoru k, pro ktery plati vztah k = k - 7, se nazyvé vinové &slo
a zavisi na indexu lomu materialu n podle vztahu k = n-ky, kde kg je vinové ¢islo ve vakuu.
Zatimco u tadné vlny je vinové ¢islo k, konstantni ve vSech smérech, hodnota vlnového
¢isla mimofadné viny je déna vatahem ke = ny(a) - ko. Vinovy vektor k. tedy ménf
svou velikost v zavislosti na sméru siteni vzhledem k optické ose anizotropniho prostiedi.
Graficka reprezentace zavislosti hodnoty vinového ¢isla na sméru siteni se nazyva k-povrch,
ktery je pro radnou vinu kulovy s polomérem o velikosti nyky a ktery méa pro mimoradnou
vlnu tvar rotacniho elipsoidu. Na obrazku 3.3 je zobrazeny fezy k-povrchii pro radnou
a mimordadnou vlnu rovinou xo-x3.

Smér toku energie, ktery urcuje smér siteni svazku, je popsan Poyntingovym vekto-
rem S , ktery nemusi byt rovnobézny s vinovym vektorem E, ktery urcuje jen orientaci

vlnoploch. Vlnovy vektor k je kolmy na vektor elektrické indukce D a na vektor mag-
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Opticka osa s/ ko

mimoradna vina o

radné vina

k2&)

Mo Te
Obrézek 3.3: Rez k-povrchem pro fadnou a mimoradnou vinu rovinou xg-x3.

netické intenzity H. Zato Poyntingav vektor S je kolmy na vektor magnetické intenzity
H a elektrické intenzity E. U f4dné vlny jsou vektory E, a D, rovnobézné, stejné jako
vektory EO a S,. Situaci je mozné vysvetlit graficky pomoci fezu k-povrchem, jak ukazuje
obrazek 3.4(a). Smér Poyntingova vektoru, a tedy i smér Sifeni vlny je kolmy na teénu
k-povrchu uréenou dopadovym tihlem vstupni viny. Pro radnou vinu je fezem k-povrchem
kruznice a Poyntingtv vektor S, je tedy vzdy soubézny s vektorem k, nezavisle na thlu
dopadu vstupni vlny. V ptripadé mimoradné viny ale vektory E; a ﬁo, a tim padem ani lge
a SZ, rovnobézné obecné nejsou. Situaci je opét mozné vysvetlit graficky pomoci obrazku
3.4(b). Rezem k-povrchem pro mimoradnou vlnu je elipsa. Poyntingfiv vektor S, kolmy
k tecné elipsy urcené dopadovym thlem vstupni viny jiz obecné neni soubézny s vektorem
IZQ. Soubéznost Poyntingova vektoru §e a vektoru lZe je splnéna pouze pro vinu dopada-
jici ve sméru rovnobézném nebo kolmém na optickou osu anizotropniho prostredi. Timto
zpusobem dochazi k thlové separaci fadné a mimoradné viny pod uhlem 3. Tento thel
je zavisly na thlu, ktery svird dopadajici vina s optickou osou anizotropniho prostiedi,
jak je zndzornéno na obrazku 3.4(c). Princip prostorové separace vstupni viny do dvou
kolmo polarizovanych svazkt je vyuzit v konstrukei délice svazku zobrazeném na obrazku
3.4(d).

Krystal kalcitu, ktery je pouzity v déli¢i svazku BD27, je negativné jednoosy anizot-
ropni krystal. Indexy lomu n, a n, jsou zavislé na vilnové délce dopadajiciho svétla. Tato
zévislost byla popsdna disperznimi vztahy v praci [20]. Na zdkladé tohoto popisu byla
v prosttedi MATLAB vypocitana velikost prostorové separace svazku D v zavislosti na
vlnové délce A, kterd je zobrazena v grafu 3.5(a). Model popsany v [20] je platny v intervalu
204nm az 2172 nm, separaci svazki pomoci krystalu kalcitu je tak mozné pouzit nejen v
celé oblasti viditelného svétla, ale také v blizké infracervené oblasti. Pro He-Ne laser s vl-
novou délkou A = 632, 8nm, ktery byl v této praci uvazovany jako zdroj svétla, byl tento

model propoc¢itan podrobnéji. Graf zobrazujici fez k-povrchem pro fadnou a mimoradnou
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Eo; 50 SO ﬁe Se
H

(a) fadnd vlna (b) mimofadna vina

Opticka osa

S\ 15 \
optickd [ 3 mimoiradnd vina )/ mimotradns vina,
osa . e radnd vlna 3 Q
ko radnéa vlna
L
71 7
(¢) rozdéleni viny (d) déli¢ svazku

Obrézek 3.4: Schéma vektort E, D, H, k a S pro (a) fadnou a (b) mimofadnou vinu
v jednoosém anizotropnim materidlu. (¢) Princip rozdéleni svazki pomoci jednoosého
anizotropniho krystalu. (d) Schéma délice svazku tvoreného anizotropnim krystalem.

vlnu rovinou zs — x3, ktery byl vykreslen pro vlnovou délku A = 632, 8 nm, je zobrazen na
obrazku 3.5(b). Indexy lomu zde maji hodnoty n, = 1,656 a n, = 1,485. Opticka osa krys-
talu je v déli¢i natocena tak, Ze svird s vektorem $ifen{ vstupni viny @ tthel a = 45°. Radna
a mimotradna vlna tak pocituji indexy lomu n, = n, = 1,656 a n,(45°) = 1,563. Diky
natoceni krystalu pak sviraji Poyntingovy vektory S, a S, thel B = 6,19°. Délka krystalu
je podle vyrobce L = 26, 8 mm. Lze tak vypocitat velikost separace svazki, kterd je rovna
D = 2,90 mm. Diky tomu, Ze fadna a mimoradna vlna jsou ovlivnény jinymi indexy lomu,
vznikd pii separaci svazku rozdil optickych drah A = |n, — ny(45°)| - L = 2,47 mm. Tento
drahovy rozdil prekonava koherencéni délku vétsiny zdroju a omezoval by zobrazeni pouze
na pouziti laserovych zdrojui zareni. Diky pouziti pilvinné desticky za prvnim krystalem,
jak je ukézano v rovnicich (3.6) a (3.7), je vSak drahové zpozdéni signalni a referenc¢ni
viny kompenzované druhym délicem a zobrazeni tak muze pracovat se svételnymi zdroji
castecné koherentniho svétla.

