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Abstrakt

Diplomova préace se zabyva teorii zobrazeni transmisnim digitalnim holografickym mi-
kroskopem s ¢astecné koherentnim osvétlenim. V praci je feSen vliv stavu prostorové
a casové koherence osvétleni na vznik optickych fezu. Déle je proveden vypocet koherentni
funkce prenosu mikroskopu a z této funkce jsou nasledné odvozeny vybrané vlastnosti
zobrazeni tykajici se prenosu prostorovych frekvenci dvojrozmérného rozptylového objektu
optickym systémem mikroskopu v zavislosti na rozostieni. Vypocet je proveden pro dvé
ruzné konstrukce mikroskopu vyvinutych v Laboratori optické mikroskopie UFI FSI VUT
v Brne.

Summary

The diploma thesis deals with theory of imaging in a transmitted-light digital holographic
microscope using partially coherent illumination. The influence of spatial and temporal
coherence state on optical sectioning property is solved. The coherent transfer function is
calculated. From this function imaging characteristics for a two-dimensional scattering ob-
ject are derived depending on its defocus. Two different designs of microscopes developed
in the Laboratory of optical microscopy in IPE FME BUT are considered.
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Uvod

Pouziti nekoherentniho osvétleni v digitalnim holografickém mikroskopu poskytuje vlast-
nosti zobrazeni dilezité pro pozorovani pruhlednych objemovych vzorku. Kromé redukce
koherenéni zrnitosti je takovou vlastnosti vznik optickych fezu. Lze tak, podobné jako pti
pouziti konfokalniho mikroskopu, pozorovat svétlo rozptylené pouze v uzké oblasti kolem
predmétové roviny.

V této praci je TeSena souvislost mezi stavem koherence osvétleni a tim, jak se viny
rozptylené mimo predmétovou rovinu podileji na vysledném zobrazeni. V kapitole [1] je
proveden myslenkovy experiment, kde je transmisni digitalni holograficky mikroskop na-
hrazen achromatickym systémem difrakénich miizek. Vypocet v této kapitole nezahrnuje
pruchod svétla a filtraci prostorovych frekvenci zobrazovaci soustavou. Vychézi z pred-
pokladu, ze vlna, §itici se za mfiizkou vlozenou ptfed vystupni rovinu takového systému,
odpovida vineé sifici se za obrazem mrizky umisténé pred predmétovou rovinu v digitalnim
holografickém mikroskopu. Na zakladé vypoctu viditelnosti interferen¢nich prouzki vznik-
Iych ve vystupni roviné je diskutovana schopnost interference svétla predmétové a refe-
rencni vétve v takovém systému. Na vysledném zobrazeni se podili pouze viny schopné
spolu interferovat, schopnost interference tedy poskytuje informaci o tom, jak se vlna
rozptylend v roviné mimo predmétovou rovinu podili na vysledném zobrazeni.

V kapitole [2| je popsan transmisni digitalni holograficky mikroskop z laboratore UFI
FSI VUT. V kapitole (3] je proveden vypocet koherentni funkce prenosu pro digitalni holo-
graficky mikroskop popsany v kapitole 2.2l Z této funkce jsou odvozeny vlastnosti zo-
brazeni tykajici se pfenosu prostorovych frekvenci dvojrozmérného rozptylového objektu
systémem v zavislosti na rozostieni takového objektu. Obdobny vypocet je proveden
v kapitole 4| pro puvodni konstrukei transmisniho digitalniho holografického mikroskopu
popsaného v kapitole [2.1}






Kapitola 1
Priblizny vypocet

Tato kapitola vychdzi z ¢ldanku [10], ve kterém se autor zabyva achromatickym systémem
vyuzivajicim jako délice svazku difrakéni miizku. Provede myslenkovy experiment, kde
odvodi, ze snizeni stavu casové koherence mé za nésledek vznik optickych tezu, stejné
jako snizeni stavu koherence prostorové. V této kapitole je provedena obdobnd tuvaha
pro soustavu nahrazujici transmisni digitalni holograficky mikroskop. Tato tivaha je navic
doplnéna podrobnym vypoctem.

Byl proveden vypocet pro systém dle obrazku [I.1.1} Takovym uspofddénim nahrazu-
jeme usporadani v transmisnim digitalnim holografickém mikroskopu, ve kterém je navic
zobrazovaci soustava. Zobrazujeme-li mikroskopem tenky objekt lezici mimo predmétovou
rovinu, jeho obraz lezi mimo rovinu obrazovou - vystupni. Vlnu S§itici se za obrazem
takového tenkého objektu nahradime vlnou sifici se za difrakéni miizkou. Filtrace pros-
torovych frekvenci zobrazovaci soustavou je zanedbana.

1.1 Pruchod optickou soustavou

Zabyvame se soustavou dle obrazku[1.1.1] Zdroj S je umistén v ohniskové roviné ¢ocky C,
kazdému bodu zdroje tak za c¢ockou odpovidd rovinna vlna s ur¢itym vlnovym vektorem
K = (Kg, Ky, K2), |K| = 1/A, kde A je vlnova délka. Piitnou prostorovou frekvenci , ve
sméru x této vlny za cockou oznacme f. Difrakéni miizkou s prostorovou frekvenci f; je
svétlo rozdéleno do dvou vétvi (bereme prvni a minus prvni difrakéni fad mfizky). V kazdé
vétvi viny déle difraktuji na mfiizce s prostorovou frekvenci 2f;. Do predmétové vétve
je ve vzdélenosti z od vystupni roviny vlozena testovaci difrakéni miizka s prostorovou
frekvenci f,. Viny z predmétové a referencéni vétve spolu interferuji a ve vystupni roviné
V' pozorujeme interferenéni obrazec. Vypocet se tyka prichodu soustavou za ¢ockou, tedy
zahrnuje pouze difrakci na miizkach a prichod volnym prostorem. Vsechny miizky jsou
orientovany tak, ze jejich nenulova prostorova frekvence je v ose x. Na fazovy rozdil mezi
predmétovou a referencni vétvi ma tedy vliv pouze zména pricné slozky k, vlnového
vektoru K. Velikost zdroje popiSeme thlem 3, jenz je maximalnim thlem, ktery muze
svirat vlnovy vektor rovinné vlny odpovidajici krajnimu bodu zdroje s optickou osou.

Rovinnou vlnu muzeme popsat podle [8] (kap. 1) vztahem
u(r) = Aexp (278 - 1) (1.1.1)

kde A je konstanta, 7 = (x,y, z) je prostorova soufadnice.
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Obrazek 1.1.1: Schéma pro vypocet. Zdroj je oznacen S, prostorové frekvence jednotlivych miizek jsou

fi,2f1 a fa.

1.1.1 Difrakéni mrizka

Amplitudu rovinné vlny v roviné z = 0 oznaéme w;(z,y). Do této roviny umistime
difrakéni mfizku s prostorovou frekvenci f. Po pruchodu mfizkou se amplituda viny
w;(z,y) zméni na uy(x,y) podle [11]

w (z,y) = u; (z,y) exp 2rvfx) | (1.1.2)

kde v je celé ¢islo rovno radu difrakce. Zaroven musi platit, ze velikost vinového vektoru
rozptylené viny je rovna velikosti vinového vektoru viny vstupujici.

1.1.2 Volny prostor

Amplitudu rovinné vlny v roviné z = 0 oznaéme ug(z,y). Vlnovy vektor této viny je
R. Zavislost vlny na vzdalenosti z je zahrnuta podle (1.1.1)) ve ¢lenu exp(i2nk,z), kde

K, = /i\/ 1 — (k2 + K2) /K% Pro &% > k2 + w, muzeme vzit prvni dva cleny binomického

rozvoje této odmocniny, tedy . = Kk — k3/(2k) — K} /(25). Cleny nezavislé na , nemaji
vliv na rozdil fazi predmétové a referencéni viny, tedy neni tieba se jimi v tomto vypoctu
zabyvat. VIinu v roviné z = d popiseme vztahem

ug(z,y) =~ up(z,y) exp (iﬂ)\/ﬁid) ) (1.1.3)

1.1.3 Schopnost interference

Schopnost dvou vin spolu interferovat lze popsat podle [I] (str. 298) viditelnosti inter-
ferenc¢nich prouzku v, které tyto viny spolu vytvori

]max - ]min
_— 1.1.4
Imax + Imin ’ ( )

kde I,ax je intenzita maxima, I, je intenzita minima. Intenzita takového interferenéniho
obrazce dvou rovinnych vln je popsana funkci

I=A[l+vcos(fpr+ )] , (1.1.5)



kde A je konstanta, f, je frekvence interferencénich prouzku, ¢ je pocétecni faze (pro
z =0).

V nésledujicim textu se zabyvame otéazkou, jakou schopnost interference ve vystupni
roviné ma vlna rozptylena na difrakéni mtizce ve vzdalenosti z od vystupni roviny v za-
vislosti na stavu prostorové a ¢asové koherence pouzitého svétla.

Schopnost interference viny referencni s vinou rozptylenou na mftizce prostorové frek-
vence f, ve vzdélenosti z od vystupni roviny poskytuje informaci o tom, jak se takova
rozptylend vlna podili na zobrazeni. Tedy, v digitdlnim holografickém mikroskopu to
odpovida tomu, jaky vliv na vysledné zobrazeni ma vlna rozptylena v jiné roviné, nez
predmeétové. Pro vznik optickych fezu je potieba, aby viditelnost v se vzdélenosti z kle-
sala a aby byl pokles co nejstrmé;jsi.

