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Abstrakt
Tato diplomová práce se zabývá návrhem a realizací mikroskopového systému pracujícího
ve viditelné oblasti spektra, který kombinuje výhody osové a mimoosové holografické mi-
kroskopie a umožňuje jednosnímkové kvantitativní fázové zobrazení v opticky robustním
uspořádání. Kombinace výhod je dosažena novým využitím principu geometricko-fázové
holografické mikroskopie, která byla v minulosti úspěšně využita při měření opticky anizot-
ropních vzorků. Základem navrženého řešení je připojení geometricko-fázového hologra-
fického modulu k jednocestnému holografickému mikroskopu Jamin–Lebedeff. Mikroskop
Jamin–Lebedeff vytváří signální a referenční vlnu s kolmými lineárními polarizacemi, při-
čemž lineární polarizace signální vlny je zachována i při průchodu izotropním vzorkem. Na
výstupu mikroskopu jsou tyto polarizace transformovány na opačné kruhové polarizace,
čímž je umožněno jejich úhlové oddělení a následná interference v geometricko-fázovém
holografickém modulu. Tímto způsobem vzniká mimoosový hologram, ze kterého je možné
rekonstruovat kvantitativní fázový obraz vzorku. Funkčnost systému byla experimentálně
ověřena zobrazením izotropních vzorků a následnou jednosnímkovou rekonstrukcí jejich
kvantitativních fázových obrazů. Výsledky experimentů potvrzují funkčnost systému ve
viditelné oblasti spektra. Ověřený princip zobrazení bude dále využit při konstrukci iden-
tického systému pracujícího v infračervené oblasti, kde umožní měření fázové odezvy ak-
tivních metapovrchů.

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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Úvod
Na mikroskopické úrovni existuje mnoho struktur a procesů, které není možné pozoro-

vat holým okem. Pro jejich zkoumání bylo nutné vyvinout speciální zobrazovací techniky.
Nejstarší a nejrozšířenější zobrazovací metody jsou založené na světelné mikroskopii, jejíž
historie sahá až do prvního století před naším letopočtem [1]. I přes svou dlouhou historii
prochází světelná mikroskopie až do současnosti neustálým vývojem. Moderní světelné
mikroskopy využívají pokroků v oblasti digitální techniky a představují nástroje, které
kromě zviditelnění zobrazovaných objektů poskytují také jejich komplexní numerickou
analýzu nebo kvantitativní měření.

Světlo je elektromagnetické záření charakterizované prostorově a časově proměnným
elektrickým a magnetickým polem. Světelná mikroskopie se zabývá převážně elektrickou
složkou tohoto záření, která je běžnými materiály silněji ovlivňována. Elektrické pole
je charakterizované vektorem elektrické intenzity. Tento vektor je určený amplitudou
a fází svých kmitových složek. Jejich poměr amplitud a vzájemné fázové zpoždění definují
orientaci a vývoj vektoru elektrické intenzity v prostoru a čase. Sledování prostorového
a časového vývoje vektoru elektrické intenzity umožňuje zkoumat polarizaci světla. Lidské
oko je schopné vnímat pouze intenzitu světla. Intenzita světla je určena jeho amplitudou,
která může být změněna při průchodu nebo odrazu světla od okolních objektů. Moderní
světelné detektory využívané v rámci optické mikroskopie pracují podobně jako lidské
oko a jsou schopny digitálně zaznamenat intenzitu světla a její změny. Toho využívají zá-
kladní metody optické mikroskopie, které poskytují obrazový kontrast vzorků pohlcujících
světlo. Mnoho vzorků z oblasti biofotoniky [2] a nanofotoniky [3] absorbuje nebo rozpty-
luje světlo jen velmi slabě. To při použití základních zobrazovacích metod snižuje jejich
obrazový kontrast nebo zcela znemožňuje pozorování. Tyto vzorky nezpůsobují výrazné
změny amplitudy procházejícího světla, ale ovlivňují jeho fázi. Ke změnám fáze dochází
díky lokálním odlišnostem v tloušťce nebo indexu lomu zobrazovaných vzorků. Popsané
vzorky se nazývají fázové a k jejich zobrazení byly vyvinuty metody fázového kontrastu.
Tyto metody převádí fázové změny vnesené vzorkem na intenzitní změny výsledného zob-
razení. Tím se výrazně zvyšuje kontrast původně špatně viditelných objektů a je možné
provádět jejich detailní analýzu.

Mezi tradiční metody fázového kontrastu patří Zernikeho fázový kontrast a Nomar-
ského diferenciální interferenční kontrast (DIC, z anglického Differential interference con-
trast). K této problematice ale existují také nové přístupy založené například na spirálním
fázovém kontrastu. Zernikeho fázový kontrast spočívá v jednoduché modifikaci klasického
mikroskopu. Tato modifikace umožňuje dodatečnou amplitudovou a fázovou modulaci
světla rozptýleného a nerozptýleného zobrazovaným vzorkem. Nastavením vhodných para-
metrů dochází ke konstruktivní nebo destruktivní interferenci těchto složek. Interferenční
efekty pak vytváří kontrast pozorovatelný v detekovaných intenzitních obrazech. Při zob-
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razení se ale mohou vyskytovat artefakty jako haló efekt či stínový efekt [4]. U techniky
DIC je světlo před dopadem na vzorek rozděleno do dvou mírně posunutých svazků s kol-
mými polarizacemi. Díky příčnému posunutí získávají oba svazky při průchodu vzorkem
odlišné fázové změny. Po průchodu vzorkem jsou oba svazky opět prostorově sesazeny a po
projekci lineárním polarizátorem vytváří interferenční obraz. Interferenční obraz zviditel-
ňuje fázové gradienty ve směru posunutí svazků procházejících vzorkem. Spirální fázový
kontrast využívá interferenčních efektů podobně jako předchozí metody. Světlo při zob-
razení prochází vírovou (spirální) fázovou maskou. Vírová maska přiřazuje každému zob-
razovanému bodu vírovou fázi s natočením závislým na lokální tloušťce a indexu lomu
zobrazovaného vzorku. Interferencí obrazových stop vzniká intenzitní kontrast fázových
obrazů. Uvedené metody umožňují efektivní zviditelnění fázových objektů, ale neumožňují
změny fáze kvantifikovat a tak detailně analyzovat vlastnosti vzorku.

Významný pokrok v oblasti fázové mikroskopie představuje použití metod digitální ho-
lografické mikroskopie. Holografické mikroskopy existují v různých provedeních a nad rá-
mec kontrastního zviditelnění fázových objektů umožňují jejich kvantitativní rekonstrukci.
Holografické mikroskopy jsou interferometrické systémy uzpůsobené pro zobrazování. Zob-
razovaný vzorek se vkládá do objektivové větve interferometru a při zobrazování je po-
rovnáván s referenčním vzorkem vloženým do referenční větve interferometru. Fázovou
změnu vnesenou vzorkem je možné kvantitativně rekonstruovat z interferenčního pole vy-
tvořeného na výstupu interferometru. Holografické mikroskopy lze klasifikovat na základě
mnoha kritérií. Nejčastěji jsou rozdělovány podle způsobu složení objektové a referenční
větve. Pokud obě vlny před detekcí postupují souběžně, jedná se o osovou holografickou
mikroskopii. Výhodou těchto mikroskopů je jejich robustnost a konstrukční a justážní
jednoduchost. Tyto výhody se nejvíce uplaťňují v jednocestném uspořádání, kdy signální
i referenční vlna sdílí společnou optickou cestu. Pro úspěšnou fázovou rekonstrukci je
ale třeba využít techniky krokování fáze a zaznamenat alespoň čtyři modifikované holo-
gramy [5]. Druhou skupinu tvoří mimoosové holografické mikroskopy, u nichž se svazky
skládají pod nenulovým úhlem. Tyto mikroskopy jsou konstrukčně složitější a náročnější
na justáž, avšak k rekonstrukci kvantitativního fázového obrazu postačuje jediný záznam
hologramu [6].

Zajímavé propojení tradičních metod mikroskopie fázového kontrastu a holografické
mikroskopie nabízí mikroskop Jamin-Lebedeff, který je odvozen od principu DIC mikro-
skopie. Vnesená separace svazků je ale výraznější. Za vhodných podmínek mohou svazky
procházet zobrazovaným objektem a prázdnou částí zorného pole a vytvářet tak signální
a referenční vlnu. Krokování fáze je možné dosáhnout pomocí polarizačních prvků v kon-
strukci Sénarmontova kompenzátoru [7].

Tato diplomová práce se zaměřuje na návrh jednocestného holografického mikroskopu s
mimoosovým záznamem interferujících vln. Řešení tak kombinuje robustnost osových me-
tod s jednosnímkovým zobrazením typickým pro mimoosové metody. Návrh je založený
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na konstrukčním řešení mikroskopu Jamin-Lebedeff a jeho kombinaci s geometricko-fá-
zovou holografickou mikroskopií vyvinutou na Ústavu fyzikálního inženýrství Vysokého
učení technického v Brně. Propojení metod je možné díky polarizačním vlastnostem obou
systémů, které umožňují vytvořit a dále ovládat signální a referenční vlnu zakódovanou
do kolmých polarizačních stavů (kolmých lineárních nebo opačných kruhových polari-
zací). Mikroskop Jamin-Lebedeff zajišťuje vytvoření signální a referenční vlny v kolmých
lineárních polarizacích. Tyto vlny jsou na jeho výstupu převedeny na opačné kruhové pola-
rizace. Geometricko-fázová mikroskopie je založena na použití geometricko-fázové mřížky.
Tato mřížka slouží jako difraktivní dělič pro kruhové polarizované světlo. Připojení jed-
noduchého zobrazovacího modulu s geometricko-fázovou mřížkou na výstupu mikroskopu
Jamin-Lebedeff umožní úhlovou separaci a opětovné spojení signální a referenční vlny
a vytvoření mimoosového hologramu [8]. Jednoduchost navrhovaného řešení je výhodná
pro konstrukci holografických mikroskopů v méně využívaných spektrálních oblastech,
kde je konstrukce složitých interferometrů náročná. Cílem této práce je ověření principu
ve viditelné oblasti. Využití principů ověřených ve viditelné oblasti bude základem pro kon-
strukci identického systému v infračervené oblasti, který umožní charakterizaci aktivních
VO2 metapovrchů vyráběných na Středoevropském technologickém institutu (CEITEC)
v Brně.

Tato práce se v úvodní části zabývá rešerší metod určených pro zobrazování fázo-
vých objektů se zaměřením na techniky fázového kontrastu a kvantitativního fázového
zobrazení. Následně je představen koncepční návrh optického systému složeného z mik-
roskopu Jamin–Lebedeff a geometricko-fázového modulu. Nejprve je proveden teoretický
rozbor jeho zobrazovacího principu. Postupně je vysvětlen vznik polarizačně kódované
signální a referenční vlny a popsán jejich průchod zobrazovacím systémem. Popis polari-
zace je proveden pomocí Jonesova formalismu. Teoreticky je rovněž prokázána možnost
kvantitativního fázového zobrazení v samotném mikroskopu Jamin-Lebedeff při použití
geometricko-fázového krokování fáze. Následně je představen konstrukční návrh tohoto
mikroskopu s důrazem na jeho praktickou realizaci. Po sestavení zařízení je ověřena jeho
funkčnost prostřednictvím experimentů vedoucích ke kvantitativnímu fázovému zobrazení
realizovanému v osovém uspořádání pomocí krokování fáze. Následuje teoretická analýza
zobrazení a popis polarizačních transformací světla při průchodu geometricko-fázovým
holografickým modulem. Tento popis potvrzuje vznik mimoosového hologramu s pro-
storovou nosnou frekvencí. V závěrečné části je výsledné zobrazení prakticky testováno
připojením geometricko-fázového holografického modulu k mikroskopu Jamin-Lebedeff.
V této konfiguraci byl úspěšně proveden záznam mimoosových hologramů a jednosním-
ková rekonstrukce kvantitativních fázových obrazů testovacích vzorků.

5





1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

1. Rešerše metod fázového zobrazení
Metody fázového kontrastu vychází z principu klasické mikroskopie ve světlém poli,

kterou dále modifikují. Pro pochopení fázových metod je proto potřeba porozumět kla-
sickému principu zobrazení ve světlém poli.

1.1. Zobrazení ve světlém poli
Optický mikroskop se skládá z osvětlovací a zobrazovací části. Osvětlovací část vytváří
rovnoměrné osvětlení vzorku, zatímco zobrazovací část slouží k vytvoření zvětšeného ob-
razu pozorovaného objektu.

V mikroskopii světlého pole existují dva základní principy osvětlení nazývané kritické
a Köhlerovo osvětlení. Schéma kritické osvětlovací sestavy je znázorněno na obrázku 1.1.
Sestava se skládá ze světelného zdroje, aperturní clony a kondenzorové čočky. Konden-
zorová čočka promítá obraz světelného zdroje přímo do roviny vzorku. Aperturní clona
reguluje průměr světelného svazku vycházejícího ze zdroje a tím ovlivňuje intenzitu světla
dopadajícího na vzorek. Značnou nevýhodou této metody je nutnost použití homogen-
ního zdroje světla a přesné zaostření jeho obrazu do roviny vzorku. Pokud tyto podmínky
nejsou splněny, sledovaný objekt není rovnoměrně osvětlen a zdroj tak může zkreslovat
zaznamenávaný obraz vzorku [1, 9].