Velikost separace D urcéuje maximalni mozny prumér svazku signalni a referenéni viny.
P1i tomto priaméru nedojde k jejich prostorovému prekryvu a viny tak budou pri zobrazeni
vzajemné nezavislé. Svazky vystupujici z anizotropniho krystalu jsou dale preneseny do

roviny vzorku pomoci kolektoru a kondenzoru se zvétsenim mys,. Velikost zorného pole je
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

pak urcena vyrazem d,,q; = D /Mg, Pro mys, = 10X tak lze na jeden snimek zaznamenat
objekt, ktery mé nejvySe pramér dmax,10x = 0,29mm. Vzhledem k tomu, Ze navrhovany
mikroskop je urcen pro zobrazovani struktur do 100 pm, nepfedstavuje omezeni velikosti

zobrazovaného pole vyrazny prakticky problém.

w

Velikost separace svazkia D (mm)
[\ w
o o

2
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T T T T T T T

9 | opticka osa ——— mimoradnd vina| |
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=
ot
T

2 15 1 05 0 05 1 15 2
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(b)
Obrazek 3.5: (a) Zavislost Velikoiti separace svazkil D na vlnové délce pri uhlu oo = 45°
mezi optickou osou a vektorem k s vyznacenou vinovou délkou A = 632,8nm. (b) Rez

k-povrchem pro fddnou a mimoradnou vinu rovinou zs — x3 pro vinovou délku A =

632, 8 nm.
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3.3. Konstrukéni navrh mikroskopu Jamin-Lebedefft

Na zakladé teoretického navrhu bylo provedeno zakladni optické trasovani za pouziti para-
xidlnich ¢ocek v prostiedi Ansys Zemax OpticStudio. Zde byla ovérena funkénost navrhu
a byla vytvorena 3D skica, ktera byla zakladem pro konstrukéni ndvrh mikroskopu.
Konstrukéni feseni bylo navrzeno v prosttedi SOLIDWORKS. Pii navrhu byl vyu-
zit koncept klecového systému od firmy Thorlabs, coz je moduldrni systém umoznujici
snadnou konstrukci optickych systému. Optické komponenty jsou pripevnény do poloho-
vatelnych ulozeni, kterymi lze pfesné nastavit polohu daného prvku. Ulozeni s optickymi
komponenty jsou pak spojeny s dalSimi prvky pomoci vodicich tyci. Lze tak vytvorit
velky systém, ktery je lehce naladitelny a modifikovatelny. Vétsina dili byla zakoupena
od firmy Thorlabs. Jako zdroj svétla, optické vldkno, kolimator a detektor byly pouzity
komponenty od jinych vyrobcti. Pro délice svazku nebylo mozné najit vhodné ulozeni
do klecového systému, bylo tedy nutné navrhnout vlastni feseni. Navrzeny dil byl poté

vyroben pomoci 3D tisku. Navrzeny drzak je zobrazeny na obrazku 3.6.

Sroub pro zajisténi délice svazku Vodici tyce klecového systému

Drzak délice svazku\

Déli¢ svazku (BD27) —_

30 mm Y

Obrazek 3.6: Navrh drzédku délice svazku BD27 od firmy Thorlabs. Drzak je navrzen tak,
aby umoznil rotaci délice kolem osy z a transla¢ni pohyb kolem stejné osy. Déli¢ svazku
s drzdkem jsou pripevnény do systému pomoci vodicich ty¢i.

Na obrazku 3.7 je zobrazen model konstrukéniho ndvrhu mikroskopu Jamin-Lebedeff
s nazvy dili a jejich katalogovym oznacenim. Pro ulozeni vétsiny optickych komponent
stacilo pouzit standardni drzaky, které umoznuji nastaveni polohy jen ve sméru osy z. Pro
nedostatecnou presnost ulozeni kolektoru a tubusové ¢ocky musely byt tyto komponenty
ulozeny do drzaku, které umoznuji kromé nastaveni polohy podél osy z také presné nasta-
veni ve smérech x a y. Ulozeni vzorku, ktery je vlozen do predmétové roviny, je provedeno
pomoci stolku, ktery je ulozen mimo klecovy systém a ktery umoznuje translacni pohyb

vzorku ve vSech tfech smérech.
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D - Detektor (Moravian
instruments C1-12000AC) LP2 - linedrni polarizator

LPVISClOO MP2)
Standardni drzdk se zavitem

SM1 (CP33/M) *——— CD - Ctvrtvlnnd desticka
(AQWP10M-580)
Drzék délice svazku

(3D tisk) T DS2 - Déli¢ svazku (BD27)

Adaptér 60 mm /30 mm /

LCP33/M TL - Tubusova cocka
( A " (TTL200-58)

Drzak se zavitem SM2 s jemnou /

justazi v pricném sméru o
(CXY2A) x

Y

50 mm
—_

\ MO - Mikroskopovy objektiv
(MY10X-823)

\ Predmétova rovina

Vodici tyde (ERXX) T KON - Kondenzor
\ (MY10X-823)