1.2 Dvojrozmérné priblizeni

Pii pruchodu svétla soustavou dle obrazku muzeme s vyuzitim vztahu ((1.1.2)) a (1.1.3)

predmétovou u, a referencni u, vlnu popsat ve vystupni roviné vztahy

Uo = V/ Z(fsa)‘) /26Xp [127T(f5 _fl ‘I'fm)x_lQﬂ-)‘d (f§+f12> —imAz fx (2fs _2f1 +fa:)] )
(1.2.1)

ur = /i (fs, A) /2exp [i27 (fs + f1) x —i2nMd (f2 + f7)] (1.2.2)

kde fs je pticnd prostorova frekvence rovinné viny ve sméru x odpovidajici jednomu bodu
zdroje, i(fs, A) je hustota intenzity zdroje volena tak, ze pro celkovou intenzitu Iy zdroje
rozdéleného do dvou vétvi plati

I = /7i(fs, A)dAdf, . (1.2.3)

V predmétové vétvi jsme brali na prvni miizce (f;) prvni difrakéni fad, na druhé miizce
(2f1) minus prvni 7ad difrakce, na mifzce f, opét prvni difrakéni fad. Ve vétvi referencni
byly rady difrakce voleny obracené.

Ve vystupni roviné interferuje vina predmétova u, s vlnou referen¢ni w,. Intenzita
v této roviné je dana kvadratem velikosti amplitudy, tedy

I = |u0(f87)‘) +ur(f87)‘)|2 =
= [uo(for MI” + lur(fo MVIP + 2 uo(fo, M Jur(fs, M| cos (Ag), (1.2.4)

kde A¢ je fazovy rozdil vin u,(fs, A) a u,(fs, A). Potom

I =i(fs,\){1+cos2m(2f1 — fo)x+ 7z fo (fo+2fs —2f1)]} - (1.2.5)

V jednotlivych podkapitoldch jsou uvedeny vysledky pro jednotlivé stavy koherence
zdroje. Postup vypoctu je ekvivalentni s vypoctem v podkapitole [I.3] kde je podrobnéji
popsan.

V celé podkapitole je symbolem y oznacen vyraz

X:27T(2f1—fx)$+ﬂ>\02 fx(f:r:_Qfl) . (126)



1.2.1 Monochromaticky bodovy zdroj

U vypoctu pro bodovy monochromaticky zdroj dosadime za hustotu intenzity i(fs, A)
vyraz i(fs, A) = 0(A— o) 6(fs — fe), kde vyraz §(z) znaci Diracovu delta funkei (viz napft.
[7]). Intenzita odpovidajici bodovému monochromatickému zdroji je potom po integraci
pres vinové délky A a prostorové frekvence f; rovna

I =14 cos(x+2mNoz fufe)- (1.2.7)
Viditelnost interferen¢nich prouzku je tedy rovna
v=1. (1.2.8)

Je-li pouzité svétlo prostorovée i casové koherentni, interferuje ve vystupni roviné i svétlo
rozptylené v jinych rovindch, nez predmétové. Viditelnost v je konstantni, nezavisla na
vzdalenosti z. Tedy na vysledném obrazu se podili svétlo rozptylené v celém objektu.

1.2.2 Monochromaticky plosny zdroj

Predpokladdame plosny zdroj skladajici se z navzajem nekoherentnich elementu. Intenzitu
ve vystupni roviné potom muzeme urcit jako soucet prispévku od kazdého ze vSech téchto
elementu. Jelikoz se jedna o dvojrozmérné piiblizeni, je plosnym zdrojem myslena tsecka.
Provedeme integraci pres celou oblast zdroje, tedy pres vSechna s = fiAg, s € (—50, So),
kde sy = sin 3. Za intenzitu i(fs, A) dosadime vyraz i(fs,\) = d(A — \g) rect (s/so) (dle

definice funkce rect v [7], kap.1). Integrujeme dale vyraz

S0
I= / {14 cos[2m (2f1 — fo) x + 7oz fu (fe —2f1) + 27s 2 fi|} dfs . (1.2.9)
o
Intenzita je potom rovna
I =2s0[1+sinc (2mz fys0) cosx] , (1.2.10)
kde sincx = sin x/x. Viditelnost interferen¢énich prouzku je
v =sinc 2wz fps0) - (1.2.11)

7 tvaru vyrazu je napiiklad vidét, ze pro urcitou frekvenci f, dostaneme ste-
jnou hodnotu viditelnosti pii zdvojnasobeni thlové 1hlové velikosti zdroje v poloviéni
vzdalenosti z miizky od vystupni roviny. Tohoto faktu si lze povsimnout na obrézku [I.2.2]
kde v je konstantni, rovno 1/2, a rozsah tihlové velikosti zdroje je 5 € (0,25;0,5) rad. Na
tomto obrazku je zobrazen graf vzdédlenosti Az na thlové velikosti zdroje 3, kde Az
je hodnota vzdélenosti z, ve které klesne viditelnost v na 1/2. Na obrazku je zo-
brazena zavislost viditelnosti v na vzdalenosti z a prostorové frekvenci f, pro dvé velikosti
zdroje. Pro nazornost je rozsah osy z v obou grafech na tomto obrazku stejny.

1.2.3 Nemonochromaticky bodovy zdroj umistény na optické
ose
V tomto piipadé nahradime funkei i( fs, A) = 0(fs) rect [(A — Ao)/AN]. Intenzitu lze potom
vypocitat integraci vyrazu
Xo+E2

I / (14 cos [27 (2fs — fu) 2 + 7z fo (fo — 2/0)]} AN . (1.2.12)

AN
Ao— 5
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Obrazek 1.2.1: Zavislost viditelnosti v na vzdalenosti z a prostorové frekvenci f,. Vlevo pro § = 0, 1rad,
vpravo pro 8 = 0,5rad.
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Obrézek 1.2.2: Zavislost vzdélenosti Az na velikosti zdroje .

Vysledné intenzita je

I =AM\ {1 + sinc |:7T%Z fo (fe —2f1) cosx} } : (1.2.13)

Viditelnost interferencnich prouzku je rovna

v = sinc [W%Z fo (fz — 2f1)] . (1.2.14)

Na obrazku je zobrazena zdvislost viditelnosti na vzdélenosti z a na prostorové
frekvenci f, pro dvé ruzné hodnoty AX. Rozsah prostorové frekvence f, (osa y) je volen
tak, ze pro vSechny prostorové frekvence v tomto rozsahu je splnéna holograficka podminka
(viz [6]). Graf zdvislosti je vykreslen pro prostorovou frekvenci mifzky f; = 70 - 103 m™!,
rozsah osy y je volen f, € (0,46) - 10>m~'. Na obrézku [1.2.4] je zobrazena zdvislost
vzdédlenosti Az na $ifce spektra A\ pro tii prostorové frekvence f, € (0,46) - 10> m™!.
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Obrézek 1.2.3: Zavislost viditelnosti v na vzdalenosti z a prostorové frekvenci f, pro f; = 70-103m™1.
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Obrazek 1.2.4: Zavislost vzdalenosti Az na Sifce spektra AN.

1.2.4 Nemonochromaticky plosny zdroj

Hustotu intenzity i(fs, \) nahradime pro tento piipad vyrazem i(fs, \) = rect (s/sq)x
rect [(A — Ao)/AN], kde s = f,\. Integraci uréime intenzitu

I =2A\sg {1 + sinc (272 f,S0) sinc [W%Z fo (fo — 2f1)} cos X} : (1.2.15)

Viditelnost interferen¢nich prouzku je

v = sinc (2mz f,S0) sinc |:7T%Z fo (fo — 2f1)1 : (1.2.16)

Vyraz pro viditelnost pti pouziti plosného nemonochromatického zdroje svétla je sou¢inem

vyrazu (|1.2.14:

pro viditelnost vay) pii pouziti bodového nemonochromatického zdroje

a vyrazu (|1.2.], 1|) pro viditelnost v pii pouziti plosného monochromatického zdroje

V= UarVj - (1.2.17)



Méjme mtizku s prostorovou frekvenci f, ve vzdalenosti z od vystupni roviny. Potom, je-li
velikost zdroje 8 takova, ze pii pouziti monochromatického svétla je viditelnost prouzku
rovna 1/2 a A\ je takova, ze pfi pouziti bodového zdroje je viditelnost rovna 1/2; je
viditelnost prouzku rovna 1/4. Na obrézku je zobrazen graf zavislosti vzdélenosti
Az na velikosti zdroje [ a na sitce spektra A\ pti pouziti plosného nemonochromatického
zdroje. 7 grafu je zfejmé, ze pii spektralnim i prostorovém rozsiteni zdroje dochazi ke
snizeni vzdédlenosti Az, kde viditelnost prouzku klesne na 1/2.
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Obrézek 1.2.5: Zévislost vzddlenosti Az, ve které klesne viditelnost v na 1/2 pro prostorovou frekvenci
fz =3,65-10*m™! a prostorovou frekvenci miizky f; = 70 - 103m~" na velikosti zdroje 8 a spektralni
sitce AN.