Zdroj světla Aperturní clona Kondenzorová čočka Vzorek

Obrázek 1.1: Schéma kritického osvětlení. Zdroj světla je pomocí kondenzorové čočky
promítnut do roviny vzorku. Aperturní clonou lze regulovat průměr světelného svazku
vycházejícího ze zdroje.

Nevýhody kritického osvětlení řeší Köhlerovo osvětlení, které je v současnosti domi-
nantně používané. Schéma Köhlerovy osvětlovací soustavy je znázorněno na obrázku 1.2.
Köhlerova osvětlovací sestava se skládá ze zdroje světla, kolektorové čočky, aperturní clony
a kondenzorové čočky. Kolektorová čočka vytváří obraz zdroje světla v přední ohniskové
rovině kondenzorové čočky, kde je umístěna aperturní clona. Tato clona určuje numerickou
aperturu kondenzorové čočky a tím ovlivňuje i rozlišení výsledného obrazu. Uzavíráním
clony se snižuje rozlišení, ale zároveň se zvětšuje hloubka ostrosti. Pro dosažení co nej-
vyššího rozlišení je proto vhodné ponechat aperturu co nejvíce otevřenou. Kondenzor ná-
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1.1. ZOBRAZENÍ VE SVĚTLÉM POLI

sledně z každého bodu zdroje propuštěného aperturní clonou vytváří rovinnou vlnu, která
osvětluje sledovaný vzorek. Díky tomuto principu lze dosáhnout rovnoměrného osvětlení
i při použití nehomogenního zdroje světla a zároveň minimalizovat artefakty způsobené
například vadami skla nebo prachovými částicemi [1, 9].

Zdroj světla

Aperturní clona Kondenzorová čočka

Vzorek

Kolektorová čočka

f

Obrázek 1.2: Schéma Köhlerova osvětlení. Kolektorová čočka zobrazí zdroj světla do přední
ohniskové roviny kondenzorové čočky. Ta z každého bodu vytvoří rovinnou vlnu, která
osvětluje sledovaný vzorek. Aperturní clonou lze měnit numerickou aperturu kondenzorové
čočky.

Zobrazovací část světelného mikroskopu se skládá z mikroskopového objektivu a tu-
busové čočky. V této konfiguraci je možné detekci provést digitálně. Pro potřeby pozo-
rování okem je dále využita okulárová čočka. Schéma zobrazovací soustavy mikroskopu
i s okulárem je znázorněno na obrázku 1.3. Moderní světelné mikroskopy využívají čočky
korigované na nekonečnou vzdálenost [10]. To znamená, že mikroskopový objektiv při zob-
razení ze své předmětové ohniskové roviny převádí vzorek do spektra rovinných vln, které
jsou následně zaostřeny do obrazové ohniskové roviny tubusové čočky, kde vzniká zvět-
šený obraz. V této rovině je možné obraz snímat digitálně pomocí intenzitního detektoru.
Zvětšení obrazu MOb lze určit podle vztahu

MOb = −f
′
TC
fOb

, (1.1)

kde f ′
TC je zadní ohnisková vzdálenost tubusové čočky a fOb je přední ohnisková vzdálenost

objektivu [10]. Obraz zároveň vzniká v přední ohniskové rovině okulárové čočky, která
funguje jako lupa a zobrazuje ho opět do nekonečna. Takto vytvořené rovinné vlny jsou
pak lidským okem zaostřeny na sítnici. Zvětšení MOk vytvořené okulárem lze vyjádřit
vztahem

MOk =
L

fOk
, (1.2)
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1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

Tubusová čočka Okulár

Vzorek

Objektivová čočka

fOb f ′
TC fOk

Rovina meziobrazu

Obrázek 1.3: Schéma zobrazovací sestavy mikroskopu tvořeného objektivem, tubusovou
čočkou a okulárem pro možnost pozorování obrazu okem.

kde fOk je přední ohnisková vzdálenost okulárové čočky a L = 250mm představuje kon-
venční zrakovou vzdálenost lidského oka [11]. Výsledné zvětšení mikroskopu se vypočítá
jako součin zvětšení objektivu a okuláru [4]

M =MOb ·MOk. (1.3)

Takto sestrojený mikroskop se nazývá mikroskop pro světlé pole a umožňuje pozoro-
vání amplitudových vzorků, tedy vzorků, které absorbují nebo rozptylují světlo. Mnoho
objektů amplitudu procházejícího světla nemění a v intenzitním obraze nevytváří kontrast.
To znemožňuje jejich pozorování v tradičních mikroskopech zobrazujících ve světlém poli.
Neabsorbující vzorky ovlivňují pouze fázi světla. Změny fáze jsou určené jejich prostorově
proměnnou tloušťkou nebo lokáními změnami v indexu lomu. Takové objekty se ozna-
čují jako fázové [4]. Pro jejich pozorování s vysokým kontrastem byly vyvinuty metody,
které převádějí fázové změny na intenzitní, čímž zlepšují viditelnost těchto objektů. V ná-
sledujících podkapitolách jsou popsány vybrané techniky umožňující zobrazení fázových
objektů.

1.2. Zernikeho fázový kontrast
Metoda Zernikeho fázového kontrastu, pojmenovaná po svém vynálezci Fritzu Zernikem,
byla poprvé představena v roce 1932 a její přínos byl oceněn udělením Nobelovy ceny
v roce 1953 [12]. Metodu lze využít k vytváření vysoce kontrastních obrazů průhledných
vzorků, jako jsou například živé buňky, mikroorganizmy, tenké řezy tkání či litografické
vzorky. Mikroskop pro Zernikeho fázový kontrast je založený na principu tradičního zobra-
zení ve světlém poli. Využívá ale dodatečných optických prvků v osvětlovací i zobrazovací
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1.2. ZERNIKEHO FÁZOVÝ KONTRAST

části. Schéma sestavy pro Zernikeho fázový kontrast je znázorněno na obrázku 1.5. Světlo
z běžného nekoherentního zdroje záření prochází tradiční soustavu Köhlerova osvětlovače
až do přední ohniskové roviny kondenzoru. V této rovině je umístěna clona ve tvaru mezi-
kruží fungující jako prostorový filtr. Z každého bodu mezikruží pak vychází kulová vlna,
která je kondenzorovou čočkou zkolimována. Tím vznikne homogenní osvětlení zkouma-
ného vzorku rovinnými vlnami, jejichž směry šíření leží na povrchu kuželu s vrcholovým
úhlem určeným průměrem clony a ohniskové vzdálenosti kondenzoru.

Po průchodu fázovým objektem se světlo rozdělí na dvě složky. První složka před-
stavuje světlo, které není objektem ovlivněno. Tyto rovinné vlny pokračují v původním
směru. Druhá složka představuje světlo, které interagovalo se vzorkem a bylo vychýlené
do jiného směru. Rozptýlené světlo má zpravidla menší amplitudu a zároveň dochází ke
zpomalení jeho fáze v porovnání s nerozptýleným světlem. Toto zpomalení se u biologic-
kých vzorků pohybuje okolo hodnoty π/2 [4, 13].

Obě složky světla procházejí přes zobrazovací mikroskopový objektiv až do jeho zadní
ohniskové roviny, kde vzniká ostrý obraz mezikruhové clony z přední ohniskové roviny
kondenzoru. V zadní ohniskové rovině mikroskopového objektivu je umístěna amplitu-
dově-fázová destička, která má odlišnou propustnost a tloušťku v oblastech, kam dopadá
nerozptýlené světlo. Jejím hlavním úkolem je snížit amplitudu nerozptýleného světla tak,
aby byla srovnatelná s amplitudou rozptýleného světla, a posunout jeho fázi o ±π/2 vzhle-
dem ke světlu rozptýlenému vzorkem. Pokud je amplitudově-fázová destička v oblasti me-
zikruží tenčí než v jeho okolí, jak je znázorněno na obrázku 1.4(a), dochází k dodatečné
změně fáze −π/2. To způsobí další zpoždění světla rozptýleného vzorkem oproti neroz-
ptýlenému světlu, což vede k jejich celkovému vzájemnému fázovému rozdílu blízkému
hodnotě π. V druhém případě je oblast mezikruží na amplitudově-fázové destičce silnější
než jeho okolí, jak je znázorněno na obrázku 1.4(b). Dochází tedy ke zpomalení fáze ne-
rozptýleného světla o hodnotu π/2. Výsledný vzájemný fázový rozdíl mezi rozptýleným
a nerozptýleným světlem je poté blízký nulové hodnotě [4].

Po průchodu světla mikroskopovým objektivem a amplitudově-fázovou destičkou po-
kračuje světlo přes tubusovou čočku až do její obrazové ohniskové roviny, kde obě složky
interferují a vytvářejí výsledný obraz. V režimu pozitivního fázového kontrastu vzniká
kvůli výslednému fázovému posunutí obou složek o π destruktivní interference, což zna-
mená, že objekty s vyšším indexem lomu než jejich okolí se jeví tmavší než jejich okolí.
V režimu negativního fázového kontrastu vzniká kvůli výslednému fázovému posunutí
obou složek blízkému nulové hodnotě konstruktivní interference a objekty s vyšším inde-
xem lomu než jejich okolí se budou vůči svému okolí jevit světlejší. Tento efekt je znázorněn
na obrázku 1.4(c) a 1.4(e) [4].

Interpretace obrazů pořízených pomocí fázového kontrastu není zcela jednoznačná.
Intenzita v obrazové rovině je závislá především na optické dráze světla, tedy součinu
indexu lomu a tloušťky objektu. V pozitivním kontrastním režimu, což je konvenční mód
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1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

Pozitivní fázový kontrast Negativní fázový kontrast

Fázové destičky

Ilustrativní zobrazení fázového objektu(a) (b)

(c) (d) (e)

(f) (g) (h)

x

y

x

y

I

x

I

x

I

x

Obrázek 1.4: Schéma fázových destiček pro pozitivní (a) a negativní fázový kontrast (b)
a ilustrativní zobrazení fázového objektu ve tvaru krychle (d) pomocí pozitivního (c)
a negativního (e) fázového kontrastu s intenzitními profily vedenými jejich středem (f, g,
h). Na těchto grafech lze pozorovat haló a stínový efekt. Převzato a upraveno z [4].

zobrazování pomocí fázového kontrastu, se objekty s vyšším indexem lomu vůči jejich okolí
obvykle jeví tmavší, jak lze vidět na obrázku 1.4(c). Pokud je však objekt dostatečně silný,
může způsobit fázový posun rozptýleného světla větší než π, což vede ke konstruktivní
interferenci a objekt se pak bude jevit světlejší. Metoda je však také náchylná k optickým
artefaktům, které mohou zkreslit intenzitu obrazu, aniž by souvisely s rozdílem optických
drah. Mezi nejvýraznější artefakty patří haló efekt a stínový efekt [4].

Haló efekt se projevuje světlým prstencem kolem objektů, které se jeví tmavší než
jejich okolí, nebo naopak tmavým prstencem kolem světlých objektů. Tento jev vzniká
tím, že část rozptýleného světla projde amplitudově-fázovou destičkou skrze oblast mezi-
kruží, určenou pro nerozptýlené světlo. Takto přenesené světlo nezískává potřebné fázové
zpoždění oproti nerozptýlené složce a není tedy ovlivněno destruktivní či konstruktivní
interferencí, což vede k lokálnímu obrácení kontrastu. Tento jev je ilustrován na obrázcích
1.4(c) a 1.4(e) [4].
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1.2. ZERNIKEHO FÁZOVÝ KONTRAST

Stínový efekt, známý z anglické literatury také jako shade-off efekt, se projevuje po-
stupnou změnou intenzity u velkých planárních objektů směrem k jejich středu, přestože
jejich optická dráha je všude stejná, jak je znázorněno na obrázcích 1.4(c) a 1.4(e), po-
případě na řezech intenzitou podél vyznačených oblastí 1.4(f) a 1.4(h). Tento artefakt
vzniká v důsledku malého vychýlení rozptýleného světla z centrálních částí objektů, které
tak částečně zasahuje do mezikruhové oblasti amplitudově-fázové destičky. Takto přene-
sené světlo opět nezískává potřebné fázové zpoždění proti nerozptýlené složce a nedochází
tak k destruktivní či konstruktivní interferenci [4].
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1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

Tubusová čočka

Vzorek

Objektivová čočka

Clona ve tvaru mezikruží

Kondenzorová čočka

Fázová destička

Světlo rozptýlené vzorkem
Nerozptýlené světlo

Rovina obrazu

Kolektor

Zdroj světla

fk

f ′
ob

Obrázek 1.5: Schéma sestavy mikroskopu pro Zernikeho fázový kontrast. Světlo vycházející
ze zdroje putuje přes kolektor až do přední ohniskové roviny kondenzoru. Zde je umístěna
clona ve tvaru mezikruží. Světlo propuštěné touto clonou putuje na vzorek, kde se rozdělí
na světlo, které není vzorkem ovlivněno a pokračuje původním směrem, a na světlo, které
je světlem rozptýleno do okolí a fázově posunuto oproti neovlivněnému světlu. Obě tyto
složky putují přes amplitudově-fázovou destičku v zadní ohniskové rovině objektivové
čočky, která změní fázi a amplitudu světla neovlivněného vzorkem. Obě složky následně
tubusová čočka přenese do roviny detektoru, kde spolu interferují a vytvářejí zde výsledný
obraz.
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1.3. NOMARSKÉHO DIFERENCIÁLNÍ INTERFERENČNÍ KONTRAST

1.3. Nomarského diferenciální interferenční kontrast
Další technikou pro pozorování fázových objektů je diferenciální interferenční kontrast,
který se označuje také zkratkou DIC z anglického názvu Differential Interference Con-
trast nebo také jako Nomarského metoda podle jejího vynálezce, francouzsko-polského
optického teoretika jménem Georges Nomarski. Tato technika využívá polarizační prvky
a speciální Wollastonovy hranoly. Tyto hranoly umožňují prostorové rozdělení polarizo-
vaného světla do dvou kolmo polarizovaných složek. Tyto složky procházejí odlišnými
oblastmi vzorku a po opětovném prostorovém sesazení a projekci do stejného polarizač-
ního stavu interferenčně zesilují lokální gradienty optické dráhy zobrazovaného vzorku [4].