Adaptér 60 mm /30 mm
(LCP33/M)

Drzék se zavitem SM2 s jemnou

justazi v pricném sméru
(CXY2A) \
KOL Kolektor (TTL200-S8)
Signalni a referencéni svazky
\ PD - Pilvinné desticka
Adaptér 60 mm/SO min WPHlOM—GS?))
(LCP33/M)
DSl - Déli¢ svazku (BD27)
Drzak délice svazku /
(3D tisk) LP1 - Linearni polarizator

— (LPVISCI00-MP2
Standardni drzdk se zavitem L )

SM1 (CP33/M) T KO - Kolimaéni objektiv
(Olympus, 10x)

OV - Optické vldkno ——— Z - Zdroj svétla

/ (He-Ne laser, A = 632,8nm)

Obréazek 3.7: Model konstrukéniho feseni mikroskopu Jamin-Lebedeff vytvoreny v pro-
sttedi SOLIDWORKS s popisem jednotlivych dili.
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3.4. Experimentalni ovéreni funkcénosti mikroskopu Ja-
min-Lebedeff

Sestava mikroskopu Jamin-Lebedeff byla podle modelu sestavena a sefizena. Sestaveny
systém je zobrazen na obrazku 3.8. Jako zdroj svétla je pouzit He-Ne laser, ktery se vy-
znacuje vysokou casovou i prostorovou koherenci, coz usnadnuje setrizeni celého optického
systému. Vystupni svazek laseru je navazan do optického vldkna OV, jehoz druhy konec
je upevnén do klecového systému v misté predni ohniskové roviny kolimacni ¢ocky KO
s ohniskovou vzdalenosti fxo = 18 mm. Vysledkem je bodovy zdroj svétla, které je ko-
limac¢ni ¢ockou transformovano na rovinnou vlnu. Kolimované svétlo néasledné prochézi
linearnim polarizatorem LP1, jehoz propustny smér je orientovan pod tthlem 45° vii¢i ose
x. Vytvori se tak diagonalné polarizované svétlo, které vstupuje do délice svazku DSI,
tvoreného anizotropnim krystalem kalcitu. Zde dochazi ke vzniku dvou prostorové od-
délenych svazki, pricemz signalni vina je polarizovand ve sméru osy x a referencéni vina
je polarizovana ve sméru osy y. Diky vhodné orientaci linearniho polarizatoru LP1 maji
obé viny shodné amplitudy. Obé polarizace dale prochazi pilvinnou destickou PD, ktera
prevadi smér polarizace signalni viny ze sméru osy  do sméru osy y, respektive smér po-
larizace referencéni viny ze sméru osy y do sméru osy . Upravené viny jsou dale zaostreny
do zadni ohniskové roviny kolektoru KOL s ohniskovou vzdalenosti fkxor, = 200 mm. Tato
rovina je shodna s predni ohniskovou rovinou kondenzoru KON s ohniskovou vzdalenosti
fxon = 20 mm, ktery nasledné obé viny transformuje na rovinné. Takto vytvorené rovinné
viny rovnomeérné osvétli ¢asti predmétové roviny odpovidajici sledovanému vzorku, resp.
referenénimu vzorku zastoupenému prazdnou c¢asti zorného pole.

V predmétové roviné dochézi k fazovym zménam signélni a referencni viny v disledku
jejich prichodu prislusnymi vzorky. Predmétova rovina je shodné s predni ohniskovou ro-
vinou mikroskopového objektivu MO, ktery je identicky s kondenzorem KON a ma tedy
shodnou ohniskovou vzdalenost. Mikroskopovy objektiv MO zobrazi oba vzorky do neko-
nec¢na. Vysledny obraz pak vznikd v zadni ohniskové roviné tubusové cocky TL, kterd je
shodnéa s kolektorem KOL. Do této roviny je umistény také detektor D. Pfed dopadem
na detektor prochazeji signalni a referencni vlna druhym délicem svazku DS2, ktery obé
vlny prostorové sjednoti. Néasledné prochazeji ¢tvrtvinnou destickou CD, kterd prevede
jejich kolmé linearni polarizace na opac¢né kruhové polarizace. Svétlo déle pokracuje pres
linearni polarizator LP2, ktery je oproti pivodnimu konstrukénimu modelu ulozen v mo-
torizovaném otocném drzaku s oznac¢enim PRM1/MZ8 od firmy Thorlabs. Na detektoru
D signélni a referen¢ni vina interferuji a vzniké tim hologram sledovaného vzorku. Jako
detektor byla pouzita kamera C1-12000AC od firmy Moravian instruments, vybavena
¢ipem o rozmérech 14,186 x 10, 378 mm.

Jako testovaci vzorky byly pouzity lidské epitetalni bunky, které jsou obsazeny v lid-
skych slindch. Nejprve byly pofizeny ¢tyii hologramy /;, u kterych doslo ke krokovani faze
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

pomoci postupného nataceni linearniho polarizatoru podle vztahu (3.19). Zaznamenané
obrazy jsou zobrazeny na obrazcich 3.9(a)-(d). Na téchto snimcich je vidét, ze zobrazo-
vané pole pokryva jen ¢ast ¢ipu detektoru. Pomoci vztahu (1.5) byla z téchto hologrami
provedena rekonstrukce faze, kterd je zobrazena na obrazku 3.9(e). Na obrazku 3.9(f) je
zobrazena zvétSend a orizla ¢ast zobrazovaného pole. Rekonstruovana faze se méni v pl-
ném rozsahu 0 az 27 rad a v obraze jsou jasné patrné fazové zmény vnesené zobrazovanym
vzorkem.