1.3 Vypocet pro plosny zdroj v prostoru

V této podkapitole je uveden vypocet v prostoru. Tedy bereme v tvahu oba rozméry
plosného zdroje. Vypocet je proveden pro kruhovy plosny zdroj o poloméru sq = sin 3.
Spektralni zavislost opét popiseme funkef rect[(A — Ag)/AN].

Pro vypocet je vhodné prevést funkci kosinus na funkci exponencialni. Tedy

2 cos [277' (2f1 — fx) T+ 7"')\03 f:): (fx + 2fc - 2f1>] =
=exp 127 (2f1 — fo) x] exp [inXoz fo (fo — 2f1)] exp (i27s z f) +
+exp [—127 (2f1 — fo) x] exp [—im oz fo (fo — 2f1)] exp (—i27s z f,) . (1.3.1)

Provedeme integraci obou scitancu ve vyrazu (1.3.1)), tedy vyrazu

>\0+%
I, =exp[£i27 (2f1 — f2) 7] / exp [£im oz fo (fx —2f1)] dA // exp (+i27s z f,) dysdzs .
)\O_% Ts,Ys

(1.3.2)



Jednotlivé integrace budeme provadét zvlast, pro prehlednost tedy oznacime jednotlivé
integraly

I = // exp (Hi2nw 2 f,) dys dzs, (1.3.3)
TsyYs
A+ 52
L = / exp [HimAoz fu (fr — 2] dX . (1.3.4)
Ao— 5

Dolni index A oznac¢uje integraci pres vlnovou délku, index s integraci pres plochu zdroje.
Vysledna intenzita je potom popsana vztahem

Xo+5

/ // 1dy, do, d\+

Ao 7Q735 yYs

+ 3 {exp 27 (2f1 — fo) x| Ing Lsy +exp [—i2m (2f1 — fo) 2] In-Ts—} . (1.3.5)

1.3.1 Plocha zdroje

V nésledujici ¢asti se budeme vénovat vypoctu integralu ptres plochu zdroje. Jelikoz se
jedné o kruhovy zdroj, zavedeme polarni souradnice

Ty = pPCosy , (1.3.6)
Ys = psing ,
kde ¢ € (0,27), p € (0, s¢). Jakobidn této transformace je roven p. Potom

I = // exp (£i27zsz f,) dysdas = / /exp +i2mpcospz fr) dedp . (1.3.8)
Ts,Ys
Tento integral vede na Besselovu funkci. Podle [7] (str. 225) plati
a2

— 17 / exp [£i (np + zcos )] de , (1.3.9)

(07

kde J, (x) je Besselova funkce fadu n. Dosazenim x = 2mpzf,, « = 0 a n = 0 do vztahu
(1.3.9) upravime vnitini integral ve vztahu (1.3.8)) a vztah (1.3.8)) prejde na

S0

Iy = QW/pJO (2mpz f) dp . (1.3.10)
0
Podle [12] (str. 661) plati

/x"“Jn (z) do = 2" Ty (2) . (1.3.11)
Vyuzitim tohoto vztahu upravime vyraz (|1.3.10)) na

2“3 z =TS .

I = (1.3.12)

10



1.3.2 Spektralni sitka

V této podkapitole je uveden vypocet integralu Iy, a I,_ definovanych vztahem ({1.3.4])

Dy = AXexp [Hinhoz fo (fe — 2f1)] X
y exp [iiﬁ%z fo(fe — 2f1)} — exp [:Fiw%z fo (fe — 2f1)}

+2i [152 fo (o = 201)] a1
Protoze sin(x) = [exp(iz) — exp(—ix)]/(2i), plati
I = AXexp [£inhoz fi (fe — 2f1)] sinc {W%Z fo (fo — 2f1)1 ) (1.3.14)

1.3.3 Vysledna intenzita

Vyslednou intenzitu potom po dosazeni ([1.3.12)) a ((1.3.14) do ([1.3.5) upravime na vyraz

2J, (2wspz fz) . AN
I =7ANs] {1 + (12§Tsozofx§ ) nc |:7T72 fo (fo — 2f1)} cos X} : (1.3.15)
kde
X =2 (2f1 — fo)x + 7oz fu (fe —2f1) - (1.3.16)
Viditelnost interferen¢nich prouzku je
2J1 (271'802 fz) . A/\fl AN 2
= 2 —T— . 1.3.1
Grsuz 1) sine | 21— =2 fo—m 5 ? 1 (1.3.17)

Stejna hodnota viditelnosti v bude pfi zachovani konstantniho souc¢inu sgz f, = sin Sz f,
a soucinu %z fo (fe — 2f1). Zvétsime-li velikost zdroje, tedy velikost ihlu 3 nebo spektralni
sitku pro stejnou frekvenci f,, budeme muset zmensit vzdalenost z. To znamend, ze
¢im Sirsi zdroj (prostorové i spektrélné), tim méné maji vliv na vysledné zobrazeni viny
rozptylené v jinych rovinach, nez v predmétové.

Na obrézku [1.3.1] je zobrazena zévislost viditelnosti v prouzku na vzdélenosti z pro
jednu prostorovou frekvenci a pro 3 ruzné stavy koherence. V grafu je tato zavislost zo-
brazena pro t¥i rizné stavy prostorové a ¢asové koherence. Sedou érou je vyznacena hod-
nota v = 0,5 a je znazornéno urceni odpovidajicich hodnot Az. Tyto hodnoty odpovidaji
hodnotdm z pruseciku jednotlivych zavislost{ s piimkou v = 0,5. V grafu na obrézku[1.3.2]
je zobrazena zavislost polositky Az viditelnosti na thlové velikosti zdroje 8 a spektralni
sitce AN, Z grafu je patrné, ze vzdéalenost Az se zvétsujicim se zdrojem a Sitkou spektra
klesa.
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1.2

——pB=25-102 Ar=50-10"
——B=25-10 AL=0,1-10"
——pB=30-102 Ar=0,1-10°

0.8

0.6

0.4

0.2

Obrézek 1.3.1: Zavislost viditelnosti prouzku v na vzddalenosti z pro prostorovou frekvenci f, = 2,5 -
10*m~1! a prostorovou frekvenci mifzky f; = 70 - 103m~!. Hodnoty A\ jsou uvedeny v metrech, dhly /3
v radidnech.

Azlpm

B /rad

2 4 6 8 10
AL Im X10_8

Obrézek 1.3.2: Zavislost vzdélenosti Az, ve které klesne viditelnost v na 1/2 pro prostorovou frekvenci

fr =3,65-10*m™! a prostorovou frekvenci mifzky f; = 70 - 103 m~" na velikosti zdroje 8 a spektralni
gitce AN.
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Kapitola 2

Transmisni digitalni holograficky
mikroskop

Transmisni digitalni holograficky mikroskop je uréen k pozorovani pruhlednych obje-
movych objektu. Obsahuje dvé opticky ekvivalentni vétve, predmétovou a referencni.
V predmétové vétvi je umistén pozorovany objekt, v referencni vétvi je umistén refe-
rencni objekt. Viny z téchto dvou vétvi spolu interferuji ve vystupni roviné mikroskopu.
Vznikly interferen¢ni obrazec vin poskytuje informaci o fazovém rozdilu predmétové viny
zpusobeném vzorkem vuci viné referencni. 7 digitdlné zaznamenaného interferenc¢niho
obrazce lze na zakladé znalosti referencni viny rekonstruovat amplitudu i fazi predmeétové
viny.

2.1 Puvodni konstrukce

Halogenova lampa je zdrojem bilého svétla. Velikost zdroje lze nastavit clonkou umisténou
za zdrojem, lze tak nastavit stav prostorové koherence svétla. Pozadovana cast spektra
je omezena interferencnim filtrem s maximalni propustnosti na vilnové délce \y = 650 nm
a polositkou maxima AX = 10nm. Pouzitim filtru s ruznymi hodnotami polositky A\
muzeme nastavit stav casové koherence osvétleni. Jako déli¢ svazku je pouzita linedrni
difrakéni mifzka s frekvenci 70 mm~!. Do pfedmétové a referenéni vétve je vybran prvni
a minus prvni difrakéni fad. Prostorova frekvence miizky je zvolena tak, aby byla splnéna
holografickd podminka (viz [0]). Pro kazdou vinovou délku plati, ze difrakéni tihel svazka
je stejny, jako thel pod kterym svazky interferuji ve vystupni roviné mikroskopu. Pro
vSechny vinové délky svétla tak vznikaji v této roviné interferencni prouzky stejné pros-
torové frekvence. Neni potieba zadného spojovaciho ¢lenu. Jedné se tedy o achromaticky
systém a lze tak pouzit nemonochromatické svétlo.