Wollastonův hranol slouží jako polarizační dělič svazků a skládá se ze dvou klínových
destiček z dvojlomného materiálu, které jsou k sobě pevně spojeny. Optické osy obou klínů
jsou orientovány kolmo na sebe a na směr šíření dopadajícího světla, jak je naznačeno
na obrázku 1.6. Hranol je osvětlený lineárně polarizovaným světlem s vektorem elektrické
intenzity kmitajícím diagonálně vůči optickým osám klínových destiček. V důsledku dvoj-
lomu se při průchodu světla hranolem původní svazek rozdělí na dva svazky s kolmými
lineárními polarizacemi, které se pohybují mírně odlišnými směry. Diagonální nastavení
lineárního polarizátoru proti optickým osám hranolu zajišťuje rovnoměrné rozdělení světla
do obou svazků. Rovina, kde se tyto dva svazky protínají, se nazývá interferenční rovina.
Pro pokročilé aplikace je zapotřebí, aby tato rovina ležela mimo materiál hranolu. Aby
bylo možné umístit rovinu mimo samotný hranol, byl vyvinut Nomarského hranol, který
je zobrazen na obrázku 1.6. Požadovného chování je zde dosaženo rozdílnou orientací
optických os klínových destiček než u Wollastonova hranolu 1.6 [4].

Schéma DIC mikroskopu je znázorněno na obrázku 1.7. Světlo ze zdroje je nejprve
lineárně polarizováno pomocí polarizátoru a následně prochází Wollastonovým hrano-
lem, který jej rozdělí na dva svazky s kolmými polarizacemi. Interferenční rovina hranolu
je umístěna v přední ohniskové rovině kondenzoru, což umožňuje kolimaci obou svazků
a splnění podmínky Köhlerova osvětlení. Jelikož mají svazky kolmé polarizace, vzájemně
se neovlivňují a systémem prochází nezávisle. Vzdálenost mezi nimi, označována jako
střih, je natolik malá, že leží pod rozlišovací schopností mikroskopu. Směr, ve kterém
došlo k rozdělení paprsků, se nazývá osa střihu a její orientace je určena optickou osou
druhé klínové destičky hranolu [4].

Při průchodu vzorkem dochází k rozdílným změnám fáze příčně posunutých svazků,
protože každý z nich prochází jinou částí vzorku. Po průchodu vzorkem a mikroskopo-
vým objektivem oba svazky dosáhnou druhého Wollastonova hranolu, jehož osa střihu je
orientována stejným směrem jako u prvního hranolu a jehož interferenční rovina je umís-
těna v zadní ohniskové rovině objektivu. V místě interferenční roviny dojde k opětovnému
příčnému sesazení svazků. Oba svazky dále putují přes analyzátor, který je natočen o 90°
vůči vstupnímu polarizátoru. Pokud oba svazky prošly stejnou optickou dráhou, vytvoří
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Optická osa krystalu

Kolmé polarizace
Vstupní polarizace

Interferenční rovina

Wollastonův hranol Nomarského hranol

Obrázek 1.6: Schéma rozdělení polarizací pomocí Wollastonova a Nomarského hranolu.

za objektivem lineárně polarizované světlo, které je analyzátorem blokováno. Pokud ale
mezi svazky vznikne fázový rozdíl, výsledná polarizace bude eliptická a část světla přes
analyzátor projde až na detektor, kde vytvoří kontrastní obraz na černém pozadí [4].

Často se využívá modifikace, při které je posun fáze jednoho ze svazků uměle vytvo-
řen. Toho lze dosáhnout buď natočením jednoho z hranolů nebo umístěním čtvrtvlnné
destičky za vstupní polarizátor (de Sénarmontova metoda). Výsledkem je obraz s tma-
vými a světlými oblastmi na tmavě šedém pozadí, který vytváří dojem trojrozměrného
reliéfu osvětleného z boku [4, 14].

Metoda DIC se vyznačuje vysokým rozlišením a není zatížena obrazovými artefakty
jako haló efekt u Zernikeho fázového kontrastu. Z popisu metody vyplývá, že obrazový
kontrast nevzniká interferencí rozptýleného a nerozptýleného světla, ale porovnáním dvou
svazků odlišným způsobem ovlivněných zobrazovaným vzorkem. Obrazový kontrast tedy
nevzniká přímo v závislosti na optické dráze ale pouze jejich změnách ve směru rovnoběž-
ném s osou střihu. Mnoho DIC mikroskopů je navrženo tak, aby umožňovaly otáčení osy
střihu, čímž lze dále optimalizovat viditelnost konkrétních struktur vzorku [4].
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1.4. SPIRÁLNÍ FÁZOVÝ KONTRAST

fk

f ′
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Objektivová čočka

Vzorek

Kondenzorová čočka

Wollastonův hranol
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Polarizátor
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Lineárně polarizované světlo
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Světlo prošlé vzorkem
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Obrázek 1.7: Schéma sestavy mikroskopu pro diferenciální interferenční kontrast. Lineárně
polarizované světlo přicházející od vstupního polarizátoru je pomocí Wollastonova hranolu
prostorově rozděleno na dva svazky s kolmými lineárními polarizacemi. Tyto svazky dále
procházejí přes kondenzorovou čočku na rovinu vzorku. Při průchodu vzorkem dochází k
rozdílným změnám fáze příčně posunutých svazků. Po průchodu vzorkem a objektivovou
jsou svazky opět sesazeny pomocí druhého Wollastonova hranolu a dále procházejí přes
analyzátor.

1.4. Spirální fázový kontrast
Spirální fázový kontrast představuje relativně novou zobrazovací metodu, která byla vy-
vinuta v laboratoři profesorky Moniky Ritsch-Marte na Lékařské univerzitě v rakouském
Innsbrucku. Princip této metody spočívá ve fázovém filtrování ve Fourierově rovině, které
vytváří bodovou rozptylovou funkci s toroidním (prstencovým) tvarem. Vytvoření obrazu
lze matematicky popsat jako konvoluci původního objektu s touto bodovou rozptylovou
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1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

funkcí, což vede k izotropnímu zvýraznění hran jak fázových, tak i amplitudových struk-
tur.

Optická sestava mikroskopu pro spirální fázový kontrast se od standardního světel-
ného mikroskopu liší zavedením vírové fázové masky, umístěné do zadní ohniskové roviny
mikroskopového objektivu, kde se vytváří Fourierův obraz pozorovaného objektu, jak je
vidět na obrázku 1.8. Tato maska moduluje fázi procházející vlnoplochy podle vztahu
exp(iϕ), kde ϕ označuje úhlovou polární souřadnici v rovině kolmé na šíření dané vlny.
Výsledkem této modulace je, že každý bod vzorku je v obrazové rovině reprezentován jako
prstencová stopa s vírovou fází závislou na lokální tloušťce a indexu lomu zobrazovaného
předmětu. Interferencí těchto obrazových stop pak v obrazové rovině vzniká intenzitní
kontrast fázových obrazů [15, 16].

ϕ

Obrazová rovina
Mikroskopový objektiv

Vírová fázová maska

Vírová fázová maska

Tubusová čočka
Předmětová rovina

f ′
Ob

2π

0

Obrázek 1.8: Schéma optické sestavy mikroskopu pro spirální fázový kontrast (nahoře)
a vírová fázová maska použitá v tomto systému (dole).

Při zobrazování bodu na homogenní ploše je kladný příspěvek od jednoho bodu vy-
rušený negativním příspěvkem od sousedního bodu a dojde k destruktivní interferenci
(obrázek 1.9(a)). Intenzita v obrazové rovině je pak nulová. Naopak na hranách amplitu-
dových nebo fázových struktur, kde dochází k fázovému posunu mezi sousedními body,
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není destruktivní interference úplná. Výsledkem je zvýšená intenzita vedoucí ke kontrast-
nímu zobrazení hran nebo fázových změn (obrázek 1.9(b)) [15].

Metoda spirálního fázového kontrastu zvýrazňuje fázový gradient vzorku. Díky rotační
symetrii bodové rozptylové funkce dochází k rovnoměrnému zvýraznění hran ve všech
směrech, tato metoda je tedy izotropní. To představuje významnou výhodu oproti metodě
DIC, která zvýrazňuje detaily především ve směru střihu.

3π/2

π/2

3π/2

3π/4

Hrana objektu

Fázový objekt

(a) homogenní plocha (b) hrana fázového objektu

2π

0

2π

0

Obrázek 1.9: Interference dvou prstencových stop s vírovou fází (a) na homogenní ploše
a (b) na hraně fázového objektu, který posouvá fázi prošlého světla o π/4 (b).

1.5. Kvantitativní fázové zobrazení
Dříve zmíněné zobrazovací techniky umožňují zvýraznit kontrast fázových objektů, avšak
neposkytují informaci o absolutní velikosti fázového posunu způsobeného vzorkem. Kvan-
titativní fázové zobrazení, často označované také jako digitální holografická mikroskopie,
představuje metodu, která umožňuje přesné měření fázové změny světelné vlny po prů-
chodu vzorkem, a to bez nutnosti jeho obarvení. Tato metoda je tedy obzvláště vhodná
pro pozorování živých buněk bez vlivu toxických efektů barviv, nebo pro studium nano-
struktur, kde je barvení z principu nemožné [2].

Princip kvantitativního fázového zobrazení je založen na interferenci dvou optických
vln, přičemž jen jedna z nich prochází zobrazovaným vzorkem. Schéma základního uspořá-
dání holografického mikroskopu je znázorněno na obrázku 1.10. Světlo ze zdroje je děličem
svazku rozděleno do dvou větví. V jedné z nich, označované jako signální větev, světelná
vlna prochází pozorovaným vzorkem, přičemž dochází k deformaci vlnoplochy vlivem lo-
kálních změn indexu lomu a tloušťky vzorku. V referenční větvi vzorek chybí, nebo je
použitý referenční vzorek známého tvaru a tloušťky, a světlo zde slouží jako reference pro
měření deformace vlnoplochy signální vlny. Obě větve se následně znovu spojí pomocí
druhého děliče svazku a interferují na detektoru, kde vzniká hologram, který předsta-
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1. REŠERŠE METOD FÁZOVÉHO ZOBRAZENÍ

vuje interferenční obrazec obsahující jak amplitudové, tak fázové informace o vzorku [17].
Výsledná intenzita v rovině detektoru je popsána vztahem

I = Ir + Is(x, y) + 2
√
Ir · Is(x, y) cos(δ + φ(x, y)), (1.4)

kde Is a Ir jsou intenzity signální a referenční vlny, φ(x, y) je fázový posun způsobený
vzorkem a δ je konstantní rozdíl optických drah signální a referenční vlny [2].

Dělič svazku Kondenzor Objektiv

Zrcadlo

Dělič svazku

Detektor

ObjektivKondenzor Vzorek

Zrcadlo

Světelný zdroj

Signální větev

Referenční větev

Obrázek 1.10: Schéma holografického mikroskopu Mach-Zehnderova typu. Světlo je po-
mocí děliče svazku rozděleno do dvou větví, přičemž v jedné větvi je vložen pozorovaný
vzorek, který způsobí deformaci vlnoplochy prošlého světla. Po průchodu větvemi inter-
ferometru se svazky z obou větví opět spojují na detektoru, kde se vytvoří interferenčí
obrazec.

Na základě úhlu mezi signální a referenční vlnou při jejich rekombinaci lze rozlišit dvě
základní konfigurace mikroskopu nazývané osová a mimoosová holografie [2]. V osovém
uspořádání je úhel mezi svazky nulový. Tento typ mikroskopu je konstrukčně jednoduchý
a robustní, přičemž signální a referenční vlna mohou sdílet stejnou optickou cestu —
jedná se o tzv. jednocestné uspořádání. Pro rekonstrukci fázového obrazu je nezbytné
použít metodu krokování, které obnáší pořízení zpravidla čtyř hologramů Ij, přičemž jsou
hologramy pořízeny s hodnotami δj = (j − 1) · π/2, j = 1, 2, 3, 4 [2]. Tato podmínka
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značně znemožňuje efektivní pozorování dynamických procesů. Rekonstrukce fáze vnesené
vzorkem je pak vypočítána pomocí vzorce

φ = arctg
(
I4 − I2
I1 − I3

)
. (1.5)

V mimoosovém uspořádání svírají signální a referenční svazky při rekombinaci ne-
nulový úhel. To umožňuje rekonstrukci fázového obrazu již z jednoho hologramu, čímž
se tato konfigurace stává vhodnější pro sledování dynamických dějů. Intenzita obrazu
zaznamenaná na detektoru je popsána rovnicí

I = Ir + Is(x, y) + 2
√
Ir · Is(x, y) cos(αx+ φ(x, y)), (1.6)

kde α představuje prostorovou frekvenci vzniklou v důsledku mimoosového uspořádání,
danou vztahem α = 2πsin(θ)/λ. Zde je λ vlnová délka světla a θ je úhel mezi signální
a referenční větví [2]. Rekonstrukce fázového obrazu se v tomto případě provádí pomocí
prostorového filtrování ve spektru obrazových frekvencí pořízeného hologramu. I když
jsou mimoosové systémy výrazně vhodnější pro zobrazování rychlých a dynamických jevů,
jejich realizace je konstrukčně složitější a vyžaduje přesnější optickou justáž.