Obraz byl kviili pouziti vysoce koherentniho zdroje zatizen parazitnimi interferencemi,
které snizovaly rozliseni a celkovou kvalitu fazového obrazu. Za tcelem zlepseni kvality ob-
razu byla mezi zdroj svétla a kolimacni ¢ocku vlozena rotujici matnice. Rotujici matnice
se chova jako plosny, prostorové nekoherentni zdroj osvétleni, ktery eliminuje parazitni
interference. Soucasné vsak zachovava vysokou casovou koherenci laserového zatreni vy-
hodnou pro snadné sefizeni sestavy. Kvili tomu, Ze matnice ¢astecné pohlcovala svétlo,
bylo nutné také pouzit vykonnéjsi laser, za kterym nebylo svétlo vyvedeno do optického
vlakna. S vyuzitim zdroje svétla se snizenou prostorovou koherenci byly opét porizeny
¢tyri hologramy I;, které lze vidét na obrazcich 3.10(a)-(d). Z téchto hologramii byla opét
provedena rekonstrukee faze podle vztahu (1.5). Vyslednd rekonstrukce faze je zobrazena
na obrazku 3.10(e) a jeji zvétseny detail se zobrazovanou fazi na obréazku 3.10(f).

Na obréazcich 3.9(e) a 3.10(e) je zjevné viditelnd zména faze zptusobend fazovymi ob-
jekty. Z porovnani obrazkt je také jasné patrné zvyseni kvality fazové rekonstrukce souvi-
sejici se snizenim prostorové koherence osvétleni. Na zakladé prezentovanych vysledki 1ze
prohlasit, ze sestaveny mikroskop Jamin-Lebedeff je funkéni a ptipraveny pro pfipojeni

geometricko-fazového modulu, ktery zajisti jednosnimkovou fazovou rekonstrukei.
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3.4. EXPERIMENTALNI OVERENI FUNKCNOSTI MIKROSKOPU JAMIN-LEBEDEFF

Obrézek 3.8: Fotografie sestavy mikroskopu Jamin-Lebedeff s popisem a detaily jejich podsoucasti. OV - optické vlakno, KO - kolimac¢ni
cocka, LP1, LP2 - linearni polarizator, DS1, DS2 - déli¢ svazki, PD - pilvlnna desticka, KOL - kolektor, KON - kondenzor, MO -
mikroskopovy objektiv, TL - tubusova cocka, CD - ¢tvrtvinna desticka, D - detektor.
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF
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Obrazek 3.9: Hologramy lidskych epitetalnich bunék zaznamenané pri krokovani faze
pomoci rotace linedrniho polarizdtoru o uhel (a) 6, = 0°, (b) 6, = 45° (c) 03 = 90°
a (d) 8, = 135° vuci ose x podle rovnice 3.19. Hologramy byly pofizené za pouziti svétel-
ného zdroje s vysokou ¢asovou i prostorovou koherenci. (e) Rekonstrukece faze vypocitana
z potizenych obrazi (a) az (d) podle rovnice 1.5 a (f) ofizly detail.
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Obrazek 3.10: Hologramy lidskych epitetalnich bunék zaznamenané pii krokovani faze
pomoci rotace linedrniho polarizatoru o tuhel (a) 6, = 0°, (b) 6, = 45°, (c) 63 = 90°
a (d) 6, = 135° vuci ose x podle rovnice 3.19.Hologramy byly pofizeny za pouziti svétel-
ného zdroje s vysokou casovou koherenci, kdy prostorova koherence byla snizena pomoci
rotujici matnice. (e) Rekonstrukece faze vypoéitand z pofizenych obrazu (a) az (d) podle
rovnice 1.5 a (f) orizly detail.

0
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4. GEOMETRICKO-FAZOVY MODUL

4. Geometricko-fazovy modul

Po tspésném ovéreni funkcénosti mikroskopu Jamin-Lebedeff bylo mozné testovat jeho
pouziti v kombinaci s geometricko-fazovym holografickym modulem. Geometricko-fazovy
holograficky modul je jednoduchy zobrazovaci modul obsahujici geometricko-fazovou miiz-
ku, kterd slouzi jako difraktivni déli¢ pro kruhové polarizované svétlo. Pouziti modulu
v kombinaci s mikroskopem Jamin-Lebedeff umoznuje zdznam mimoosového hologramu,
coz zarucuje jednosnimkovou rekonstrukei faze. Navrhem geometricko-fazové mrizky a se-
stavenim geometricko-fazového modulu pracujiciho v infracervené oblasti se zabyva diplo-
mova prace Ing. Michala Schlora [21]. V navrhovaném systému bude pouzit modul pracu-
jici ve viditelné oblasti spektra, ktery je jiz sestaven v laboratori Experimentalni biofoto-
niky na tstavu fyzikalniho inzenyrstvi fakulty strojniho inzenyrstvi VUT v Brné. V této
kapitole bude nejprve proveden teoreticky popis geometricko-fazové mrizky a geometricko-
-fazového holografického modulu navazujictho na mikroskop Jamin-Lebedeff. Funkénost
kombinace mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fazového modulu bude nésledné ex-

perimentalné ovérena.

4.1. Princip geometricko-fazové modulace svétla

Geometricko-fazovy holograficky modul je zalozeny na pouziti geometricko-fazové mrizky,
kterd funguje jako polarizacné citliva difrakéni mrizka. Geometricko-fazova mrizka je v la-
boratori Experimentalni biofotoniky dostupné ve formé optického prvku z polymernich
kapalnych krystalii a geometricko-fazového metapovrchu. V této praci je vyuzita mrizka
z polymernich kapalnych krystali, ktera je optimalizovana pro pouziti ve viditelné oblasti.
Mrizka ve formé metapovrchu je pak vyuzitelna v planovanych experimentech v infracer-
vené oblasti.