Schéma transmisniho digitdlniho mikroskopu je zobrazeno na obrazku[2.1.1] Osvétlovaci
soustava je navrzena na principu Kohlerova osvétleni. Zdroj je zobrazen osvétlovaci cockou
do zadni ohniskové roviny kondenzoru, témi jsou objektivy la a 1b. Kazdému bodu
zdroje tak v predmétovém prostoru odpovidd rovinna vlna. Obrazovéa rovina konden-
zoru sdruzend s difrakéni mtizkou je zaroven predmeétovou rovinou objektivu — objektiv
2a v predmétové, objektiv 2b v referencni vétvi. V predmétové vétvi je do této roviny
umistén vzorek. V referencni vétvi je misto vzorku do predmétového prostoru umistén
tzv. referencni objekt, ktery je volen tak, aby opticky rozdil drah ve vétvich byl co nej-
mensi. Tento rozdil potom odpovida odchylkdm pozorovaného vzorku od referenc¢niho
objektu. Pfedmét je objektivem zobrazen do vystupni roviny mikroskopu, kde spolu in-



terferuji svazky obou vétvi. Interferencni obrazec je zobrazen vystupnim objektivem na
¢ip CCD kamery. Funkei tohoto objektivu je zvétSeni interferencniho obrazce, aby byly
interferen¢ni prouzky rozlisitelné kamerou.

Interferen&ni
filtr
i
Halogenova T ” H \
lampa
Difrakéni m¥izka
Referencni Pfedmétova
veétev vétev
|
Objektiv 1b <[ 7> objekivia
Referendni ;
objekt T IR s —L@S_ﬂ Vzorek
AR &
Objekivzb <[ | > <> objekiivza
] T
I ~

Wstupni rovina mikroskopu

<[ == Wstupni objektiv

CCD ——

Obrézek 2.1.1: Schéma digitdlniho holografického mikroskopu [5].
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2.2 Nova konstrukce

Byla navrzena nova konstrukce, kde zobrazovacim systémem prochézi svétlo nerozdélené
dispersi. K rozdéleni svétla do dvou vétvi slouzi hranolovy délic. Obraz zdroje ve vstupni
pupile tedy neni spektrélné rozlozen, jako u mikroskopu popsaném v podkapitole [2.1]
Difrakéni mifzka, kterd zajistuje achromatiénost systému je umisténa az za objektivem
referencni vétve, v predmétové vétvi difrakéni mrizka neni.
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Kapitola 3

Prenos prostorovych frekvenci
v digitalnim holografickém
mikroskopu

Zobrazeni digitalnim holografickym mikroskopem lze charakterizovat jeho koherentni fun-
kel prenosu. Ta popisuje pirenos prostorovych frekvenci systémem. Z této funkce lze také
napiiklad urcit, jak se budou dané prostorové frekvence systémem prendset pii nenulovém
rozostieni. V této kapitole je odvozen casteény analyticky vypocet koherentni funkce
prenosu. Vysledek tohoto vypoctu byl dédle numericky zpracovan. Tato kapitola obsahuje
vysledky ziskané timto zpracovanim popisujici zobrazovaci vlastnosti optické soustavy pri
ruznych stavech koherence osvétleni.

V celém textu je vlnovym vektorem K = (K, Ky, k,) oznacen vektor kolmy na vlno-
plochu, jehoz velikost je k = |K| = 1/A, kde A je vlnovéd délka dané viny. Rozptylovym
vektorem i = (m,n,s) rozumime vektor slozeny z fourierovskych komponent rozpty-
lujictho objektu tak, ze vektor (0,0, s) je rovnobézny s optickou osou.

Rekonstruovanou komplexni amplitudu zobrazeni digitalnim holografickym mikrosko-
pem muzeme popsat (podle [4]) zpétnou Fourierovou transformaci soucinu 7' (ji) ¢ ()

u = [ 7 [T @etes a1 @ (3.0.1)

kde 7= (z,y, z) je polohovy vektor odpovidajici predmétovému prostoru, 7' (iZ) je Fouri-
erova transformace rozptylového potencidlu #(7) objektu [4] a ¢ (i) je koherentni funkce
prenosu daného optického systému. Koherentni funkce prenosu je tedy vahovou funkei
fourierovského spektra objektu, kterd je zavisla pouze na parametrech zobrazovaciho
systému.



3.1 Transformace souradnic

Koherentni funkeci pfenosu transmisniho digitalniho holografického mikroskopu [2] 1ze po-
psat podle [3] vztahem

/// Y|P (R))? P*(R)C (R, i) C, (R) P [(R + )] x

X 0 [(Iiz +5) — [K* = (Ko +m)? — (rk, +n)° ] kPA%R, (3.1.1)

kde R je vlnovy vektor vlny vstupujici do optického systému, (K + ji) je vlnovy vektor
rozptylené viny, pro ktery plati |< + fi| = |R|, C(R, i), resp. C,.(R) je geometrlcky faktor
pro predmétovou, resp. referenéni vétev, predpokladame C(&, i) = C,.(K) =

P(R) = {/4:1/2@1/2, Pro kK, > KCOSq, (3.1.2)

0, jinak,

je pupilové funkce objektivu (viz [3]), jehoz numerickd apertura je NA = sin a. Dosazenim

m ) do vztahu m ) dostaneme

- [l ri

Rz ,Ry,Rz

X 8 [(Iiz +5) — [K* = (Ko + m)? — (ky + n)2] 1/2] d*s . (3.1.3)

Zavedeme transformaci soutradnic
% :
+ /K2 — (§> cosysing,  (3.1.4)
2 2
Ky = — COS7 [g sind + 4/ Kk? — (g) COS ¥ COS 19] — /K2 — (g) sinysing,  (3.1.5)

_ K s (Y -
mz——gcosﬁ—f— =5 cos psind | (3.1.6)

pro rozptylovy vektor vyjadieny ve sférickych soutadnicich @ = (m,n,s) = (ucosvysind,
psinysind, pcos ). Tato transformace vychézi ze skuteénosti, ze velikosti vlnového vek-
toru rozptylené a puvodni viny jsou stejné. Polozime-li pocateéni bod obou téchto vek-
toru do pocatku systému soutadnic, jejich koncové body budou lezet na kulové plose.
Rozptylovy vektor i lze tedy v systému soutadnic umistit tak, ze jeho pocatecni i kon-
covy bod lezi na této kulové plose. Mnozinou bodu, na které muze lezet pocatecni, resp.
koncovy bod téhoz vektoru ji, je kruznice (viz obr. . Uhel @ je uhel, ktery svira
rovina uréend vektorem g a optickou osou s rovinou uréenou vektory £ a fi. Kazdy vl-
novy vektor podilejici se na preneseni urcité prostorové frekvence odpovidajici néjakému
rozptylovému vektoru muzeme popsat thlem ¢ (tedy orientaci v prostoru) a velikosti &.
Pro vlnovy vektor sméfujici rovnobézné s optickou osou potom plati ¢ = 0.

Po zavedeni transformace se vypocet redukuje na integraci pies ¢ a k. Vzhledem
ke tvaru soufadnic a rotacni symetrii soustavy (pfedpokladame zdroj svétla kruhovy
s optickou osou prochézejici jeho stiedem) je oblast integrace pies ¢ symetrickd podle
nuly, tedy ve tvaru (—@max, Pmax)- Jakobidn této transformace je

K, + 8
o

. o 1\ 2
Ky = —sin-y 5511119—1— Ii2—(§> cos ¢ cos ¥

J = K . (3.1.7)
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Obrézek 3.1.1: Schéma pro transformaci soufadnic, & je vlnovy vektor puvodni viny, [ je rozptylovy
vektor, K + ji je vlnovy vektor rozptylené viny a o je optickd osa.

3.2 Koherentni funkce prenosu — analyticky vypocet

Po zavedeni transformace soufadnic a dosazeni do vztahu (3.1.3|) pro koherentni funkci
prenosu dostaneme vyraz

2
1 Lcosd + /K% — (5) cospsind
c(ﬁ):;//i(m,(p) 2 (%) dpds . (3.2.1)
K7SD

\/[mz — (%)2] cos? psin® ) — (& 00819)2

Meze integrace pres oblast ¢ uré¢ime z oblasti nenulovych hodnot pupilové funkce (3.1.2)
a z velikosti obrazu zdroje ve vstupni pupile kondenzoru. Zobrazime-li zdroj tak, ze vstupni
pupilu nebude zcela vyplinovat, maximalni ihel mezi vinovym vektorem vstupujici viny
a optickou osou nebude dan numerickou aperturou, ale ihlem § < «, odpovidajici velikosti
obrazu zdroje ve vstupni pupile kondenzoru. Pro prichod svétla kondenzorem musi byt
splnéna podminka a pro pruchod rozptyleného svétla objektivem musi byt splnéna
podminka (3.2.3).

P(R)#0  pro Kk, >kcosf, (3.2.2)
PR+ @) #0 pro K,+ s8> Kcosa . (3.2.3)

V referen¢ni vétvi prochéazi objektivem vlna nerozptylena. Protoze § < «, svétlo, které
do referencni vétve vstoupi, systémem projde, takze neni potieba zadné dalsi podminky.
Z podminek (3.2.2) a (3.2.3) plyne

Kk cos 3 + & cos 1) kcosa — £ cost

A || < arccos 2 . (3.24)
\/f#—(%)Qsinﬂ \/ﬂQ—(g)zsinﬁ

V dalsim vypoctu predpokladédme, ze plati i(k, ¢) = i(r)rect [¢/(2¢max)] (dle definice
funkce rect v [7], kap.1), tedy predpokldddme rovnomérné rozlozeni intenzity v plose

|p| < arccos
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zdroje. Protoze plati k, > 0 a k, +s > 0 (usporadani na pruchod), plati (k,+s)/(k.) >0
a tedy musi platit £ > u/(2sin9).
Oznacime

Ak, i) = \/ il U (3.2.5)

4K2? — p2sin 29

B (s i) = —28Y (3.2.6)

VAR? — 2
potom koherentni funkci prenosu ([3.2.1]) upravime do tvaru

c(fi) = %/2(5) arcsin [A (k, f{) SIn mayx (K, i1)] dr+

K

+2 / i(r)B (k, i) F { A7 (k, [i) , arcsin [A (k, [I) S0 @max (8, )]} di,  (3.2.7)

K

kde F'(k,¢) = f0¢(1 — k?sin? ¢)~'/2d¢ je Legendreuv elipticky integral prvniho druhu ([9],
str. 490).