1.5.1. Mikroskop Jamin-Lebedeff

Zajímavým řešením, které kombinuje jednoduchost metod fázového kontrastu s holografic-
kou rekonstrukcí obrazu je mikroskop Jamin-Lebedeff, Mikroskop představuje jednocestný
osový holografický mikroskop, jehož princip vychází z metody diferenciálního interferenč-
ního kontrastu (DIC). V osvětlovací části systému je světlo rozděleno na dva lineárně
polarizované svazky s navzájem kolmou polarizací. Toto rozdělení je realizováno prostřed-
nictvím anizotropních krystalů, nejčastěji z kalcitu nebo křemene, jejichž optická osa je
orientována pod úhlem 45° vůči směru šíření svazků [17]. Na rozdíl od klasického DIC mik-
roskopu je separace svazků v případě mikroskopu Jamin–Lebedeff natolik výrazná, že jsou
v rovině vzorku zcela oddělené. Pozorovaným objektem prochází pouze jeden ze svazků,
zatímco druhý prochází volnou částí zorného pole a slouží jako referenční. Za mikrosko-
povým objektivem dochází ke zpětnému prostorovému sesazení svazků pomocí druhého
anizotropního krystalu. Následně světlo prochází čtvrtvlnnou destičkou, která převede
kolmé lineární polarizace na opačně orientované kruhové polarizace, a dále lineárním po-
larizátorem směrem k detektoru. Rotací výstupního polarizátoru se mezi oběma svazky
zavádí definované hodnoty vzájemného fázového posunu δj potřebné ke kvantitativní re-
konstrukci fáze vzorku, vypočítané dle rovnice 1.5 [17].
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2. Motivace práce
Tato diplomová práce se zabývá vývojem mikroskopového systému, který kombinuje

výhody osové a mimoosové holografické mikroskopie. Schéma navrženého systému je zná-
zorněno na obrázku 2.1. Systém se skládá ze dvou hlavních částí. První část tvoří jedno-
cestný osový holografický mikroskop typu Jamin–Lebedeff, ve kterém se vytvoří signální
a referenční vlna s lineárními, navzájem kolmými polarizacemi. Na výstupu této části jsou
polarizace obou vln převedeny na opačné kruhové polarizace. Druhá část se je tvořena
geometricko-fázovým holografickým modulem. Modul je založený na využití geometricko-
-fázové mřížky, jež slouží jako difraktivní dělič pro kruhově polarizované světlo. Geomet-
ricko-fázová mřížka zajišťuje úhlovou separaci polarizačně kódované signální a referenční
vlny, zatímco zbylé optické komponenty zajišťují jejich opětovné spojení a interferenci
v rovině detektoru. K výsledné interferenci dochází při nenulovém rekombinačním úhlu
mezi signální a referenční vlnou, což umožňuje vznik mimoosového hologramu.

Spojení obou částí je možné díky vhodnému zacházení s polarizacemi signální a re-
ferenční vlny. Výsledný navržený systém kombinuje konstrukční jednoduchost a stabilitu
osové holografie s výhodou jednosnímkového záznamu typickou pro mimoosové uspořá-
dání. Cílem práce je sestrojení funkčního mikroskopu pracujícího ve viditelné spektrální
oblasti. Na základě získaných poznatků bude následně sestaven identický systém pracující
v blízké infračervené oblasti, který bude využit ke studiu aktivních metapovrchů z mate-
riálu VO2, vyvíjených na Středoevropském technologickém institutu (CEITEC) v Brně.

21



Kolimační

Zdroj světla
Lineární polarizátor

Dělič svazku

Půlvlnná destička

Kolektor

Kondenzorová

Vzorek
Mikroskopový

Tubusová čočka Dělič svazku

Čtvrtvlnná destička

Signální vlna

Referenční vlna
Optická osa

Geometricko-fázová

Lineární polarizátor

Detektor

Čočka 2

Čočka 1

Mikroskop Jamin-Lebedeff

čočka

objektiv

čočka

destička

Geometricko-fázový modul

Obrázek 2.1: Koncepční návrh vyvíjeného mikroskopu. Zařízení kombinuje jednocestný
osový mikroskop Jamin-Lebedeff s geometricko-fázovým holografickým modulem, který
transformuje osové uspořádání na mimoosové. Tato kombinace je realizována díky vhod-
nému řízení polarizačních vlastností světla v jednotlivých částech systému. Signální a re-
ferenční vlna je v obrázku barevně kódovaná spolu s označením polarizačních stavů světla
v jednotlivých fázích zobrazovacího procesu.
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3. Mikroskop Jamin-Lebedeff
První část navrhovaného zobrazení je založena na průchodu světla mikroskopem Ja-

min-Lebedeff a vytvoření signální a referenční vlny s kolmými lineárními polarizacemi.
V této kapitole bude proveden teoretický popis zobrazení mikroskopem Jamin-Lebedeff,
včetně popisu separace polarizovaného světla do signální a referenční vlny pomocí anizot-
ropních krystalů, jejich opětovné spojení a provedení krokování fáze vedoucí k rekonstrukci
kvantitativních fázových obrazů v osovém uspořádání. Dále zde bude popsán konstrukční
návrh mikroskopu a provedeno experimentální ověření jeho funkčnosti pomocí kvantita-
tivního fázového zobrazení testovacích vzorků.

3.1. Teoretický popis zobrazení mikroskopem Jamin-
-Lebedeff

Pro zobrazení mikroskopem Jamin-Lebedeff a jeho teoretický popis je stěžejní polarizace
světla. Polarizaci rovinné vlny je možné definovat dvousložkovým Jonesovým vektorem.
Složky Jonesova vektoru odpovídají složkám elektrické intenzity světla ve směrech os x
a y Kartézské soustavy souřadnic. Jejich amplituda a vzájemné fázové zpoždění definují
polarizační stav. Světlo je obecně elipticky polarizované. Obecný polarizační stav popisuje
Jonesův vektor

J =

[
cosψ
eiδ sinψ

]
, (3.1)

kde ψ je úhel vztažený k ose x a δ představuje vzájemné fázové zpoždění obou složek.
Lineární polarizace se získá dosažením vzájemného fázového zpoždění δ = m ·π, kde m je
celé číslo. Prakticky je možné lineární polarizaci vytvořit pomocí lineárního polarizátoru.
Druhým polarizačním stavem významným při popisu zobrazení je kruhová polarizace.
Kruhovou polarizaci je možné z obecného Jonesova vektoru získat vyrovnáním amplitud
obou složek a vytvořením fázového zpoždění δ = ±π/2. Prakticky lze polarizační stavy
transformovat a přecházet mezi nimi za použití vlnových destiček.

Při teoretickém popisu zobrazení, které postupuje podle obrázku 3.1, je uvažován bo-
dový zdroj monochromatického záření. Světlo, které vychází ze zdroje, je kolimační čočkou
převedeno na rovinnou vlnu a dále prochází lineárním polarizátorem. Pro jednoduchost
dalšího popisu uvažujeme polarizátor orientovaný propustným směrem pod úhlem 45°
vzhledem k ose x. Tímto způsobem je vytvořena diagonální lineární polarizace, která se
vyznačuje stejnou amplitudou kmitových složek a jejich nulovým fázovým zpožděním.
Rovinnou vlnu postupující za polarizátorem lze vyjádřit vztahem

~u = A

[
1

1

]
, (3.2)
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kde A je amplituda vlny a závorka představuje dvousložkový Jonesův vektor popisující
její diagonální polarizaci.

Vlna dále putuje přes dělič svazku tvořený z anizotropního krystalu. Krystal je tvo-
řený jednoosým anizotropním materiálem. Anizotropie je charakterizována optickou osou
krystalu, která značí směr, pro který se materiál chová jako izotropní. Pro každý jiný
úhel je možné světlo rozdělit do dvou polarizačních složek. Jedna složka je za všech okol-
ností ovlivněna stejným indexem lomu na, který se nazývá řádný. Druhá složka je ovliv-
něna mimořádným indexem lomu nb (α). Velikost mimořádného lomu závisí na úhlu α

mezi směrem šíření dopadající rovinné vlny a optickou osou anizotropního materiálu. Při
vhodné orientaci optické osy krystalu vůči směru dopadajícího záření a správné polari-
zaci dopadající vlny dochází k jejímu rovnoměrnému rozdělení do dvou příčně posunutých
vln s lineárními a vzájemně kolmými polarizacemi. Směr šíření obou vystupujících vln je
shodný se směrem šíření vstupní vlny. Vystupující vlny představují signální a referenční
vlnu uS,1 a uR,1. V tomto případě je diagonální polarizace vstupní vlny rovnoměrně roz-
dělena do lineárních polarizací ve směru osy x, resp. ve směru osy y, a je možné je zapsat
jako

~uS,1 = AS · eiϕo

[
1

0

]
, (3.3)

~uR,1 = AR · eiϕe

[
0

1

]
, (3.4)

kde ϕo a ϕe jsou fázová zpoždění způsobená průchodem vln krystalem. Mezi vlnami tak
vznikne fázové zpoždění ∆ϕ = ϕo − ϕe. Další detaily k funkci krystalu budou uvedeny
v podkapitole 3.2.

Z důvodů, které budou zřejmé později, obě vlny prochází přes půlvlnnou destičku,
jejíž rychlá osa svírá úhel 45° s osou x. Matice reprezentující půlvlnnou destičku má tvar

Mλ/2 =

[
0 1

1 0

]
. (3.5)

Vlny prošlé půlvlnnou destičkou pak změní polarizace podle vztahů

~uS,2 = AS · eiϕo

[
0 1

1 0

][
1

0

]
= AS · eiϕo

[
0

1

]
, (3.6)

~uR,2 = AR · eiϕe

[
0 1

1 0

][
0

1

]
= AR · eiϕe

[
1

0

]
. (3.7)

Obě vlny poté procházejí přes kolektor a kondenzor. Tato sestava obě vlny se zmenšením
přenese do roviny vzorku, kde je umístěný sledovaný objekt, resp. referenční vzorek od-
povídající prázdné části zorného pole. U signální a referenční vlny může nastat částečná
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absorpce světla a vnesení fázového posunu zobrazovaným vzorkem. Signální vlna je obecně
popsána prostorově proměnnou amplitudou aS(x, y) a fázovým posunem φS(x, y), zatímco
útlum aR, a fázová změna φR jsou u referenční vlny konstantní. Signální a referenční vlnu
pak lze zapsat jako

~uS,3 = aS(x, y) · eiϕo · eiφS(x,y)

[
0

1

]
, (3.8)

~uS,3 = aR · eiϕe · eiφR

[
1

0

]
. (3.9)

Signální a referenční vlna dále prochází mikroskopovým objektivem a tubusovou čočkou,
díky kterým dochází k vytvoření zvětšeného obrazu vzorku v rovině detektoru. Při zane-
dbání vlivu difrakce a uvážení dokonalého bodového zobrazení dochází pouze k transfor-
maci souřadnic ve tvarech x′ = m ·x a y′ = m · y, přičemž x′ a y′ jsou souřadnice v rovině
detektoru a m je hodnota příčného měřítka zvětšení. Před detekcí obě vlny procházejí
druhým děličem v podobě identického anizotropního krystalu, který byl použitý k jejich
rozdělení. Druhý krystal zajišťuje opětovné sesazení signální a referenční vlny. Tohoto
chování je dosaženo díky použití půlvlnné destičky (3.6, 3.7), která zaměnila lineární po-
larizace signální a referenční vlny po průchodu prvním děličem. Díky tomu vlna, která
byla při průchodu prvním děličem ovlivněna působením řádného indexu lomu, je při prů-
chodu druhým děličem ovlivněna mimořádným indexem lomu. Stejný efekt, ale v opačném
pořadí, nastává také při průchodu druhé vlny oběma děliči. Díky tomuto kompenzačnímu
efektu je výsledné fázové zpoždění signální a referenční vlny po průchodu oběma děliči
stejné až na fázové změny vnesené zobrazovaným vzorkem. Rovnice signální a referenční
vlny pak dostávají tvar

~uS,4 = aS(x
′, y′) · eiϕe · eiϕo · eiφS(x

′,y′)

[
0

1

]
= aS(x

′, y′) · eiγ · eiφS(x
′,y′)

[
0

1

]
, (3.10)