Polymerni kapalné krystaly tvorici stavebni bloky geometricko-fazové mrizky lze obecné
povazovat za anizotropni prostredi s jednoosym dvojlomem. Jonesova matice charakteri-

zujici takové prostredi ma tvar

cos?© + eMsin’ O (1 — €M) cos O sin O

My = , _ p B
(1 —€e")cosOsin® sin® O + e cos” O

, (4.1)

kde 1 je obecna retardace a © je natoceni osy anizotropie. Pro dosazeni maximélni
ucinnosti geometricko-fazové modulace je vyzadovana retardace odpovidajici pilvinné

desti¢ce, pro kterou plati n = m. Matice z rovnice (4.1) pak prejde do tvaru

cos?O® —sin’®  2cosOsinO

2¢0sOsin®  sin®’O — cos?2O

cos20  sin20
sin20 — cos 20

L (42)

Myiyj2 =
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4.1. PRINCIP GEOMETRICKO-FAZOVE MODULACE SVETLA

Kruhove polarizované svétlo je pilvinnou destickou transformované na opacnou kruhovou
polarizaci. Pti této polarizac¢ni transformaci také dochazi ke zméné geometrické faze svétla,
zavislé na hlové orientaci ptulvlnné desticky ©. To lze demonstrovat na svétle s levotocivou

a pravotocivou kruhovou polarizaci

1 |cos20 sin20 1 1 |cos20 + isin 20 €20 | 1
— | . 1=—=1. . =— | |, (4.3)
V2 [sin20 —cos20| |i V2 [sin20 — i cos 20 V2 | —i
1 |cos20 sin20 cos 20 — isin 20

sin20 —cos20 sin 20 + ¢ cos 20

1| 1 CeT20 1 "
V2 | T cR U,

Z rovnic (4.3) a (4.4) je vidét, ze zména faze je pro opacné vstupni kruhové polarizace

komplexné sdruzena. Pro prvek se stejnou orientaci osy anizotropie v celém jeho objemu
je zména faze konstantni. Pokud je ale technologicky mozné vyrobit opticky prvek tvo-
reny z pulvlnnych desticek s prostorové proménnou osou anizotropie ©(z,y), je mozné
ho vyuzit k tvarovani svétla, protoze prostorové proménné budou i zmény geometrické
faze. Vhodnym usporadanim pulvinnych desticek je pak mozné svétlo tvarovat libovol-
nym zpusobem. Prostorové usporadani pulvinnych desticek, které zptsobi tthlovy odklon
svétla o thel o, je zobrazeno na obrazku 4.1. Pozadované thlové odklonéni lze vyjadrit
vztahem \
o = arcsin —+, (4.5)
kde A je vlnova délka prochéazejiciho svétla a A je perioda mrizky, ktera odpovida

vzdalenosti, na které se zméni orientace osy anizotropie pulvilnnych desticek o 180°. Aby

Levotociva polarizace ~ Pravotociva polarizace A

\/4 AW
R

v
v /
v a
v i

v /

N
N
AN
x!“‘

4

/

N L~

Obrézek 4.1: Schéma geometricko-fazové mrizky a fungujici jako polarizacné citliva
difrakéni mrizka. Diky dané prostorové proménné orientaci osy anizotropie lokalnich piil-
vinnych desti¢ek vznika pro viny s opa¢nou kruhovou polarizaci opacny thlovy odklon od
optické osy zobrazovaciho systému. Oranzové ¢ary v detailu predstavuji smér osy anizot-
ropie jednotlivych pilvinnych desticek.
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4. GEOMETRICKO-FAZOVY MODUL

doslo k separaci vin pod tithlem ¢ ve sméru osy z, je nutné, aby funkce popisujici natoc¢eni

osy anizotropie na mrizce méla tvar
O(z,y) = kxsin(o), (4.6)

kde k = 27“ je vlnové cislo. Jonesovu matici popisujici geometricko-fazovou miizku pak lze

napsat ve tvaru

cos(‘“’—x) 51n(4ﬂ)
M, = A A 4.7
M |sin (152)—con (2) 0

4.2. Teoreticky popis zobrazeni geometricko-fazovym

modulem

V navrhovaném systému geometricko-fazovy modul navazuje na mikroskop Jamin-Lebe-
deft. Z mikroskopu je odstranén linearni polarizator a detektor. Modul je umistény v po-
zici, kdy je geometricko-fazova mrizka umisténa do zadni ohniskové roviny tubusové ¢ocky.
Svétlo dopadajici na geometricko-fazovou mfizku jsou pak vlny g, = tss a wWr1 = Ur,s,

které maji tvar odvozeny v kapitole 3.1

—q - ') . : ’oo 1
U_)»S’l _ 6875 _ 1 aS(x ay) et . eZ¢S(1' 2y [ ] 7 (48)

V2 i

zﬁRlzﬁRE):a—R-e”-ei(bR[l,]. (4.9)
) ) \/5 i

Schéma geometricko-fadzového modulu je zobrazeno na obrazku 4.2. Signalni a refe-
rencni vlna nejprve prochazi geometricko-fazovou miizkou, kterda je umisténa v predni
ohniskové roviné cocky L1. Jonesova matice geometricko-fazové mrizky je popsand rov-
nici (4.7) v kapitole 4.1. Signalni a referenéni vlna prichodem pres geometricko-fazovou
mriizku zméni své kruhové polarizace na opacné. S touto polarizacni transformaci je spo-
jena zména faze souvisejici s prostorovym usporadanim osy anizotropie lokalnich pulvin-
nych desti¢ek tvoricich mfizku (4.6). Signalni a referen¢ni vlna muze byt po pruchodu

geometricko-fazovou mrizkou zapsana pomoci rovnic

sin (41{"’ ) — Cos

Lo T as(@', y') e L pits (@ y) [COS (47;\00/) sin (47FT$,) ] [1] _
' 4ma’ ;
L (4.10)