Hodnoty thlu (.« pro jednotlivé hodnoty vektoru fi a ihlu o a 8 byly urceny z (3.2.4]).
Jednotlivé oblasti definicniho oboru byly uréeny porovnavanim obou nerovnic.

e Pro s > 0, nebo pro (s < 0) A (a > ) A [—sin(29) < cos f — cos a] plati:

(3.2.8)

2K cos B + ,ucosq?)

Pmax = Arccos
\4K? — p?sindd

e pros<0Oaproa=p

2/{00504—/100519) (3.2.9)

Pmax = arccos
\AK? — p?sin

e pro (s < 0)A(a > B)A[—sin(29) > cos 8 — cos o] je kazdy integral podle x rozdélen
na dveé casti:

- Pro
1 — i cos v
K € Al
2sin1’ cos 5 — cos «
plati
2 — 9
Pmax = arccos Ak (fos : (3.2.10)
\A4K? — p?sin
- Pro
— L cos v
K s —
~ cos B — cos
plati
2 )
Pmax = arccos reos o jrcos : (3.2.11)
\A4K? — p? sindd
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3.2.1 Vypocet pro specialni pripady stavu koherence pouzitého
svétla

e Monochromaticky plosny zdroj
Pii pouziti monochromatického zdroje svétla prejde vyraz i(k) na delta funkci
i(r) = (kK — ko) a v tomto piipadé nenf potfeba numerické integrace vyrazu (3.2.7).
Koherentni funkce prenosu nabude tvaru

2
c (i) = |, aresin [A (Ko, ) S0 Pmax (Ko, f1)] +
+ 2B (ko, fi) F {A™" (ko, i) , arcsin [A (Ko, ) Sin Qmax (Ko, )]} . (3.2.12)
e Bodovy zdroj

Pii pouziti bodového zdroje muzeme ve vztahu (3.2.1]) dosadit i(k, p) = i(k)d(p —
©o) a potom plati

1 Ak — p? i
C(_)):—/i(lﬁ) pcost + K2 — p? cos pg sin v A (3.2.13)
o \/(452—,u2)cos2 @osin? 0 — (ucos )’

e Bodovy zdroj na optické ose
Pro bodovy zdroj umistény na optické ose je ¢y = 0, kK, = K, tedy integral (3.2.13))

prejde do tvaru
. 2/, peost + K
c(pp)=— [ ik dk . 3.2.14
(H) ( )\/4/12sin219—u2 ( )

K

Nahradime-li funkci i(x) funkei rect[(k — ko) /(2AkK)], tedy rovnu jedné na intervalu
(ko — Ak, Ko+ Ak), mimo tento interval rovnu nule, muzeme funkei (3.2.14)) vyjadrit
analyticky

ﬁ0+Aﬁ+\/(ﬁ0+Aﬁ)2—( Hﬂ)Q
HO—AK+\/(H0—AI€)2— (—%)2

\/(KO + )"~ (2 s?nz?)Z B \/(HO ~ &)~ <2 s’iun19>2] - (3:2.15)

e Monochromaticky bodovy zdroj na optické ose
Pro monochromaticky bodovy zdroj umistény na optické ose platii(k, ¢) = §(k — Kg) ¥
xd(p) a vyraz (3.2.14]) se zjednodusi na

¢ (ff) = cotgd In

1
_l’__
1

2 pcost + kg
f/4k2sin? 0 — 2

c(fi) = (3.2.16)

3.2.2 Oblast nenulovych hodnot koherentni funkce prenosu

Tvar a velikost oblasti pfenesenych prostorovych frekvenci zavisi na stavu koherence
pouzitého svétla. Pii pouziti monochromatického svétla je takovou oblasti (v prostoru
(m,n,s) ) ¢ast kulové plochy. Pti prostorovém i pti spektralnim rozsiteni dojde ke zvétseni
této oblasti. Na obrazcich[3.2.1]a[3.2.2]jsou zndzornény tvary téchto oblasti pro ruzné stavy
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koherence. Systém je rotacné symetricky, k popsani hranice oblasti nenulovych hodnot
i samotné koherentni funkce prenosu c¢(m,n, s) postacuje vykresleni této funkce v roviné
n = 0. Na ose y je vynesena redukovana prostorova frekvence m/(NA/)\g), na ose x je
s/(NA/Xy). Pii pouziti bodového monochromatického zdroje tak oblast nenulovych hod-
not funkce c¢(m,n,s) lezi v intervalu m/(NA/\g) € (—1,1). Oblasti nenulovych hodnot
byly urceny vypoctem vychazejicim z geometrie systému.

1 . . . x T 1.5

1t
0.5f

m /(NA/2)
=i
m /(NA/2.)
< o
()] o (6]

o
)]
1
-

A 05 0 05 1 15 1 05 0 05 1 15
s /(NAVL) s /(NAVL)

Obréazek 3.2.1: Hranice oblasti nenulovych hodnot koherentni funkce pfenosu c(m,0,s) pii pouziti
monochromatického zdroje pro NA = 0,25, Ao = 650 nm. Vlevo bodovy, vpravo plosny zdroj 5 = a/2.

o
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o
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m /(NA/?»O)
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4 05 0 05 1 2 4 0 1 2
s ((NA/L) s ((NA/L)

Obréazek 3.2.2: Hranice oblasti nenulovych hodnot koherentni funkce pfenosu c(m,0,s) pfi pouziti
nemonochromatického zdroje pro NA = 0,25, A\g = 660nm a AX = 100 nm. Vlevo bodovy, vpravo plosny
zdroj 8 = «a/2.

3.3 Koherentni funkce prenosu — numericky vypocet

Koherentni funkce prenosu byla uré¢ena numerickou integraci vyrazu pro poly-
chromaticky prostorové omezeny zdroj. Na obrézcich a je funkce zobrazena
pro ruzné stavy koherence. Pro lepsi viditelnost a zvyraznéni oblasti nenulovych hod-
not je funkce vynésobena velikosti rozptylového vektoru a v grafech je vykreslena funkce
c(ii)-|fi|. Bodu v pocatku soufadného systému je prifazena nulova hodnota, protoze soucin
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¢(ji) - |fZ| neni v tomto bodé definovén. Ostatni body nespojitosti v grafech jsou zpusobeny
malym poctem vykreslenych bodu.

0.3 0.3

0.25 0.25

0.2 0.2
2 2
< <
4 4

=z 10.15 = 0.15
£ £

0.1 0.1

0.05 0.05

401 101 101
10/ (NA/L) 108/ (NA/R) 10/ (NA/R)

Obrazek 3.3.1: Koherentn{ funkce pienosu vyndsobend velikost{ rozptylového vektoru (i) - || (m™t) pro
NA = 0,25, Ay = 650nm. Vlevo pro § = «/20, A\ = 1nm, uprostied pro 8 = «/20, AX = 100 nm,
vpravo pro 8 = a/5, AX=1nm .

3.4 Dvojrozmérna funkce prenosu

Predpokladejme dvojrozmeérny rozptylujici objekt, ktery vlozime do predmétového pros-
toru. Souradny systém prostorovych soutadnic (z,y, z) zvolime tak, ze pfedmétova rovina
je rovina z = 0. Potom rozptylovy potencidl ¢ (z,y, z) takového dvojrozmérného objektu
umisténého v roviné z = zy lze popsat vztahem

t(x,y,z) =ts(x,y)6 (2 — 20) , (3.4.1)

kde t5 (z,y) jsme oznacili dvojrozmérny rozptylovy potencial objektu. Fourierova trans-
formace rozptylového potencialu je potom

o0

T (m,n,s) = /7752 (2, ) exp [=2ri (ma + ny)] dz dy / 5 (2 — 2) exp (—2ris 2) dz .

(3.4.2)

Oznac¢ime-li Ty (m, n) dvojrozmérnou Fourierovu transformaci vyrazu ¢, (x, y), dostaneme
vyraz

T (m,n,s) =Ty (m,n)exp (—27is zp) . (3.4.3)

Po dosazeni do vyrazu (3.0.1) dostaneme

u(r) = // Ty (m,n)cy (m,n; z — zp) exp 271 (mx 4+ ny)] dmdn | (3.4.4)
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Obrazek 3.3.2: Koherentn{ funkce pienosu vyndsobend velikost{ rozptylového vektoru (i) - |ji| (m~t) pro
NA = 0,25, Ay = 650nm. Zleva postupné pro 8 = «/2, AX = 1nm; 8 = «/2, A\ = 50nm; S = «,
AN =1nm; =, AN =50nm .

kde ¢y (m,n; 2) je dvojrozmérné funkce prenosu [3]

co (myn;z) = / c(m,n,s)exp (2ris z) ds , (3.4.5)

— 00

z — 2y je vzdalenost daného dvojrozmérného objektu od roviny z, ve které popisujeme
vinu u (7). Kladnd hodnota tohoto rozdilu znamend, ze dany objekt lezi pied rovinou z.
Dvojrozmeérné funkce prenosu ¢y (m, n; 2) je jednorozmérnou zpétnou Fourierovu transfor-
maci koherentni funkce pfenosu ¢ (m, n, s). Dvojrozmérnd funkce pfenosu ¢y (m, n; z) tedy
popisuje, jak se piicné frekvence dvojrozmérného objektu umisténého mimo predmétovou
rovinu podili na zobrazeni.