~uR,4 = aR · eiϕo · eiϕe · eiφR

[
1

0

]
= aR · eiγ · eiφR

[
1

0

]
, (3.11)

kde γ = ϕo + ϕe je fázový posun způsobený oběma děliči svazku.
Díky vyrovnání optických drah a kompenzací vlivu obou děličů můžou obě vlny po

sjednocení jejich polarizačních stavů lineárním polarizátorem interferovat. Vlivem interfe-
rence dochází k vytvoření intenzitních změn v závislosti na fázových změnách vnesených
vzorkem. Tímto způsobem může mikroskop Jamin-Lebedeff poskytovat zobrazení v režimu
fázového kontrastu. V pokročilém režimu zobrazení je možné dosáhnout ale i kvantitativní
fázové rekonstrukce jako v tradičních holografických mikroskopech. K dosažení kvantita-
tivní fázové rekonstrukce je třeba využít metodu krokování fáze a zaznamenat fázově
posunuté hologramy nezbytné pro rekonstrukci fáze popsanou vztahem (1.5). V případě
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mikroskopu Jamin-Lebedeff je díky kódování signální a referenční vlny do kolmých pola-
rizačních stavů možné ke krokování fáze využít změn geometrické fáze světla. Ke změnám
geometrické fáze dochází při polarizační transformaci světla. V jednoduchém případě,
který lze využít ke krokování fáze, je možné geometrickou fázi světla měnit při transfor-
maci kruhové polarizace na lineární pomocí standardního lineárního polarizátoru. Aby
bylo možné krokování fáze implementovat, je před detekcí do optické cesty vložena čtvrt-
vlnná destička, jejíž rychlá osa svírá s osou x úhel α = 45°. Jonesova matice popisující
chování čtvrtvlnné destičky je ve tvaru

Mλ/4 =
1√
2

[
1 −i
−i 1

]
. (3.12)

Díky čtvrtvlnné destičce se převedou kolmé lineární polarizace na opačné kruhové polari-
zace podle rovnic

~uS,5 = aS(x
′, y′)·eiγ ·eiφS(x

′,y′)· 1√
2

[
1 −i
−i 1

][
0

1

]
=

−i · aS(x
′, y′)√

2
·eiγ ·eiφS(x

′,y′)

[
1

i

]
, (3.13)

~uR,5 = aR · eiγ · eiφR · 1√
2

[
1 −i
−i 1

][
1

0

]
=
aR√
2
· eiγ · eiφR

[
1

−i

]
. (3.14)

Do sestavy je dále vložen lineární polarizátor, který plní dvojí funkci. Opačné kruhové
polarizace jsou ortogonální polarizační stavy, které se sčítají pouze v intenzitě. Lineární
polarizátor projektuje obě kruhové polarizace do stejného kmitosměru a umožňuje tak
jejich interferenci. Při projekci ale dochází také ke vzniku fázových členů. Tyto fázové
členy představují geometrickou fázi světla závislou na natočení polarizátoru a lze je využít
ke krokování fáze. Jonesova matice obecně natočeného polarizátoru má tvar

MLP =

[
cos2 θ cos θ sin θ

cos θ sin θ sin2 θ

]
, (3.15)

kde θ je úhel, který svírá propustný směr polarizátoru s osou x. Průchodem lineárním
polarizátorem změní signální a referenční vlna svoje tvary podle rovnic

~uS,6 =
−i · aS(x

′, y′)√
2

· eiγ · eiφS(x
′,y′)

[
cos2 θ cos θ sin θ

cos θ sin θ sin2 θ

][
1

i

]
=

=
−i · aS(x

′, y′)√
2

· eiγ · eiφS(x
′,y′) · eiθ

[
cos θ
sin θ

]
,

(3.16)
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~uR,6 =
aR√
2
· eiγ · eiφR

[
cos2 θ cos θ sin θ

cos θ sin θ sin2 θ

][
1

−i

]
=
aR√
2
· eiγ · eiφR · e−iθ

[
cos θ
sin θ

]
. (3.17)

Jak vyplývá z rovnic (3.16) a (3.17), po polarizačním sjednocení získá signální vlna fázový
posun θ, kdežto referenční vlna získá fázový posun −θ. Mezi vlnami tedy vzniká vzájemný
fázový rozdíl 2θ, který je určený natočením lineárního polarizátoru.

Na detektoru spolu signální a referenční vlna interferují a vzniká zde interferenční
obraz. Výsledná intenzita v rovině detektoru lze vyjádřit pomocí vztahu

I = |~uS,6 + ~uR,6|2 = (~uS,6 + ~uR,6)
† · (~uS,6 + ~uR,6) =

= ~u†S,6 · ~uS,6 + ~u†R,6 · ~uR,6 + ~u†S,6 · ~uR,6 + ~u†R,6 · ~uS,6 =

=
a2S(x

′, y′)

2
+
a2R
2

+
iaS(x

′, y′)aR

2

{
e−i[2θ+(φS(x

′,y′)−φR)] − ei[2θ+(φS(x
′,y′)−φR)]

}
=

=
a2S(x

′, y′)

2
+
a2R
2

+ aS(x
′, y′)aR sin [2θ + (φS(x

′, y′)− φR)] ,

(3.18)

což formálně odpovídá tradiční rovnici (1.4). Z porovnání těchto rovnic vyplývá, že pro
rekonstrukci fáze podle rovnice (1.5) je krokování fáze zajištěno záznamem intenzit Ij
získaných otáčením lineárního polarizátoru, přičemž potřebné úhly natočení jsou

θj =
π

4
· (j − 1), j = 1, 2, 3, 4. (3.19)
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Kolimační čočka

Zdroj světla

Lineární polarizátor

Dělič svazku

Půlvlnná destička

Kolektor

Kondenzorová čočka

Vzorek
Mikroskopový objektiv

Tubusová čočka Dělič svazku

Čtvrtvlnná destička

Lineární polarizátor

Detektor

Signální vlna

Referenční vlna

Optická osa

~uS,1, ~uR,1

~uS,2
~uR,2

~uS,3

~uR,3

~uS,4, ~uR,4

~uS,5, ~uR,5

~uS,6, ~uR,6

Obrázek 3.1: Schéma navrženého mikroskopu Jamin-Lebedeff. Signální a referenční vlna
jsou v obrázku barevně kódované. Barevné kódování je přeneseno i do označení polari-
začních stavů vln v jednotlivých krocích zobrazovaného procesu. Označení signální a re-
ferenční vlny ~uS,1−6 a ~uS,1−6 v jednotlivých fázích zobrazovacího procesu a grafické zná-
zornění polarizačních stavů usnadňuje propojení schématu s teoretickým popisem.
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3.2. Prostorová separace svazků krystalem kalcitu
V návrhu mikroskopu Jamin-Lebedeff je uvažováno použití děliče svazku s označením
BD27 od společnosti Thorlabs [18], který využívá anizotropní vlastnosti krystalu kal-
citu k prostorové a polarizační separaci optických svazků. Pro lepší pochopení principu
jeho funkce je v této kapitole představena teorie anizotropních materiálů, která je dále
aplikována na konkrétní případ krystalu kalcitu použitého v navrhovaném mikroskopu.
Teoretické poznatky o anizotropních materiálech byly čerpány z literatury [11, 19].

Anizotropní chování se vyskytuje u materiálů s krystalickou strukturou, kde jsou mo-
lekuly pravidelně uspořádány. To vede k tomu, že jejich optické vlastnosti závisí na směru
šíření světla. V takovém prostředí je vztah mezi elektrickou intenzitou ~E a elektrickou
indukcí ~D popsán rovnicí

~D = ε̂ ~E, (3.20)

kde ε̂ představuje tenzor elektrické permitivity. Složky tenzoru elektrické permitivity závisí
na zvoleném souřadnicovém systému. Vždy lze však zvolit takový souřadnicový systém,
v němž je tento tenzor diagonální. Takový systém souřadnic se nazývá základní systém
souřadnic a definuje základní osy krystalu x1, x2 a x3. Podél těchto os lze zavést indexy
lomu n1, n2 a n3 ve tvaru

n1 =
√
ε11/ε0, n2 =

√
ε22/ε0, n3 =

√
ε33/ε0, (3.21)

kde ε11, ε22 a ε33 jsou diagonální složky tenzoru elektrické permitivity ε̂ a ε0 = 8, 85 ·
10−12 Fm−1 je permitivita vakua.

Pokud jsou všechny indexy lomu rozdílné, materiál se označuje jako dvouosý. Pokud
jsou díky krystalové symetrii dva z těchto indexů shodné, materiál se označuje jako jed-
noosý. V tomto případě se zavádí označení no = n1 = n2 pro řádný index lomu (anglicky
ordinary) a ne = n3 pro mimořádný index lomu (anglicky extraordinary). Materiál se
nazývá pozitivně jednoosý, pokud ne > no, a negativně jednoosý, pokud naopak platí
no > ne. Osa, v jejímž směru se materiál jeví být pro světlo izotropní, se nazývá optická
osa. V takovém směru je světlo ovlivněno jen indexem lomu no. V případě kompletní
symetrie jsou indexy lomu ve všech směrech stejné a materiál je opticky izotropní.

Optické vlastnosti anizotropního krystalu lze graficky reprezentovat pomocí indexo-
vého elipsoidu, definovaného rovnicí

x21
n2
1

+
x22
n2
2

+
x23
n2
3

= 1, (3.22)

Schéma indexového elipsoidu pozitivně jednoosého materiálu je zobrazeno na obrázku 3.2.
Světlo, jehož směr šíření je určený jednotkovým vektorem ~v, který svírá úhel α s optickou
osou materiálu, se rozdělí na dvě vlny. První složka světla, označovaná jako řádná vlna,
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je ovlivněna indexem lomu na, který se rovná vždy řádnému indexu lomu no nezávisle na
úhlu α. Její vektor elektrické indukce ~Do je kolmý na rovinu určenou optickou osou x3

a vektorem ~v, a zároveň je rovnoběžný s vektorem elektrické intenzity ~Eo. Druhá složka
světla, nazvaná mimořádná, je ovlivněna indexem lomu nb, jehož hodnota závísí na úhlu
α podle rovnice

1

n2
b(α)

=
cos2 α
n2

o
+

sin2 α

n2
e
. (3.23)

Vektor elektrické indukce mimořádné vlny ~De je kolmý na vektor směru šíření ~v, kmitá
v rovině určené optickou osou a vektorem ~v a obecně není rovnoběžný s vektorem elektrické
intenzity ~Ee.

x1

x3

x2

~v

no

na

ne

no

nb(α)

optická osa

indexový elipsoid

α

Obrázek 3.2: Indexový elipsoid pozitivně jednoosého anizotropního materiálu.

Velikost k vlnového vektoru ~k, pro který platí vztah ~k = k · ~v, se nazývá vlnové číslo
a závisí na indexu lomu materiálu n podle vztahu k = n·k0, kde k0 je vlnové číslo ve vakuu.
Zatímco u řádné vlny je vlnové číslo ko konstantní ve všech směrech, hodnota vlnového
čísla mimořádné vlny je dána vztahem ke = nb(α) · k0. Vlnový vektor ~ke tedy mění
svou velikost v závislosti na směru šíření vzhledem k optické ose anizotropního prostředí.
Grafická reprezentace závislosti hodnoty vlnového čísla na směru šíření se nazývá k-povrch,
který je pro řádnou vlnu kulový s poloměrem o velikosti nok0 a který má pro mimořádnou
vlnu tvar rotačního elipsoidu. Na obrázku 3.3 je zobrazeny řezy k-povrchů pro řádnou
a mimořádnou vlnu rovinou x2-x3.

Směr toku energie, který určuje směr šíření svazku, je popsán Poyntingovým vekto-
rem ~S, který nemusí být rovnoběžný s vlnovým vektorem ~k, který určuje jen orientaci
vlnoploch. Vlnový vektor ~k je kolmý na vektor elektrické indukce ~D a na vektor mag-

30



3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

Optická osa

no

neno

k3/k0

k2/k0
α

mimořádná vlna

řádná vlna

ko/k0

kb(α)/k0

Obrázek 3.3: Řez k-povrchem pro řádnou a mimořádnou vlnu rovinou x2-x3.

netické intenzity ~H. Zato Poyntingův vektor ~S je kolmý na vektor magnetické intenzity
~H a elektrické intenzity ~E. U řádné vlny jsou vektory ~Eo a ~Do rovnoběžné, stejně jako
vektory ~ko a ~So. Situaci je možné vysvětlit graficky pomocí řezu k-povrchem, jak ukazuje
obrázek 3.4(a). Směr Poyntingova vektoru, a tedy i směr šíření vlny je kolmý na tečnu
k-povrchu určenou dopadovým úhlem vstupní vlny. Pro řádnou vlnu je řezem k-povrchem
kružnice a Poyntingův vektor ~So je tedy vždy souběžný s vektorem ~ko nezávisle na úhlu
dopadu vstupní vlny. V případě mimořádné vlny ale vektory ~Eo a ~Do, a tím pádem ani ~ke

a ~Se, rovnoběžné obecně nejsou. Situaci je opět možné vysvětlit graficky pomocí obrázku
3.4(b). Řezem k-povrchem pro mimořádnou vlnu je elipsa. Poyntingův vektor ~Se kolmý
k tečně elipsy určené dopadovým úhlem vstupní vlny již obecně není souběžný s vektorem
~ke. Souběžnost Poyntingova vektoru ~Se a vektoru ~ke je splněna pouze pro vlnu dopada-
jící ve směru rovnoběžném nebo kolmém na optickou osu anizotropního prostředí. Tímto
způsobem dochází k úhlové separaci řádné a mimořádné vlny pod úhlem β. Tento úhel
je závislý na úhlu, který svírá dopadající vlna s optickou osou anizotropního prostředí,
jak je znázorněno na obrázku 3.4(c). Princip prostorové separace vstupní vlny do dvou
kolmo polarizovaných svazků je využit v konstrukci děliče svazku zobrazeném na obrázku
3.4(d).