Zias(@y) et () | 1|
2

43



4.2. TEORETICKY POPIS ZOBRAZENI GEOMETRICKO-FAZOVYM MODULEM

D - detektor

L2 - ¢ocka 2

. @
Ws,3
LP3 - linearni polarizator

' WR,2
L1 - ¢ocka 1 Ws
GFM - geometricko- ws,1, WR,1 @
fazova mrizka

|:| Signélni vlna |:| Referenc¢ni vlna

Obréazek 4.2: Schéma geometricko-fazového modulu. Signalni a referenc¢ni vlna jsou ba-
revné kodované. Barevné kédovani je preneseno i do oznaceni polarizac¢nich stavi vin
wgi-3 a Wgi-3 Vv jednotlivych krocich zobrazovaného procesu. Oznaceni vin wgi_3
a wg1—3 odpovidd znaceni v teoretickém popisu.

U_fR,Q _ a_R_ei'y-ei(ﬁR Ccos (4ng0/> sin (A%x,))] [ 1 ] _ a_R.eiv.ewR,e—i(“Tzl) [1] ) (4'11)

V2 sin (4”—;/) — Cos (“Tm/ —1 V2

Fézovy ¢len e /A yytvoreny u obou vin zajistuje jejich vzéjemnou thlovou separaci.
Po priichodu geometricko-fazovou mrizkou prochazeji obé viny prvni c¢ockou L1, linear-
nim polarizdtorem a druhou ¢ockou L2. Cocky L1 a L2 tvoif 4f systém a se zvétSenim
odpovidajicim poméru jejich ohniskovych vzdalenosti prenesou vystupni rovinu mikro-
skopu Jamin-Lebedeff sjednocenou s rovinou geometricko-fazové mrizky az na detektor,
kde vytvori vysledny zvétseny obraz. Pti zanedbani vlivu difrakce a uvazeni dokonalého
bodového zobrazeni lze zvétSeni popsat transformaci souradnic podle vztaht x” = my - 2/
ay”" =my -y, kde my je pricné zvétseni zpusobené ¢ockami L1 a L2. Linedrni polariza-

tor, ktery je vlozeny mezi ¢ocky L1 a L2, projektuje obé kruhové polarizace do stejného
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4. GEOMETRICKO-FAZOVY MODUL

kmitosméru a umoznuje tak jejich interferenci. Jonesova matice linedrniho polarizatoru,

jehoz propustny smér je rovnobézny s osou x, ma tvar

1 0
Mipm = [0 0] - (4.12)

Viny dopadajici na detektor po prichodu ¢ockami a linedrnim polarizatorem nabyvaji

. 1 /! ”
l%zzﬂﬁuuﬁmwwwf4w)Fq[1:

tvara

v2 v (4.13)
)y sy 05 1]
V2 0
Wr3 = R g eidn eiGWT?N) Lo 1 = IR v gidm ei(“ﬁ”) ! ; (4.14)
V2 0 0] |i] V2 0

kde A" = my; - A je zvétSend perioda miizky. V roviné detektoru pak dochézi k interferenci
signalni a referencéni vlny a vznika zde interferen¢ni obraz. Vysledna intenzita v roviné

detektoru je popsana vztahem

I = |ws3+ 117R,3|2 = (Ws3 + IUR,?,)T (W3 + Wr3) =
= Wy Wz + W 5 Wrs + W5 - Brs + W g - Ws 3 =
ag(x;,y") N % N ias(x”éy”)aR {e—z‘[8;’5”+<¢s(w”,y”)—¢R)} _ ez‘[s’xf/’+(¢s(m”,y">—¢a)]} _

PASW/ N} 2 "
as(z”,y a . | 8mx
= U (e Jansin | R+ (sl ) — 0n)|.
(4.15)
coz odpovida rovnici (1.6), pricemz prostorova frekvence je rovna o = %. Informace

o fazové zméné zpusobené vzorkem je zakdédovand v hologramu s prostorovou nosnou
frekvenci a projevuje se jako deformace interferenc¢nich prouzkia tvoricich nosnou pro-
storovou frekvenci. Pro rekonstrukeci fazového obrazu je nutné provést jeho zpracovani
pomoci Fourierovskych metod. Pri této procedure je provedena Fourierova transformace
hologramu. Ve spektru prostorovych frekvenci, dojde diky prostorové nosné frekvenci k
prostorové separaci intenzitnich a dvou interferenénich ¢lent z rovnice (4.15). Za tuto

- AT s . . v s
+8ima” /A V¥¥ezem pouze jednoho interferenéniho

separaci jsou zodpovédné fazové cleny e
¢lenu, jeho umisténim do stfedu spektra prostorovych frekvenci a provedenim zpétné
Fourierovy transformace je ziskana rekonstrukce hologramu. Rekonstruovany hologram

odpovida komplexni amplitudé

H — as<aj,/7 y”)aR . ei[(¢8(x//’y//)_¢R)]7 (416)
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4.3. MIKROSKOP JAMIN-LEBDEFF S GEOMETRICKO-FAZOVYM MODULEM

kde doslo k odstranéni fazové funkce e®™"/A posunem do stiedu spektra prostorovych

frekvenci. Z funkce H je mozné rekonstruovat amplitudu hologramu jako Ay = |H| nebo
fazi Ag = arg (H), kde A = ¢s (2", y/") — .