Na obrézcich 3.4.1]a[3.4.2]je zobrazeno |cz (m, n; z) | pro rizné stavy koherence pouzitého
svétla. Z grafu je patrné, ze maximalni hodnoty funkce ¢y (m,n; z) odpovidaji pfi vSech
stavech koherence (s vyjimkou monochromatického bodového zdroje) nulovému rozosttent,
tedy funkci ¢ (m, n;0).Vodorovné pruhy v grafu jsou zpusobeny malou hustotou bodu ve
vypoctu koherentni funkce ptrenosu.

Utlum kazdé pricné prostorové frekvence velikosti vm?2 + n? v zavislosti na vzdélenosti
od predmeétové roviny lze charakterizovat polositkou maxima Az(m,n), kde Az(m,n)/2
je vzdalenost od predmétové roviny, pro kterou plati co (m, n; Az(m,n)) = 1/2¢5 (m, n;0).
Zavislost Az(m,n) na velikosti zdroje je zobrazena na obrazku , na spektralni polositce
A\ na obrazku . V grafech je zobrazena pouze velikosti polositky Az(m,n), neni zde
nijak zahrnuta velikost maxima pro danou vlnovou délku, maxima pro vyssi prostorové
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Obrézek 3.4.1: Velikost dvojrozmeérné funkce prenosu co(m, 0; z) pro NA = 0,25, Ag = 650nm, 8 = «/100.
Zleva linedrné pro spektralni polositku od AXA = 1nm do A\ = 50 nm.
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Obrézek 3.4.2: Velikost dvojrozmérné funkce pfenosu ca(m,0;z) pro NA = 0,25, A\g = 650nm, A\ =
10 nm. Zleva linedrné pro velikost zdroje od 8 = /100 do 8 = « .

frekvence jsou mald, takze i velkd hodnota polositky Az(m,n) pro ur¢itou velikost zdroje
neznamena, ze dana frekvence bude prenesena.

Z grafu na obrazku je ztejmé, ze polositka Az(m,n) vyrazné klesa se zvétsujicim
se zdrojem. Zvétsovani sitky spektra na tuto vzdalenost ma vliv témeér zanedbatelny.
V grafu na obrazku si lze povSimnout, ze vliv spektralni sitky na velikost vzdélenosti
Az(m,n) je znatelny pro mensi velikosti zdroje. Pro vétsi hly ( se zdvislost na A\ témér
ztréaci.
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Obrazek 3.4.3: Zévislost velikosti polositky maxima Az(m,n) na velikosti zdroje § pro NA = 0,25,
Ao = 650nm, A\ = 10nm. Hodnoty vzdédlenosti Az(m,n) jsou uvedeny v metrech.
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Obrézek 3.4.4: Zavislost velikosti polosiftky maxima Az(m,n) na &ffce spektra AX pro NA = 0,25,
Ao = 650nm, 8 = «/10. Hodnoty vzdédlenosti Az(m,n) jsou uvedeny v metrech.
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Obrézek 3.4.5: Zavislost velikosti polositky maxima Az(m,n) pro redukovanou prostorovou frekvenci
m/(NA/X\g) = 1,26 na sifce spektra A\ a velikosti zdroje 8 pro A\g = 650 nm, vlevo nahofe NA = 0, 25,
vpravo nahote NA = 0,4, dole NA = 0, 65.
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Kapitola 4

Osové nesymetricky systém

V predchozi kapitole jsme se zabyvali optickym systémem, ve kterém mél zdroj pro
vSechny vlnové délky stejné vlastnosti. V transmisnim digitalnim holografickém mikro-
skopu (kap. , jehoz schéma je znazornéno na obrazku , zavisi poloha obrazu zdroje
ve vstupni pupile kondenzoru na vinové délce pouzitého svétla. Mikroskop je navrzen pro
stfedni vinovou délku Ay = 650 nm. Monochromaticky zdroj této vlnové délky je kolek-
torem zobrazen do vstupni pupily kondenzoru tak, ze stfed obrazu zdroje lezi na optické
ose - ve stiedu vstupni pupily. Pouzijeme-li monochromaticky zdroj jiné vlnové délky, je
stfed obrazu zdroje posunut vuci sttedu vstupni pupily kondenzoru. Tato skutec¢nost je
zpusobena pouzitim difrakéni miizky.

4.1 Zavislost polohy stredu obrazu zdroje na vlnové
délce

Pro prvni a minus prvni #dd difrakce plati podle [1] (str. 449) vztah
sin€ = f\, (4.1.1)

kde ¢ je velikost difrakéntho thlu, f je prostorova frekvence pouzité mrizky a A je vl-
nova délka svétla. Delsim vinovym délkam tedy prislusi vétsi difrakéni thly, nez vinovym
délkam kratsim.

Pro stiedni vlnovou délku pouzitého svétla plati

& = arcsin (fAg) - (4.1.2)

Jelikoz se jedna o 1hel odpovidajici vlnové délce svétla Ny, pro kterou je mikroskop
navrzen, je optickd osa kondenzoru orientovana tak, ze vinovy vektor svétla difraktujictho
pod timto thlem je s optickou osou kondenzoru rovnobézny. Zavislost thlu (y(\), ktery
svird vlnovy vektor s optickou osou, na vlnové délce A lze podle (4.1.1)) a (4.1.2) popsat
vztahem

Go(N) = &(A\) — & = arcsin (fA) — & . (4.1.3)

Jako kondenzor je v mikroskopu pouzit objektiv (viz obr. [2.1.1). Za predpokladu
splnéni Abbeovy sinové podminky ([1], kap. 4.5) plati pro objektiv vztah

sinog = M sinoy (4.1.4)



kde tihel oy, resp. o je thel, ktery svira vstupujici, resp. vystupujici paprsek z objektivu
s optickou osou, M je zvétseni objektivu. Jelikoz je objektiv pouzit jako kondenzor, plati
pro uhel ¢, ktery svira paprsek vystupujici z kondenzoru s optickou osou, vztah

sin¢ (\) = Msin(y (N) - (4.1.5)

4.2 Tvar a velikost zdroje pro ruzné vinové délky

V predchozi podkapitole byla uréena tihlova poloha sttedu obrazu zdroje v predmétovém
prostoru. Pokud by pro néjaky bod byl tento tithel vétsi, nez je thel o odpovidajici nu-
merické aperture, tento bod zdroje by byl zobrazen mimo vstupni pupilu kodenzoru a na
zobrazeni by se nepodilel. V této podkapitole se budeme vénovat urceni oblasti zdroje,
kterd zasahuje do zobrazovaciho procesu.

Vétve odpovidaji difrakénim fadum 1 a —1. Tedy v kazdé vétvi je posun stiedu vudi
stfedu obrazu svétla stiedn{ vinové délky na opa¢nou stranu (obr. [£.2.1)).

Obrazek 4.2.1: Zobrazeni monochromatického zdroje ve vstupni pupile kondenzoru pro vlnovou délku
vetsi, nez je stfedni vinova délka Ag, pro kterou je mikroskop navrzen. Modré srafovani odpovida
predmétové vétvi, cervené srafovdani odpovida vétvi referenéni. Obrazek vlevo zndzornuje pouziti vinové
délky Aq, obrazek vpravo Ao, kde A\g < Ao < Aq.

Ve vystupni roviné mikroskopu interferuji viny z predmétové a referencéni vétve. K in-
terferenci dochazi pro kazdou vlnovou délku vzdy u vin odpovidajicich jednomu bodu
zdroje. Pokud nékterou z vétvi neprojdou viny s vinovymi vektory odpovidajicimi néjaké
oblasti zdroje, tato oblast se nebude podilet na zobrazeni. V obrazku je oblast
zdroje podilejici se na zobrazeni (efektivni plocha zdroje) vyznacena prunikem srafovanych
ploch. Pii pouziti svétla jiné vinové délky, nez je vlnova délka A\g, je obraz zdroje ve vs-
tupni pupile kondenzoru posunut vuci stiedu pupily, v kazdé vétvi na opacnou stranu.
Pouzijeme-li tedy nemonochromatické svétlo a zvolime velikost zdroje takovou, ze obraz
zdroje nevypliuje vstupni pupilu kondenzoru, dojde ve vstupni pupile kondenzoru v jed-
nom smeéru k prostorovému protazeni obrazu zdroje (viz obrazek vlevo a uprostted).
Tedy podobné, jak bylo popsano v kapitole [I] zpusobi spektralni rozsiteni zdroje v jed-
nom sméru i zvétseni geometrickych rozméru obrazu zdroje. Tento jev lze povazovat za
vyznamny u malych velikosti obrazu zdroje vuéi velikosti vstupni pupily kondenzoru, tedy
pro f < a, pro velikosti obrazu zdroje blizici se velikosti vstupni pupily jiz neni mozno
zdroj prilis geometricky zvétsit (obrézek vpravo).
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Obrazek 4.2.2: Zobrazeni efektivni plochy nemonochromatického zdroje ve vstupni pupile kondenzoru,
stfedni vlnova délka Ao, pro kterou je mikroskop navrzen je zobrazena zelené, modie A < )\, Cervené
A > Ag. Stiedy pro jednotlivé vinové délky jsou zvyraznény odpovidajicimi barvami. Vlevo a uprostied
obraz zdroje mensi, nez vstupni pupila kondenzoru, vpravo obraz zdroje vypliuje vstupni pupilu.