Krystal kalcitu, který je použitý v děliči svazku BD27, je negativně jednoosý anizot-
ropní krystal. Indexy lomu no a ne jsou závislé na vlnové délce dopadajícího světla. Tato
závislost byla popsána disperzními vztahy v práci [20]. Na základě tohoto popisu byla
v prostředí MATLAB vypočítána velikost prostorové separace svazků D v závislosti na
vlnové délce λ, která je zobrazena v grafu 3.5(a). Model popsaný v [20] je platný v intervalu
204 nm až 2172 nm, separaci svazků pomocí krystalu kalcitu je tak možné použít nejen v
celé oblasti viditelného světla, ale také v blízké infračervené oblasti. Pro He-Ne laser s vl-
novou délkou λ = 632, 8 nm, který byl v této práci uvažovaný jako zdroj světla, byl tento
model propočítán podrobněji. Graf zobrazující řez k-povrchem pro řádnou a mimořádnou
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Obrázek 3.4: Schéma vektorů ~E, ~D, ~H, ~k a ~S pro (a) řádnou a (b) mimořádnou vlnu
v jednoosém anizotropním materiálu. (c) Princip rozdělení svazků pomocí jednoosého
anizotropního krystalu. (d) Schéma děliče svazku tvořeného anizotropním krystalem.

vlnu rovinou x2−x3, který byl vykreslen pro vlnovou délku λ = 632, 8 nm, je zobrazen na
obrázku 3.5(b). Indexy lomu zde mají hodnoty no = 1, 656 a ne = 1, 485. Optická osa krys-
talu je v děliči natočená tak, že svírá s vektorem šíření vstupní vlny ~v úhel α = 45°. Řádná
a mimořádná vlna tak pociťují indexy lomu na = no = 1, 656 a nb(45°) = 1, 563. Díky
natočení krystalu pak svírají Poyntingovy vektory ~So a ~Se úhel β = 6, 19°. Délka krystalu
je podle výrobce L = 26, 8mm. Lze tak vypočítat velikost separace svazků, která je rovna
D = 2, 90mm. Díky tomu, že řádná a mimořádná vlna jsou ovlivněny jinými indexy lomu,
vzniká při separaci svazků rozdíl optických drah ∆ = |na − nb(45°)| ·L = 2, 47mm. Tento
dráhový rozdíl překonává koherenční délku většiny zdrojů a omezoval by zobrazení pouze
na použití laserových zdrojů záření. Díky použití půlvlnné destičky za prvním krystalem,
jak je ukázáno v rovnicích (3.6) a (3.7), je však dráhové zpoždění signální a referenční
vlny kompenzované druhým děličem a zobrazení tak může pracovat se světelnými zdroji
částečně koherentního světla.

Velikost separace D určuje maximální možný průměr svazku signální a referenční vlny.
Při tomto průměru nedojde k jejich prostorovému překryvu a vlny tak budou při zobrazení
vzájemně nezávislé. Svazky vystupující z anizotropního krystalu jsou dále přeneseny do
roviny vzorku pomocí kolektoru a kondenzoru se zvětšením mosv. Velikost zorného pole je
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

pak určena výrazem dmax = D/mosv. Promosv = 10× tak lze na jeden snímek zaznamenat
objekt, který má nejvýše průměr dmax,10× = 0, 29mm. Vzhledem k tomu, že navrhovaný
mikroskop je určen pro zobrazování struktur do 100 µm, nepředstavuje omezení velikosti
zobrazovaného pole výrazný praktický problém.
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Obrázek 3.5: (a) Závislost velikosti separace svazků D na vlnové délce při úhlu α = 45°
mezi optickou osou a vektorem ~k s vyznačenou vlnovou délkou λ = 632, 8 nm. (b) Řez
k-povrchem pro řádnou a mimořádnou vlnu rovinou x2 − x3 pro vlnovou délku λ =
632, 8 nm.
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3.3. KONSTRUKČNÍ NÁVRH MIKROSKOPU JAMIN-LEBEDEFF

3.3. Konstrukční návrh mikroskopu Jamin-Lebedeff
Na základě teoretického návrhu bylo provedeno základní optické trasování za použití para-
xiálních čoček v prostředí Ansys Zemax OpticStudio. Zde byla ověřena funkčnost návrhu
a byla vytvořena 3D skica, která byla základem pro konstrukční návrh mikroskopu.

Konstrukční řešení bylo navrženo v prostředí SOLIDWORKS. Při návrhu byl vyu-
žit koncept klecového systému od firmy Thorlabs, což je modulární systém umožňující
snadnou konstrukci optických systémů. Optické komponenty jsou připevněny do poloho-
vatelných uložení, kterými lze přesně nastavit polohu daného prvku. Uložení s optickými
komponenty jsou pak spojeny s dalšími prvky pomocí vodících tyčí. Lze tak vytvořit
velký systém, který je lehce naladitelný a modifikovatelný. Většina dílů byla zakoupena
od firmy Thorlabs. Jako zdroj světla, optické vlákno, kolimátor a detektor byly použity
komponenty od jiných výrobců. Pro děliče svazku nebylo možné najít vhodné uložení
do klecového systému, bylo tedy nutné navrhnout vlastní řešení. Navržený díl byl poté
vyroben pomocí 3D tisku. Navržený držák je zobrazený na obrázku 3.6.

Vodící tyče klecového systémuŠroub pro zajištění děliče svazku

Držák děliče svazku

Dělič svazku (BD27)

30mm

x

y

z

Obrázek 3.6: Návrh držáku děliče svazku BD27 od firmy Thorlabs. Držák je navržen tak,
aby umožnil rotaci děliče kolem osy z a translační pohyb kolem stejné osy. Dělič svazku
s držákem jsou připevněny do systému pomocí vodících tyčí.

Na obrázku 3.7 je zobrazen model konstrukčního návrhu mikroskopu Jamin-Lebedeff
s názvy dílů a jejich katalogovým označením. Pro uložení většiny optických komponent
stačilo použít standardní držáky, které umožňují nastavení polohy jen ve směru osy z. Pro
nedostatečnou přesnost uložení kolektoru a tubusové čočky musely být tyto komponenty
uloženy do držáků, které umožňují kromě nastavení polohy podél osy z také přesné nasta-
vení ve směrech x a y. Uložení vzorku, který je vložen do předmětové roviny, je provedeno
pomocí stolku, který je uložen mimo klecový systém a který umožňuje translační pohyb
vzorku ve všech třech směrech.
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OV - Optické vlákno Z - Zdroj světla

KO - Kolimační objektiv

DS1 - Dělič svazku (BD27)

DS2 - Dělič svazku (BD27)

PD - Půlvlnná destička

KOL - Kolektor (TTL200-S8)

KON - Kondenzor

LP1 - Lineární polarizátor

LP2 - lineární polarizátor

MO - Mikroskopový objektiv

TL - Tubusová čočka

CD - Čtvrtvlnná destička

D - Detektor (Moravian

(He-Ne laser, λ = 632, 8 nm)

Standardní držák se závitem

Standardní držák se závitem

Adaptér 60mm/30mm

Adaptér 60mm/30mm

Adaptér 60mm/30mm

Držák se závitem SM2 s jemnou

Držák se závitem SM2 s jemnou

Signální a referenční svazky

Vodící tyče (ERXX)

Předmětová rovina

(AQWP10M-580)

(LPVISC100-MP2)

(MY10X-823)

(WPH10M-633)

(LPVISC100-MP2)

(Olympus, 10×)
SM1 (CP33/M)

(LCP33/M)

justáží v příčném směru
(CXY2A)

justáží v příčném směru
(CXY2A)

(LCP33/M)

(LCP33/M)

SM1 (CP33/M)

instruments C1-12000AC)

50mm

Držák děliče svazku
(3D tisk)

Držák děliče svazku
(3D tisk)

x

z

y

(MY10X-823)

(TTL200-S8)

Obrázek 3.7: Model konstrukčního řešení mikroskopu Jamin-Lebedeff vytvořený v pro-
středí SOLIDWORKS s popisem jednotlivých dílů.
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3.4. EXPERIMENTÁLNÍ OVĚŘENÍ FUNKČNOSTI MIKROSKOPU JAMIN-LEBEDEFF

3.4. Experimentální ověření funkčnosti mikroskopu Ja-
min-Lebedeff

Sestava mikroskopu Jamin-Lebedeff byla podle modelu sestavena a seřízena. Sestavený
systém je zobrazen na obrázku 3.8. Jako zdroj světla je použit He-Ne laser, který se vy-
značuje vysokou časovou i prostorovou koherencí, což usnadňuje seřízení celého optického
systému. Výstupní svazek laseru je navázán do optického vlákna OV, jehož druhý konec
je upevněn do klecového systému v místě přední ohniskové roviny kolimační čočky KO
s ohniskovou vzdáleností fKO = 18mm. Výsledkem je bodový zdroj světla, které je ko-
limační čočkou transformováno na rovinnou vlnu. Kolimované světlo následně prochází
lineárním polarizátorem LP1, jehož propustný směr je orientován pod úhlem 45° vůči ose
x. Vytvoří se tak diagonálně polarizované světlo, které vstupuje do děliče svazku DS1,
tvořeného anizotropním krystalem kalcitu. Zde dochází ke vzniku dvou prostorově od-
dělených svazků, přičemž signální vlna je polarizovaná ve směru osy x a referenční vlna
je polarizovaná ve směru osy y. Díky vhodné orientaci lineárního polarizátoru LP1 mají
obě vlny shodné amplitudy. Obě polarizace dále prochází půlvlnnou destičkou PD, která
převádí směr polarizace signální vlny ze směru osy x do směru osy y, respektive směr po-
larizace referenční vlny ze směru osy y do směru osy x. Upravené vlny jsou dále zaostřeny
do zadní ohniskové roviny kolektoru KOL s ohniskovou vzdáleností fKOL = 200mm. Tato
rovina je shodná s přední ohniskovou rovinou kondenzoru KON s ohniskovou vzdáleností
fKON = 20mm, který následně obě vlny transformuje na rovinné. Takto vytvořené rovinné
vlny rovnoměrně osvětlí části předmětové roviny odpovídající sledovanému vzorku, resp.
referenčnímu vzorku zastoupenému prázdnou částí zorného pole.

V předmětové rovině dochází k fázovým změnám signální a referenční vlny v důsledku
jejich průchodu příslušnými vzorky. Předmětová rovina je shodná s přední ohniskovou ro-
vinou mikroskopového objektivu MO, který je identický s kondenzorem KON a má tedy
shodnou ohniskovou vzdálenost. Mikroskopový objektiv MO zobrazí oba vzorky do neko-
nečna. Výsledný obraz pak vzniká v zadní ohniskové rovině tubusové čočky TL, která je
shodná s kolektorem KOL. Do této roviny je umístěný také detektor D. Před dopadem
na detektor procházejí signální a referenční vlna druhým děličem svazku DS2, který obě
vlny prostorově sjednotí. Následně procházejí čtvrtvlnnou destičkou CD, která převede
jejich kolmé lineární polarizace na opačné kruhové polarizace. Světlo dále pokračuje přes
lineární polarizátor LP2, který je oproti původnímu konstrukčnímu modelu uložen v mo-
torizovaném otočném držáku s označením PRM1/MZ8 od firmy Thorlabs. Na detektoru
D signální a referenční vlna interferují a vzniká tím hologram sledovaného vzorku. Jako
detektor byla použita kamera C1-12000AC od firmy Moravian instruments, vybavená
čipem o rozměrech 14, 186× 10, 378mm.

Jako testovací vzorky byly použity lidské epitetální buňky, které jsou obsaženy v lid-
ských slinách. Nejprve byly pořízeny čtyři hologramy Ij, u kterých došlo ke krokování fáze
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3. MIKROSKOP JAMIN-LEBEDEFF

pomocí postupného natáčení lineárního polarizátoru podle vztahu (3.19). Zaznamenané
obrazy jsou zobrazeny na obrázcích 3.9(a)-(d). Na těchto snímcích je vidět, že zobrazo-
vané pole pokrývá jen část čipu detektoru. Pomocí vztahu (1.5) byla z těchto hologramů
provedena rekonstrukce fáze, která je zobrazena na obrázku 3.9(e). Na obrázku 3.9(f) je
zobrazena zvětšená a ořízlá část zobrazovaného pole. Rekonstruovaná fáze se mění v pl-
ném rozsahu 0 až 2π rad a v obraze jsou jasně patrné fázové změny vnesené zobrazovaným
vzorkem.

Obraz byl kvůli použití vysoce koherentního zdroje zatížen parazitními interferencemi,
které snižovaly rozlišení a celkovou kvalitu fázového obrazu. Za účelem zlepšení kvality ob-
razu byla mezi zdroj světla a kolimační čočku vložena rotující matnice. Rotující matnice
se chová jako plošný, prostorově nekoherentní zdroj osvětlení, který eliminuje parazitní
interference. Současně však zachovává vysokou časovou koherenci laserového záření vý-
hodnou pro snadné seřízení sestavy. Kvůli tomu, že matnice částečně pohlcovala světlo,
bylo nutné také použít výkonnější laser, za kterým nebylo světlo vyvedeno do optického
vlákna. S využitím zdroje světla se sníženou prostorovou koherencí byly opět pořízeny
čtyři hologramy Ij, které lze vidět na obrázcích 3.10(a)-(d). Z těchto hologramů byla opět
provedena rekonstrukce fáze podle vztahu (1.5). Výsledná rekonstrukce fáze je zobrazena
na obrázku 3.10(e) a její zvětšený detail se zobrazovanou fází na obrázku 3.10(f).