4.3. Mikroskop Jamin-Lebdeff s geometricko-fazovym

modulem

Pro potfebu finadlnich exeriment byl geometricko-fazovy holograficky modul pripojen
k mikroskopu Jamin-Lebedeff. Vysledny systém je zobrazen na obrazku 4.3. Pro ovéreni
funkcénosti systému byl opét pouzit zdroj svétla tvoreny He-Ne laserem a rotujici mat-
nici. Tento zdroj se chova jako prostorové nekoherentni zdroj osvétleni, ale soucasné si
zachovava vysokou ¢asovou koherenci laserového zareni. Svétlo ze zdroje postupuje pres
mikroskop Jamin-Lebedeff, jehoz podrobné konstrukéni feseni je popsano v kapitole 3.4.
Ptred napojenim geometricko-fazového modulu byly ze sestavy mikroskopu odstranény
linearni polarizator LP2 a detektor D. Vystupem mikroskopu jsou tak dva svazky odpovi-
dajici signalni a referencni viné, které maji opacné kruhové polarizace. V zadni ohniskové
roviné tubusové cocky TL vznikd obraz sledovaného vzorku, resp. referenéniho vzorku.
Vzhledem k ortogonalni polarizaci vSsak v této roviné nedochazi k interferenci svazk.
Svetlo nasledné vstupuje do geometricko-fazového modulu.

Konstrukéni feseni geometricko-fazového modulu vyuzivé, stejné jako feseni mikro-
skopu Jamin-Lebedeff, klecovy systém od firmy Thorlabs. Geometricko-fazova miizka,
umisténad do zadni ohniskové roviny tubusové ¢ocky TL, thlové separuje opacné kruhové
polarizace. Obé viny déle prochézeji ¢ockou L1 s ohniskovou vzdalenosti fr; = 50 mm,
kterd vytvori obraz vzorki v nekonecnu. Za cockou L1 je v modulu umistény linearni po-
larizator, ktery prevede obé kruhové polarizace do stejného kmitosméru. Takto linedrné
sjednocené viny déle prochéazeji pres cocku L2 s ohniskovou vzdélenosti fro = 200 mm,
kterd vytvori vysledny obraz v jeji zadni ohniskové roviné. V této roviné je umistén de-
tektor D. Jako detektor byla opét pouzita kamera C1-12000AC od firmy Moravian instru-
ments. Diky shodné linedrni polarizaci obou vin dochéazi k jejich interferenci, ¢imz vznika
mimoosovy hologram s prostorovou nosnou frekvenci.

K experimentalnimu ovéreni funkcénosti systému byly pouzity lidské epitetani bunky;,
obsazené v lidskych slindch. Vysledny hologram je zachycen na obrazku 4.4(a). Po zvétSeni
lze na tomto snimku pozorovat rychle se ménici interferenéni prouzky, které odpovidaji
prostorové nosné frekvenci, typické pro mimoosovou holografii. Tato modulace je vidét
v detailu hologramu na obrézku 4.4(b). Pro zpracovani obrazu byl v prosttedi MATLAB
vytvoren jednoduchy program. Nejprve byl hologram pomoci 2D rychlé Fourierovy trans-
formace preveden do spektra prostorovych frekvenci. Ziskané spektrum prostorovych frek-

venci je zobrazeno na obrazku 4.4(c). Ve stfedu spektra lezi intenzitni ¢leny z rovnice
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4. GEOMETRICKO-FAZOVY MODUL

(4.15), které jsou neovlivnény prostorovou nosnou frekvenci. Interferencni ¢leny jsou po-
sunuty diagonalné mimo oblast intenzitnich ¢lenti. Tento posun je uré¢eny komplexné sdru-
Zenymi ¢leny e**"/A" v rovnici (4.15). V experimentélnich datech je posun diagonalni
namisto posunu ve sméru osy z”, protoze byla zvolena jina orientace difrakéni miizky
nez v teoretickém modelu. Ze spektra prostorovych frekvenci byla néasledné separovand
vyznacena oblast odpovidajici jednomu z interferen¢nich ¢lenti. Nosné frekvence odpo-
vida stredu této oblasti a v jejim okoli je obsazena informace o amplitudovych a fazovych
zménach vnesenych zobrazovanym vzorkem. Po vytiznuti byla tato oblast posunuta do
sttedu spektra prostorovych frekvenci. Zpétnou 2D rychlou Fourierovou transformaci byla
ziskana komplexni amplituda rekonstruovaného hologramu a z ni nasledné amplitudovy
a kvantitativni fazovy obraz, které jsou zobrazené na obrazcich 4.4(d) a 4.4(e).

Na obrézku 4.4(e) je patrnd zména faze zpusobend pritomnosti fazovych objekti. Na
zakladé prezentovanych vysledki lze prohlasit, Ze navrzeny systém slozeny z mikroskopu
Jamin-Lebedeff a geometricko-fazového modulu, je funkéni, ¢imz je splnén cil této diplo-

mové prace.
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Obrézek 4.3: Fotografie sestaveného systému, ktery se sklada z mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fazového modulu, spolecné
s detailnim pohledem na podsestavu geometricko-fazového modulu. GFM - geometricko-fazova mrizka, L1 - ¢ocka 1, LP3 - linearni
polarizator, L2 - ¢ocka 2, D - detektor.
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Obrézek 4.4: (a) Hologram lidskych epitetalnich bunék zaznamenany pomoci kombinace
mikroskopu Jamin-Lebedeff a gemetricko-fazového holografického modulu. Hologram byl
porizen za pouziti svételného zdroje s vysokou casovou koherenci, kdy prostorova kohe-
rence byl sniZena pomoci rotujici matnice. (b) Detail hologramu, ve kterém je vidét nosn4
prostorova frekvence. (¢) Spektrum prostorovych frekvenci porizeného hologramu, ve kte-
rém je vyznaCena oblast pouZitd pro rekonstrukei amplitudy a faze. (d) Rekonstrukce
amplitudového obrazu. (e) Rekonstrukce kvantitativniho fazového obrazu.
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5. ZAVER
5. Zaveér