4.3 Koherentni funkce prenosu

Oznaéme Ky, Ky, Ky, vinové vektory rovinné viny pochézejici z jednoho bodu zdroje tak,
7€ Ky = (Kous Koy, Koz) je vinovy vektor vlny v predmétové vétvi, k. = (Kyz, Fry, Krz)
vlnovy vektor v referencni vétvi a vektor K, je vlnovy vektor teoretické vlny, kterou
bychom dostali, kdyby nedochazelo k dispersi. To odpovida napiiklad pouziti nultého
difrakéniho fddu miizky. Souiadnice téchto vektoru necht jsou vztazeny k predmétovym
prostorum jednotlivych vétvi, tedy smeér osy z je rovnobézny s optickou osou a vSechny tii
osy x lezi v jedné roviné. Pro svétlo centralni vinové délky Ao plati K, = K, = K,,, protoze
bodovy zdroj takové vinové délky se zobrazi ve vstupnich pupildch obou kondenzoru do
stejného mista. Pro svétlo jakékoli jiné vinové délky plati K, # K, # K,. Zavedeme tzv.
dispersni vektory A, a Kr, popisujici zménu vinového vektoru vuéi x,, vztahy

Ko = Ko + A, (4.3.1)
K= Kn+ A, (4.3.2)

Abychom mohli poéitat koherentni funkci pfenosu, je potieba upravit vyraz tak,
aby tuto nesymetrii systému postihl. Difrakéni miizka je orientovana tak, ze jeji nenulova
prostorova frekvence je ve sméru osy x. Vektory K, K, se tedy lisi pouze ve slozkach ve
sméru osy = a z. Tedy plati A,, = A, , = 0. Slozky A, (k) = —A, (k) = Ay(k) jsou
funkef velikosti vlnového vektoru (vinové délky). Slozky A, , a A, , maji takovou velikost,
aby velikost vlnového vektoru byla zachovéana, tedy |x,| = |K,.| = |kn| = k. Tedy slozka
vektoru A, , a A, , je funkei velikosti k£ vlnového vektoru i jeho sméru. Pro koherentni
funkei prenosu osové nesymetrického systému plati (podle [3])

C(ﬂ)=/7/%’(/5)13:(@)P*(ff?)Pc(f%)P(%+ﬁ)0(f¥,ﬁ)0(f?)><

x 6 [(Fm,z +8) = [K2 = (Fow +m)? — (Koy +n)?]"” 2] ko PR . (4.3.3)

Geometricky faktor opét predpokladame C(%, i) = C,(RK) = 1. Oborem integrace jsou
vSechny vlnové vektory K svétla pochéazejictho ze zdroje. Tvar efektivni plochy zdroje
a jeji zmenseni zpusobené dispersi jsou zahrnuty v ¢lenu i (K) a ve vyrazech pro pupilové
funkce jednotlivych objektivu a kondenzoru.

Vzhledem ke komplikovanosti vypoc¢tu takového integralu pristupme k nasledujicimu
zjednoduseni. Jako zdroj svétla, pres ktery provedeme integraci, vezméme obraz zdroje
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ve vstupni pupile kondenzoru predmétové vétve. Potom ve vztahu (4.3.3) dosadime za
K = (Kg, Ky, k) vektor k,. Vztah (4.3.3)) nabude tvaru

/// P*(7) P (o) P (o + fi) %

) [(Ho,z +s) — [/{2 — (Koz + m)® — (Koy + n)2] 1/2] Kook 2 d?K, . (4.3.4)

Po dosazeni vyrazu (3.1.2)) pro pupilovou funkci objektiva

/// /{:072 KR
><
EO z O z A7 72) K;O,Z (KZO,Z é)

) [(HO,Z +8) = [K2 = (Kow + m)? = (Koy +1)2] " 2] B, . (4.3.5)

Povsimnéme si, ze vztah (4.3.5)) se od vyrazu pro symetricky systém lisi pouze

ve ¢lenu
K:o,z Ar,z - Ao,z

=1- .
Hjo,z - Ao,z + Ar,z '%o,z + A’r’,z - Ao,z

Oznacme (A, , — A, .) /(Ko + A — A, ) = Y(K,). Vyraz (4.3.5)) tak upravime na soucet
dvou integrala

. :/’!/i(%)mx

X 4 [(no,z +5) = [K* = (Kow + m)? = (Koy + n)z} 1/2} d*k,+

+/n!/\ll(%)i(%) /fo,z/z/;:,z+5)x

X 8 [(Ho,z +8) = [K2 = (Kow +m)® = (Koy +n)°] 1/2} d*s, . (4.3.7)

(4.3.6)

Prvni integral souctu (4.3.7)) je stejny, jako vyraz . Druhy integrél ma v argumentu
navic clen (k). Funkce i(Ko) je nezédpornd na celem integra¢nim oboru, hodnoty

jsou vzdy kladné. Pro kazdou funkci f(£p) nabyvajici na néjakém intervalu nezapornych
hodnot, plati na celém tomto intervalu

Uiin f (50) < W (Ko) f (K0) < Wmaxf (K0) (4.3.8)

kde W i, resp. Way je minimdlni, resp. maximdalni hodnota funkce W(x;), které muze na
tomto intervalu nabyvat. Z toho plyne

b [ 160 055 [ visr st 05 v [ s 0530

Oznaéime-li ¢o(m, n, s) koherentni funkci prenosu, kterou bychom vypocéitali pomoci vzta-
hu (3.1.3)), kde bychom za K dosadili &,, muzeme psat

(14 Wpnin) co (mym, s) < c(m,n,s) < (1 4+ Upax) co (M, n,s) . (4.3.10)
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V nasledujicim odstavci uréime hodnoty Wy & Wpin. Z (3.1.2)) plyne

N, — A, €[—k(l—cosa),k(l—cosa)l , (4.3.11)
Kor— DNos+ A, € (Keosa, k) . (4.3.12)

Maximalni moznou hodnotou podilu dvou funkci je podil maximélni hodnoty funkce
v ¢itateli a minimalni hodnoty funkce ve jmenovateli, tedy

\I]max L= (Ao,z - Ar,z)max _ K (1 — COS OZ) _ 1 —cosa 7 (4313)
T (Roe A = Av) i K COS (v Cos v
1 —
Winin,1 = e (4.3.14)
cos o

Protoze absolutni hodnota |W .y 1| je stejnd jako absolutni hodnota |y, 1], budeme se
déle zabyvat pouze jednou z téchto hodnot. Maximalni hodnota W,y 1 funkce ¥(x;) neni
funkci vlnového vektoru, udava pouze hodnotu, kterou tato funkce nemuze piekonat.
V tabulce jsou uvedeny tyto maximélni hodnoty pro tii hodnoty numerické aper-
tury, jaké odpovidaji objektivim pouzivanym v mikroskopu. Z tabulky je patrné, ze

Tabulka 4.1: Hodnoty Wy,,x,1 pro rizné hodnoty numerické apertury.

NA 0,25 | 0,40 | 0,65
Viax,1 || 0,033 | 0,091 | 0,316

vypocitame-li koherentni funkci prenosu pro NA = 0,25 pomoci vztahu , bude se
tato hodnota lisit od hodnoty vypocitané podle vztahu (4.3.7) o maximalné 3,3 %, pro
NA =0,4009,1% a pro NA = 0,65 o 31,6 %.

Tyto hodnoty odpovidaji maximalni mozné odchylce. Dané hodnoty muzeme urcit
presnéji a snizit tak maximalni hodnotu procentudlni odchylky. Maximalni hodnota vyrazu
A, ,—A, . nastane pro takovou kombinaci vektoru ; a K, ze jeden z téchto vektoru svird
s optickou osou thel a a oba lezi v roviné y = 0 (viz obrézek . Maximalni velikost
rozdilu A, , — A, . je potom

20, \ 2
A, — Ar,z\max =K \/1 - (sin& - ) —cosa| . (4.3.15)

K

Tomu odpovida

() = \/1— (sina—%)

cos

V tabulce jsou uvedeny hodnoty vypocitané z tohoto vztahu. Symbol A, oznacuje
maximalni vlnovou délku svétla v systému. Pro symetrickou spektralni zavislost, v jejimz
stfedu je centralni vlnova délka pro dany systém, plati, ze hodnota U .y 2() je maximaln{
pro hodnotu A.c. Pro numerickou aperturu NA = 0,25 se vysledna koherentni funkce
prenosu v kazdém bodé prostoru (m,n,s) pocitand vztahem a tedy i vztahem
lisi od presné hodnoty urcené vyrazem o maximalné 1,7 %.