Na obrázcích 3.9(e) a 3.10(e) je zjevně viditelná změna fáze způsobená fázovými ob-
jekty. Z porovnání obrázků je také jasně patrné zvýšení kvality fázové rekonstrukce souvi-
sející se snížením prostorové koherence osvětlení. Na základě prezentovaných výsledků lze
prohlásit, že sestavený mikroskop Jamin-Lebedeff je funkční a připravený pro připojení
geometricko-fázového modulu, který zajistí jednosnímkovou fázovou rekonstrukci.
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Obrázek 3.8: Fotografie sestavy mikroskopu Jamin-Lebedeff s popisem a detaily jejich podsoučástí. OV - optické vlákno, KO - kolimační
čočka, LP1, LP2 - lineární polarizátor, DS1, DS2 - dělič svazků, PD - půlvlnná destička, KOL - kolektor, KON - kondenzor, MO -
mikroskopový objektiv, TL - tubusová čočka, CD - čtvrtvlnná destička, D - detektor.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
0

2π

200 µm

200 µm 200 µm

200 µm

200 µm 200 µm

I1, θ1 = 0° I2, θ2 = 45°

I4, θ4 = 135°I3, θ3 = 90°

Obrázek 3.9: Hologramy lidských epitetálních buněk zaznamenané při krokování fáze
pomocí rotace lineárního polarizátoru o úhel (a) θ1 = 0°, (b) θ2 = 45°, (c) θ3 = 90°
a (d) θ4 = 135° vůči ose x podle rovnice 3.19. Hologramy byly pořízené za použití světel-
ného zdroje s vysokou časovou i prostorovou koherencí. (e) Rekonstrukce fáze vypočítaná
z pořízených obrazů (a) až (d) podle rovnice 1.5 a (f) ořízlý detail.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
0

2π

200 µm 200 µm
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200 µm 200 µm

I1, θ1 = 0° I2, θ2 = 45°

I3, θ3 = 90° I4, θ4 = 135°

Obrázek 3.10: Hologramy lidských epitetálních buněk zaznamenané při krokování fáze
pomocí rotace lineárního polarizátoru o úhel (a) θ1 = 0°, (b) θ2 = 45°, (c) θ3 = 90°
a (d) θ4 = 135° vůči ose x podle rovnice 3.19.Hologramy byly pořízeny za použití světel-
ného zdroje s vysokou časovou koherencí, kdy prostorová koherence byla snížena pomocí
rotující matnice. (e) Rekonstrukce fáze vypočítaná z pořízených obrazů (a) až (d) podle
rovnice 1.5 a (f) ořízlý detail.
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4. GEOMETRICKO-FÁZOVÝ MODUL

4. Geometricko-fázový modul
Po úspěšném ověření funkčnosti mikroskopu Jamin-Lebedeff bylo možné testovat jeho

použití v kombinaci s geometricko-fázovým holografickým modulem. Geometricko-fázový
holografický modul je jednoduchý zobrazovací modul obsahující geometricko-fázovou mříž-
ku, která slouží jako difraktivní dělič pro kruhově polarizované světlo. Použití modulu
v kombinaci s mikroskopem Jamin-Lebedeff umožňuje záznam mimoosového hologramu,
což zaručuje jednosnímkovou rekonstrukci fáze. Návrhem geometricko-fázové mřížky a se-
stavením geometricko-fázového modulu pracujícího v infračervené oblasti se zabývá diplo-
mová práce Ing. Michala Schlora [21]. V navrhovaném systému bude použit modul pracu-
jící ve viditelné oblasti spektra, který je již sestaven v laboratoři Experimentální biofoto-
niky na ústavu fyzikálního inženýrství fakulty strojního inženýrství VUT v Brně. V této
kapitole bude nejprve proveden teoretický popis geometricko-fázové mřížky a geometricko-
-fázového holografického modulu navazujícího na mikroskop Jamin-Lebedeff. Funkčnost
kombinace mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fázového modulu bude následně ex-
perimentálně ověřena.

4.1. Princip geometricko-fázové modulace světla
Geometricko-fázový holografický modul je založený na použití geometricko-fázové mřížky,
která funguje jako polarizačně citlivá difrakční mřížka. Geometricko-fázová mřížka je v la-
boratoři Experimentální biofotoniky dostupná ve formě optického prvku z polymerních
kapalných krystalů a geometricko-fázového metapovrchu. V této práci je využita mřížka
z polymerních kapalných krystalů, která je optimalizovaná pro použití ve viditelné oblasti.
Mřížka ve formě metapovrchu je pak využitelná v plánovaných experimentech v infračer-
vené oblasti.

Polymerní kapalné krystaly tvořící stavební bloky geometricko-fázové mřížky lze obecně
považovat za anizotropní prostředí s jednoosým dvojlomem. Jonesova matice charakteri-
zující takové prostředí má tvar

MM =

[
cos2Θ+ eiη sin2Θ (1− eiη) cosΘ sinΘ
(1− eiη) cosΘ sinΘ sin2Θ+ eiη cos2Θ

]
, (4.1)

kde η je obecná retardace a Θ je natočení osy anizotropie. Pro dosažení maximální
účinnosti geometricko-fázové modulace je vyžadovaná retardace odpovídající půlvlnné
destičce, pro kterou platí η = π. Matice z rovnice (4.1) pak přejde do tvaru

MM,λ/2 =

[
cos2Θ− sin2Θ 2 cosΘ sinΘ
2 cosΘ sinΘ sin2Θ− cos2Θ

]
=

[
cos 2Θ sin 2Θ
sin 2Θ − cos 2Θ

]
. (4.2)
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4.1. PRINCIP GEOMETRICKO-FÁZOVÉ MODULACE SVĚTLA

Kruhově polarizované světlo je půlvlnnou destičkou transformované na opačnou kruhovou
polarizaci. Při této polarizační transformaci také dochází ke změně geometrické fáze světla,
závislé na úhlové orientaci půlvlnné destičkyΘ. To lze demonstrovat na světle s levotočivou
a pravotočivou kruhovou polarizací

1√
2

[
cos 2Θ sin 2Θ
sin 2Θ − cos 2Θ

][
1

i

]
=

1√
2

[
cos 2Θ + i sin 2Θ
sin 2Θ− i cos 2Θ

]
=
ei2Θ√
2

[
1

−i

]
, (4.3)

1√
2

[
cos 2Θ sin 2Θ
sin 2Θ − cos 2Θ

][
1

−i

]
=

1√
2

[
cos 2Θ− i sin 2Θ
sin 2Θ + i cos 2Θ

]
=
e−i2Θ

√
2

[
1

i

]
. (4.4)

Z rovnic (4.3) a (4.4) je vidět, že změna fáze je pro opačné vstupní kruhové polarizace
komplexně sdružená. Pro prvek se stejnou orientací osy anizotropie v celém jeho objemu
je změna fáze konstantní. Pokud je ale technologicky možné vyrobit optický prvek tvo-
řený z půlvlnných destiček s prostorově proměnnou osou anizotropie Θ(x, y), je možné
ho využít k tvarování světla, protože prostorově proměnné budou i změny geometrické
fáze. Vhodným uspořádáním půlvlnných destiček je pak možné světlo tvarovat libovol-
ným způsobem. Prostorové uspořádání půlvlnných destiček, které způsobí úhlový odklon
světla o úhel σ, je zobrazeno na obrázku 4.1. Požadované úhlové odklonění lze vyjádřit
vztahem

σ = arcsin λ
Λ
, (4.5)

kde λ je vlnová délka procházejícího světla a Λ je perioda mřížky, která odpovídá
vzdálenosti, na které se změní orientace osy anizotropie půlvlnných destiček o 180°. Aby

Λ

λ

σ

Levotočivá polarizace Pravotočivá polarizace

y

x

Obrázek 4.1: Schéma geometricko-fázové mřížky a fungující jako polarizačně citlivá
difrakční mřížka. Díky dané prostorově proměnné orientaci osy anizotropie lokálních půl-
vlnných destiček vzniká pro vlny s opačnou kruhovou polarizací opačný úhlový odklon od
optické osy zobrazovacího systému. Oranžové čáry v detailu představují směr osy anizot-
ropie jednotlivých půlvlnných destiček.
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4. GEOMETRICKO-FÁZOVÝ MODUL

došlo k separaci vln pod úhlem σ ve směru osy x, je nutné, aby funkce popisující natočení
osy anizotropie na mřížce měla tvar

Θ(x, y) = kx sin(σ), (4.6)

kde k = 2π
λ

je vlnové číslo. Jonesovu matici popisující geometricko-fázovou mřížku pak lze
napsat ve tvaru

MM,λ/2 =

[
cos

(
4πx
Λ

)
sin

(
4πx
Λ

)
sin

(
4πx
Λ

)
− cos

(
4πx
Λ

)] . (4.7)

4.2. Teoretický popis zobrazení geometricko-fázovým
modulem

V navrhovaném systému geometricko-fázový modul navazuje na mikroskop Jamin-Lebe-
deff. Z mikroskopu je odstraněn lineární polarizátor a detektor. Modul je umístěný v po-
zici, kdy je geometricko-fázová mřížka umístěna do zadní ohniskové roviny tubusové čočky.
Světlo dopadající na geometricko-fázovou mřížku jsou pak vlny ~wS,1 = ~uS,5 a ~wR,1 = ~uR,5,
které mají tvar odvozený v kapitole 3.1

~wS,1 = ~uS,5 =
−i · aS(x

′, y′)√
2

· eiγ · eiφS(x
′,y′)

[
1

i

]
, (4.8)

~wR,1 = ~uR,5 =
aR√
2
· eiγ · eiφR

[
1

−i

]
. (4.9)

Schéma geometricko-fázového modulu je zobrazeno na obrázku 4.2. Signální a refe-
renční vlna nejprve prochází geometricko-fázovou mřížkou, která je umístěna v přední
ohniskové rovině čočky L1. Jonesova matice geometricko-fázové mřížky je popsaná rov-
nicí (4.7) v kapitole 4.1. Signální a referenční vlna průchodem přes geometricko-fázovou
mřížku změní své kruhové polarizace na opačné. S touto polarizační transformací je spo-
jena změna fáze související s prostorovým uspořádáním osy anizotropie lokálních půlvln-
ných destiček tvořících mřížku (4.6). Signální a referenční vlna může být po průchodu
geometricko-fázovou mřížkou zapsaná pomocí rovnic

~wS,2 =
−i · aS(x

′, y′)√
2

· eiγ · eiφS(x
′,y′)

[
cos

(
4πx′

Λ

)
sin

(
4πx′

Λ

)
sin

(
4πx′

Λ

)
− cos

(
4πx′

Λ

)] [1
i

]
=

−i · aS(x
′, y′)√

2
· eiγ · eiφS(x

′,y′) · ei
(

4πx′
Λ

) [
1

−i

]
,

(4.10)
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Signální vlna Referenční vlna

D - detektor

L2 - čočka 2

L1 - čočka 1

GFM - geometricko-

LP3 - lineární polarizátor

fázová mřížka
~wS,1, ~wR,1

~wS,2

~wR,2

~wS,3

~wR,3

Obrázek 4.2: Schéma geometricko-fázového modulu. Signální a referenční vlna jsou ba-
revně kódované. Barevné kódování je přeneseno i do označení polarizačních stavů vln
~wS,1−3 a ~wR,1−3 v jednotlivých krocích zobrazovaného procesu. Označení vln ~wS,1−3

a ~wR,1−3 odpovídá značení v teoretickém popisu.

~wR,2 =
aR√
2
·eiγ ·eiφR

[
cos

(
4πx′

Λ

)
sin

(
4πx′

Λ

)
sin

(
4πx′

Λ

)
− cos

(
4πx′

Λ

)] [ 1

−i

]
=
aR√
2
·eiγ ·eiφR ·e−i

(
4πx′
Λ

) [
1

i

]
. (4.11)

Fázový člen e±4iπx′/Λ vytvořený u obou vln zajišťuje jejich vzájemnou úhlovou separaci.
Po průchodu geometricko-fázovou mřížkou procházejí obě vlny první čočkou L1, lineár-
ním polarizátorem a druhou čočkou L2. Čočky L1 a L2 tvoří 4f systém a se zvětšením
odpovídajícím poměru jejich ohniskových vzdáleností přenesou výstupní rovinu mikro-
skopu Jamin-Lebedeff sjednocenou s rovinou geometricko-fázové mřížky až na detektor,
kde vytvoří výsledný zvětšený obraz. Při zanedbání vlivu difrakce a uvážení dokonalého
bodového zobrazení lze zvětšení popsat transformací souřadnic podle vztahů x′′ = mM ·x′

a y′′ = mM · y′, kde mM je příčné zvětšení způsobené čočkami L1 a L2. Lineární polarizá-
tor, který je vložený mezi čočky L1 a L2, projektuje obě kruhové polarizace do stejného
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4. GEOMETRICKO-FÁZOVÝ MODUL

kmitosměru a umožňuje tak jejich interferenci. Jonesova matice lineárního polarizátoru,
jehož propustný směr je rovnoběžný s osou x, má tvar

MLP,M =

[
1 0

0 0

]
. (4.12)

Vlny dopadající na detektor po průchodu čočkami a lineárním polarizátorem nabývají
tvarů

~wS,3 =
−i · aS(x

′′, y′′)√
2

· eiγ · eiφS(x
′′,y′′) · e−i

(
4πx′′
Λ′

) [
1 0

0 0

][
1

−i

]
=

−i · aS(x
′′, y′′)√

2
· eiγ · eiφS(x

′′,y′′) · e−i
(

4πx′′
Λ′

) [
1

0

]
,

(4.13)