Tato diplomova prace se zabyvala navrhem zobrazovaciho systému, ktery kombinuje ge-
ometricko-fazovou holografii s interferenénim mikroskopem Jamin-Lebedeff. Cilem této
prace bylo vytvoreni zobrazovaciho systému, ktery vyuziva vyhod jak osové, tak i mimo-
osové holografické mikroskopie. Osové systémy vynikaji svou robustnosti a konstrukéni
jednoduchosti. K rekonstrukci fazového obrazu ale vyzaduji zdznam ¢tyt modifikovanych
hologramt. Naproti tomu mimoosové systémy umoznuji rekonstrukci fazového obrazu z je-
diného hologramu avsak za cenu vétsi konstrukéni a justazni naroc¢nosti. Navrzeny zobra-
zovaci systém kombinuje vyhody obou pristupt diky vyuziti polarizace svétla a kédovani
signalni a referenc¢ni viny do kolmych linedrnich nebo opac¢nych kruhovych polarizaci. Mi-
kroskop Jamin-Lebedeff je jednocestny osovy holograficky mikroskop, ktery k vytvoreni
signalni a referencni viny s kolmymi linearnimi polarizacemi vyuziva anizotropnich krys-
tali kalcitu. Na jeho vystupu jsou pak tyto kolmé linearni polarizace prevedeny na opacné
kruhové polarizace, které vstupuji do geometricko-fazového holografického modulu. Mo-
dul je zaloZzeny na pouziti geometricko-fazové mrizky, ktera slouzi jako difraktivni déli¢
pro kruhové polarizované svétlo. Modul umoznuje thlovou separaci a nasledné spojeni
signalni a referenc¢ni viny a vytvoreni hologramu s prostorovou nosnou frekvenci typickou
pro mimoosovou holografii.

Prvni prakticka cast této prace se zabyvala mikroskopem Jamin-Lebedeff. Nejprve byl
proveden teoreticky popis zobrazeni mikroskopem Jamin-Lebedeff, véetné popisu sepa-
race polarizovaného svétla a vytvoreni signalni a referencni viny pomoci anizotropnich
krystali. Na zédkladé teoretického popisu byl predlozen konstrukéni ndvrh mikroskopu vy-
pracovany v prostfedi SOLIDWORKS. Tento navrh je zaloZen na klecovém systému od
firmy Thorlabs, coz je systém umoznujici snadnou konstrukei optickych systémai.

Na zakladé konstrukéniho navrhu byla sestava mikroskopu Jamin-Lebedeff sestrojena
a byla otestovana jeji funkcénost. Funkénost mikroskopu byla demonstrovana zobrazenim
lidskych epitetalnich bunék. Nejprve byl pii testovani jako zdroj pouzit He-Ne laser, ktery
se vyznacuje vysokou casovou a prostorovou koherenci. Byly porizeny ¢tyti modifikované
zaznamy hologramt, ze kterych byl nasledné zrekonstruovany fazovy obraz. Na fazovém
obrazu byla jasné viditelnd zména faze zptsobend sledovanym vzorkem. Obraz byl ale
zatizen parazitnimi interferencemi, které snizovaly celkovou kvalitu fazového obrazu. Za
ucelem zlepsSeni kvality obrazu byla mezi zdroj a mikroskop Jamin-Lebedeff vlozZena rotu-
jici matnice, ktera se chova jako plosny zdroj svétla, ¢imz byla snizena prostorova kohe-
rence svétla. S takto upravenym zdrojem byly porizeny dalsi ¢tyti modifikované obrazy, ze
kterych byl opét zrekonstruovan fazovy obraz. Pii porovnani vysledki bylo zjevné zvyseni
kvality fazového obrazu zplisobené snizenim prostorové koherence svételného zdroje.

V druhé praktické casti se prace zaméruje na geometricko-fazovy holograficky modul,

ktery jiz byl difve sestaven v laboratofi Experimentalni biofotoniky na Ustavu fyzikélniho

ol



inzenyrstvi fakulty strojniho inzenyrstvi VUT v Brné. Nejprve byl proveden teoreticky po-
pis principu geometricko-fazového modulu véetné podrobného popisu geometricko-fazové
mrizky, kterd je vyrobena z polymernich kapalnych krystali.

Modul byl pripojen k mikroskopu Jamin-Lebedeff a byla experimentalné ovérena
funkcénost vysledného systému. Pro ovéreni funkénosti vysledného systému byly jako vzo-
rek opét zobrazovany lidské epitetalni bunky. Jako zdroj svétla byla opét pouzita kom-
binace He-Ne laseru s rotujici matnici. Na zachyceném hologramu lze jasné pozorovat
prostorovou nosnou frekvenci v podobé interferencnich prouzkt s vysokou prostorovou
frekvenci. Potizeny hologram byl dale zpracovan v prostiedi MATLAB. V ziskaném kvan-
titativnim fazovém obrazu lze jasné vidét zménu faze zplisobenou fazovymi objekty. Na
zakladé prezentovanych vysledkt je tedy mozné prohlasit vytvoreny zobrazovaci systém
za funkéni, ¢imz byl splnén cil této diplomové prace.

Vysledkem této prace je funkéni zobrazovaci systém, diky kterému byl ovéfen princip
fungovani kombinace mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fazového holografického
modulu ve viditelné oblasti spektra. Tento systém bude slouzit jako zaklad pro vytvoreni
identického systému, ktery bude pracovat v infracervené oblasti vinovych délek a ktery
umozni charakterizaci VO, metapovrchti vyrabénych na Stredoevropském technologickém
institutu (CEITEC) v Brné.
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