Pro vypocet koherentni funkce prenosu takového optického systému neplati podminka
. Nalézt odpovidajici podminku a vyraz pro ¢m.x neni analyticky mozné, thel .«
je proto pocitan numericky. Protoze tento systém neni rotacné symetricky, byl vypocet
proveden pro dva na sebe kolmé sméry — pro pti¢nou prostorovou frekvenci m ve sméru
protazeni zdroje a pro pti¢nou prostorovou frekvenci n kolmou na tento smeér.

Uax2 1. (4.3.16)
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Obrazek 4.3.1: Schéma pro urceni maximalni hodnoty A,, — A, .. Vektory jsou orientovany tak, Ze
optické osy obou vétvi splyvaji (ozn. o).

Tabulka 4.2: Hodnoty W,y pro ruzné hodnoty numerické apertury.

| NA | 0,25 [ 0,40 | 0,65 |
Amax = 700nm [ Wyayp [ 0,0170 | 0,057 [ 0,235
Amax = 675nm | Wiayp [ 0,0090 | 0,031 | 0,136
= 662,5nm | Voo || 0,0045 | 0,016 | 0,073

AI‘IlZ:l.X

4.4 Vlastnosti zobrazeni

Tato podkapitola je vénovana vlastnostem optického systému, které muzeme uréit z ko-
herentni funkce prenosu. Vypocet této funkce byl upraven tak, aby zahrnoval dispersi,
tedy ruzné polohy a tvary obrazu zdroje pro ruzné vlnové délky. Jsou zde provedeny

analogické vypocty k vypoctum v kapitole 3] (3.3} [3.4). Vypocet vychdzi ze vatahu (3.2.7).

4.4.1 Pricna prostorova frekvence n

Velikost obrazu zdroje v tomto sméru neni nijak zménéna. Obraz zdroje odpovidajici
vlnové délce, pro kterou mikroskop neni navrzen, muze byt vstupni pupilou kondenzoru
ofiznut tak, ze maximalni whel, ktery svird vinovy vektor s optickou osou je mensi, nez
B (viz napt. obr. vlevo, v tomto obrazku odpovida prostorova frekvence n svislému
sméru). Také celkova intenzita svétla odpovidajici takové vlnové délce je mensi, protoze
se na zobrazeni nepodili celd plocha zdroje. Tyto jevy nejsou pro tvar koherentni funkce
prenosu piilis vyznamné. Vysledky pro prostorovou frekvenci n se tedy piilis nelisi od
vysledku v kapitole [3.3|
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4.4.2 Pri¢éna prostorova frekvence m

V tomto sméru je zdroj protazen. Kazdy z kraju takto protahlého zdroje odpovida krajni
hodnoté vinové délky pouzitého spektra (piip. takové mezni vlnové délce, kterd jesté
zasahuje do zobrazovaciho procesu). Koherentni funkce prenosu tedy v tomto piipadé nenf
symetricka (viz obrézek. Na tomto obrazku jsou zobrazeny grafy souc¢inu koherentni

x 10 x 10 x 10
2 2 2
16 16
15 15 25 15
1.4 1.4
1 1 1
Fd1.2 P 41.2
05 05 05
:o -1 :o :o +1
E 0 % 0 L4155 E 0
= o8 P E r08
-0.5 0.5 0.5
0.6 i 1 L40.6
1 1 1
0.4 0.4
1.5 1.5 05 15
02 0.2
2 2 2
0 0
02002 02002 02002
s/ (NA/L) s/ (NA%L)

Obrazek 4.4.1: Soucin koherentni funkce pfenosu a velikosti rozptylového vektoru pro monochromaticky
plosny zdroj (m~1), kde 8 = a, NA = 0,25. Vlevo pro A\; = 600nm, uprostied pro A = A9 = 650 nm,
vpravo pro Ao = 700 nm.

funkce a velikosti rozptylového vektoru pro tii ruzné zdroje svétla. Jednd se o plosné
monochromatické zdroje ruznych vinovych délek. Vlevo pro vinovou délku A; kratsi, nez
je centrélni vinova délka (A; < Ag), uprostied pro centralni vinovou délku A, vpravo pro
vinovou délku As delsi, nez je centrélni vinova délka (Ay > Ag). Lze si povsimnout, ze
koherentni funkce prenosu pro vinové délky A; a Ay neni symetricka podle roviny m = 0.
To je zpusobeno posunem obrazu zdroje ve vstupni pupile kondenzoru. Symetricky podle
této roviny neni ani soucet koherentnich funkei prenosu pro tyto dvé krajni vlnové délky.
Tedy, pouzijeme-li nemonochromaticky zdroj svétla se spektralni zavislosti symetrickou
podle centralni vilnové délky, ziskame koherentni funkci prenosu nesymetrickou dle roviny
m = 0.

7 obrazku [4.4.2| 4.4.3| a [4.4.4] je patrné, ze se pii spektralnim rozsitovani projevuje
urcity pokles ve velikosti polositky Az(m, 0). Pokles pii zvétsovani geometrickych rozmeéru
je ale stale vyznamné;jsi.

Na obrazku je zobrazena zavislost dvojrozmérné funkce prenosu cy(m,0; z) na
prostorové frekvenci m a velikosti rozostieni z. Na jednotlivych radcich je tato funkce zleva
vzdy pro spektralné rozsitujici se zdroj konstantni prostorové velikosti. V jednotlivych
sloupcich smérem dolu je tato funkce zobrazena pro prostorové se zvétsujici zdroj s urcitou
konstantni sitkou spektra. Z tohoto obrazku je patrné, ze prostorové rozsitovani zdroje
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Obrézek 4.4.2: Vlevo - zdvislost velikosti polositky maxima Az(m, n) na velikosti zdroje 8 pro NA = 0, 25,
Ao = 650nm, AX = 24nm. Vpravo - zdvislost velikosti polosiiky maxima Az(m,n) na sffce spektra A\
pro NA = 0,25, Ay = 650nm, 8 = 0,0207 nm.
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Obrézek 4.4.3: Zavislost velikosti polositky maxima Az(m,n) na velikosti zdroje 8 a na $iFce spektra A\
pro NA = 0,25, A\g = 650 nm. Vlevo pro m/(NA/Xg) = 0,95, vpravo pro m/(NA/Xg) = —0, 95.

0.04 0.06 .
ANy ANy

ma vyznamny vliv na zvysSovani tutlumu pienosu frekvenci pii rozostrovani, tedy pri
rozsifovani zdroje se vyrazné zuzuje tvar zdvislosti co(m,0;2) na z a tim se zmensuje
vzdélenost Az(m,0) pro jednotlivé prostorové frekvence. Pii spektralnim rozsitovéni
zdroje je vidét obdobny trend. Vliv spektralniho rozsitovani je vyrazny u malych velikosti
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Obrézek 4.4.4: Zavislost velikosti polositky maxima Az(m,n) na velikosti zdroje 8 a na $ifce spektra A
pro NA = 0,65, \g = 650nm, m/(NA/Xg) = —0,95.

zdroje, u vétsich jiz prestdva byt vyznamnym (viz obr. dole).
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Obrazek 4.4.5: Velikost dvojrozmérné funkce pirenosu pro NA = 0,25, Ay = 650nm — zleva linedrné od
AN = 1nm do AX = 100 nm, po fadcich postupné linedrné velikost zdroje od 5 = «/100 do 8 = «/2.
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Z.aver

Provedla jsem vypocet dle ivahy v ¢lanku [10]. Vysledky vypoctu ukdzaly, ze tloustka
optickych fezu, respektive sitka oblasti objektu, pro kterou se viny rozptylené v ni podili
na zobrazeni, zavisi jak na prostorové, tak na c¢asové koherenci. Vzhledem k moznostem
nastaveni stavu koherence v mikroskopu je zavislost na stavu prostorové koherence vy-
znamne;jsi.

V praci byl upraven vypocet koherentni funkce prenosu pro transmisni holograficky
mikroskop z ¢lanku [3]. Byl proveden ¢édstecny analyticky vypocet této funkce, ktery
byl doplnén vypoctem numerickym. Na zakladé znalosti koherentni funkce prenosu jsem
pocitala, jak se méni prenos prostorovych frekvenci dvojrozmérného objektu systémem
v zavislosti na vzdalenosti objektu od predmétové roviny. Tento vypocet jsem provedla
pro dva optické systémy.

Pro mikroskop, kde svétlo pti pruchodu zobrazovacim systémem neni disperzné roz-
déleno, ma na tutlum prenosu prostorovych frekvenci v zavislosti na rozostieni pouze
stav prostorové koherence. Vliv stavu ¢asové koherence se projevi pouze u velmi malych
velikosti zdroje.

U mikroskopu, kde svétlo prochazi zobrazovacim systémem disperzné rozlozeno, lze
zrychleni ttlumu prenosu prostorovych frekvenci v zavislosti na rozostfeni docilit pros-
torovym i spektralnim rozsitenim zdroje, podobné, jak bylo odvozeno ve vypocétu ne-
zahrnujicim zobrazovaci soustavu. Vliv spektralniho rozsitovani zdroje klesd s rostouci
prostorovou velikosti zdroje.
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