~wR,3 =
aR√
2
· eiγ · eiφR · ei

(
4πx′′
Λ′

) [
1 0

0 0

][
1

i

]
=
aR√
2
· eiγ · eiφR · ei

(
4πx′′
Λ′

) [
1

0

]
, (4.14)

kde Λ′ = mM ·Λ je zvětšená perioda mřížky. V rovině detektoru pak dochází k interferenci
signální a referenční vlny a vzniká zde interferenční obraz. Výsledná intenzita v rovině
detektoru je popsaná vztahem

I = |~wS,3 + ~wR,3|2 = (~wS,3 + ~wR,3)
† · (~wS,3 + ~wR,3) =

= ~w†
S,3 · ~wS,3 + ~w†

R,3 · ~wR,3 + ~w†
S,3 · ~wR,3 + ~w†

R,3 · ~wS,3 =

=
a2S(x

′′, y′′)

2
+
a2R
2

+
iaS(x

′′, y′′)aR

2

{
e
−i

[
8πx′′
Λ′ +(φS(x

′′,y′′)−φR)
]
− e

i
[
8πx′′
Λ′ +(φS(x

′′,y′′)−φR)
]}

=

=
a2S(x

′′, y′′)

2
+
a2R
2

+ aS(x
′′, y′′)aR sin

[
8πx′′

Λ′ + (φS(x
′′, y′′)− φR)

]
,

(4.15)
což odpovídá rovnici (1.6), přičemž prostorová frekvence je rovna α = 8π

Λ′ . Informace
o fázové změně způsobené vzorkem je zakódovaná v hologramu s prostorovou nosnou
frekvencí a projevuje se jako deformace interferenčních proužků tvořících nosnou pro-
storovou frekvenci. Pro rekonstrukci fázového obrazu je nutné provést jeho zpracování
pomocí Fourierovských metod. Při této proceduře je provedena Fourierova transformace
hologramu. Ve spektru prostorových frekvencí, dojde díky prostorové nosné frekvenci k
prostorové separaci intenzitních a dvou interferenčních členů z rovnice (4.15). Za tuto
separaci jsou zodpovědné fázové členy e±8iπx′′/Λ′ . Výřezem pouze jednoho interferenčního
členu, jeho umístěním do středu spektra prostorových frekvencí a provedením zpětné
Fourierovy transformace je získána rekonstrukce hologramu. Rekonstruovaný hologram
odpovídá komplexní amplitudě

H = aS(x
′′, y′′)aR · ei[(φS(x

′′,y′′)−φR)], (4.16)
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kde došlo k odstranění fázové funkce e8iπx′′/Λ′ posunem do středu spektra prostorových
frekvencí. Z funkce H je možné rekonstruovat amplitudu hologramu jako AH = |H| nebo
fázi ∆φ = arg (H), kde ∆φ = φS(x

′′, y′′)− φR.

4.3. Mikroskop Jamin-Lebdeff s geometricko-fazovým
modulem

Pro potřebu finálních exerimentů byl geometricko-fázový holografický modul připojen
k mikroskopu Jamin-Lebedeff. Výsledný systém je zobrazen na obrázku 4.3. Pro ověření
funkčnosti systému byl opět použit zdroj světla tvořený He-Ne laserem a rotující mat-
nicí. Tento zdroj se chová jako prostorově nekoherentní zdroj osvětlení, ale současně si
zachovává vysokou časovou koherenci laserového záření. Světlo ze zdroje postupuje přes
mikroskop Jamin-Lebedeff, jehož podrobné konstrukční řešení je popsáno v kapitole 3.4.
Před napojením geometricko-fázového modulu byly ze sestavy mikroskopu odstraněny
lineární polarizátor LP2 a detektor D. Výstupem mikroskopu jsou tak dva svazky odpoví-
dající signální a referenční vlně, které mají opačně kruhové polarizace. V zadní ohniskové
rovině tubusové čočky TL vzniká obraz sledovaného vzorku, resp. referenčního vzorku.
Vzhledem k ortogonální polarizaci však v této rovině nedochází k interferenci svazků.
Světlo následně vstupuje do geometricko-fázového modulu.

Konstrukční řešení geometricko-fázového modulu využívá, stejně jako řešení mikro-
skopu Jamin-Lebedeff, klecový systém od firmy Thorlabs. Geometricko-fázová mřížka,
umístěná do zadní ohniskové roviny tubusové čočky TL, úhlově separuje opačné kruhové
polarizace. Obě vlny dále procházejí čočkou L1 s ohniskovou vzdáleností fL1 = 50mm,
která vytvoří obraz vzorků v nekonečnu. Za čočkou L1 je v modulu umístěný lineární po-
larizátor, který převede obě kruhové polarizace do stejného kmitosměru. Takto lineárně
sjednocené vlny dále procházejí přes čočku L2 s ohniskovou vzdáleností fL2 = 200mm,
která vytvoří výsledný obraz v její zadní ohniskové rovině. V této rovině je umístěn de-
tektor D. Jako detektor byla opět použita kamera C1-12000AC od firmy Moravian instru-
ments. Díky shodné lineární polarizaci obou vln dochází k jejich interferenci, čímž vzniká
mimoosový hologram s prostorovou nosnou frekvencí.

K experimentálnímu ověření funkčnosti systému byly použity lidské epitetání buňky,
obsažené v lidských slinách. Výsledný hologram je zachycen na obrázku 4.4(a). Po zvětšení
lze na tomto snímku pozorovat rychle se měnící interferenční proužky, které odpovídají
prostorové nosné frekvenci, typické pro mimoosovou holografii. Tato modulace je vidět
v detailu hologramu na obrázku 4.4(b). Pro zpracování obrazu byl v prostředí MATLAB
vytvořen jednoduchý program. Nejprve byl hologram pomocí 2D rychlé Fourierovy trans-
formace převeden do spektra prostorových frekvencí. Získané spektrum prostorových frek-
vencí je zobrazeno na obrázku 4.4(c). Ve středu spektra leží intenzitní členy z rovnice
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(4.15), které jsou neovlivněny prostorovou nosnou frekvencí. Interferenční členy jsou po-
sunuty diagonálně mimo oblast intenzitních členů. Tento posun je určený komplexně sdru-
ženými členy e±8iπx′′/Λ′ v rovnici (4.15). V experimentálních datech je posun diagonální
namísto posunu ve směru osy x′′, protože byla zvolena jiná orientace difrakční mřížky
než v teoretickém modelu. Ze spektra prostorových frekvencí byla následně separovaná
vyznačená oblast odpovídající jednomu z interferenčních členů. Nosná frekvence odpo-
vídá středu této oblasti a v jejím okolí je obsažena informace o amplitudových a fázových
změnách vnesených zobrazovaným vzorkem. Po vyříznutí byla tato oblast posunuta do
středu spektra prostorových frekvencí. Zpětnou 2D rychlou Fourierovou transformací byla
získána komplexní amplituda rekonstruovaného hologramu a z ní následně amplitudový
a kvantitativní fázový obraz, které jsou zobrazené na obrázcích 4.4(d) a 4.4(e).

Na obrázku 4.4(e) je patrná změna fáze způsobená přítomností fázových objektů. Na
základě prezentovaných výsledků lze prohlásit, že navržený systém složený z mikroskopu
Jamin-Lebedeff a geometricko-fázového modulu, je funkční, čímž je splněn cíl této diplo-
mové práce.
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Obrázek 4.3: Fotografie sestaveného systému, který se skládá z mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fázového modulu, společně
s detailním pohledem na podsestavu geometricko-fázového modulu. GFM - geometricko-fázová mřížka, L1 - čočka 1, LP3 - lineární
polarizátor, L2 - čočka 2, D - detektor.
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(a) (b)

(c) (d)

(e)

50 µm

10 µm

50 µm

50 µm

1 µm−1

0

2π

Obrázek 4.4: (a) Hologram lidských epitetálních buněk zaznamenaný pomocí kombinace
mikroskopu Jamin-Lebedeff a gemetricko-fázového holografického modulu. Hologram byl
pořízen za použití světelného zdroje s vysokou časovou koherencí, kdy prostorová kohe-
rence byl snížena pomocí rotující matnice. (b) Detail hologramu, ve kterém je vidět nosná
prostorová frekvence. (c) Spektrum prostorových frekvencí pořízeného hologramu, ve kte-
rém je vyznačena oblast použitá pro rekonstrukci amplitudy a fáze. (d) Rekonstrukce
amplitudového obrazu. (e) Rekonstrukce kvantitativního fázového obrazu.
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5. ZÁVĚR

5. Závěr
Tato diplomová práce se zabývala návrhem zobrazovacího systému, který kombinuje ge-
ometricko-fázovou holografii s interferenčním mikroskopem Jamin-Lebedeff. Cílem této
práce bylo vytvoření zobrazovacího systému, který využívá výhod jak osové, tak i mimo-
osové holografické mikroskopie. Osové systémy vynikají svou robustností a konstrukční
jednoduchostí. K rekonstrukci fázového obrazu ale vyžadují záznam čtyř modifikovaných
hologramů. Naproti tomu mimoosové systémy umožňují rekonstrukci fázového obrazu z je-
diného hologramu avšak za cenu větší konstrukční a justážní náročnosti. Navržený zobra-
zovací systém kombinuje výhody obou přístupů díky využití polarizace světla a kódování
signální a referenční vlny do kolmých lineárních nebo opačných kruhových polarizací. Mi-
kroskop Jamin-Lebedeff je jednocestný osový holografický mikroskop, který k vytvoření
signální a referenční vlny s kolmými lineárními polarizacemi využívá anizotropních krys-
talů kalcitu. Na jeho výstupu jsou pak tyto kolmé lineární polarizace převedeny na opačné
kruhové polarizace, které vstupují do geometricko-fázového holografického modulu. Mo-
dul je založený na použití geometricko-fázové mřížky, která slouží jako difraktivní dělič
pro kruhově polarizované světlo. Modul umožňuje úhlovou separaci a následné spojení
signální a referenční vlny a vytvoření hologramu s prostorovou nosnou frekvenci typickou
pro mimoosovou holografii.

První praktická část této práce se zabývala mikroskopem Jamin-Lebedeff. Nejprve byl
proveden teoretický popis zobrazení mikroskopem Jamin-Lebedeff, včetně popisu sepa-
race polarizovaného světla a vytvoření signální a referenční vlny pomocí anizotropních
krystalů. Na základě teoretického popisu byl předložen konstrukční návrh mikroskopu vy-
pracovaný v prostředí SOLIDWORKS. Tento návrh je založen na klecovém systému od
firmy Thorlabs, což je systém umožňující snadnou konstrukci optických systémů.

Na základě konstrukčního návrhu byla sestava mikroskopu Jamin-Lebedeff sestrojena
a byla otestována její funkčnost. Funkčnost mikroskopu byla demonstrovaná zobrazením
lidských epitetálních buněk. Nejprve byl při testování jako zdroj použit He-Ne laser, který
se vyznačuje vysokou časovou a prostorovou koherencí. Byly pořízeny čtyři modifikované
záznamy hologramů, ze kterých byl následně zrekonstruovaný fázový obraz. Na fázovém
obrazu byla jasně viditelná změna fáze způsobená sledovaným vzorkem. Obraz byl ale
zatížen parazitními interferencemi, které snižovaly celkovou kvalitu fázového obrazu. Za
účelem zlepšení kvality obrazu byla mezi zdroj a mikroskop Jamin-Lebedeff vložena rotu-
jící matnice, která se chová jako plošný zdroj světla, čímž byla snížena prostorová kohe-
rence světla. S takto upraveným zdrojem byly pořízeny další čtyři modifikované obrazy, ze
kterých byl opět zrekonstruován fázový obraz. Při porovnání výsledků bylo zjevné zvýšení
kvality fázového obrazu způsobené snížením prostorové koherence světelného zdroje.

V druhé praktické části se práce zaměřuje na geometricko-fázový holografický modul,
který již byl dříve sestaven v laboratoři Experimentální biofotoniky na Ústavu fyzikálního
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inženýrství fakulty strojního inženýrství VUT v Brně. Nejprve byl proveden teoretický po-
pis principu geometricko-fázového modulu včetně podrobného popisu geometricko-fázové
mřížky, která je vyrobena z polymerních kapalných krystalů.

Modul byl připojen k mikroskopu Jamin-Lebedeff a byla experimentálně ověřena
funkčnost výsledného systému. Pro ověření funkčnosti výsledného systému byly jako vzo-
rek opět zobrazovány lidské epitetální buňky. Jako zdroj světla byla opět použita kom-
binace He-Ne laseru s rotující matnicí. Na zachyceném hologramu lze jasně pozorovat
prostorovou nosnou frekvenci v podobě interferenčních proužků s vysokou prostorovou
frekvencí. Pořízený hologram byl dále zpracován v prostředí MATLAB. V získaném kvan-
titativním fázovém obrazu lze jasně vidět změnu fáze způsobenou fázovými objekty. Na
základě prezentovaných výsledků je tedy možné prohlásit vytvořený zobrazovací systém
za funkční, čímž byl splněn cíl této diplomové práce.

Výsledkem této práce je funkční zobrazovací systém, díky kterému byl ověřen princip
fungování kombinace mikroskopu Jamin-Lebedeff a geometricko-fázového holografického
modulu ve viditelné oblasti spektra. Tento systém bude sloužit jako základ pro vytvoření
identického systému, který bude pracovat v infračervené oblasti vlnových délek a který
umožní charakterizaci VO2 metapovrchů vyráběných na Středoevropském technologickém
institutu (CEITEC) v Brně.
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