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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva problematikou numerického preostfovani v holografickém
mikroskopu s ¢astecné prostorové koherentnim osvétlenim. Numerické preostfovani je
vypocet komplexni amplitudy obrazové viny v rovinach jinych, nez je obrazova rovi-
na. Vypocet oblasti, ve které je mozné numericky pteostiovat, je zalozen na pouziti
Rayleighova-Sommerfeldova difrakéniho integralu a Fresnelovy aproximace kulové viny.
Popis stavu koherence viny a §iteni ¢astecné koherentniho svétla vychazi ze statistickych
metod teorie optické koherence. V této préci je vypoctena tloustka vrstvy, ve které lze
numerické pieostiovani provadét. Tato tloustka zdvisi na parametrech mikroskopu - na
velikosti zdroje a parametrech pouzitych objektivi. Vysledek je aplikovan na mikroskop
z laboratote UFT FSI VUT.

Summary

The bachelor thesis deals with issue of numerical refocusing in holographic microscope
with partially space coherent light. The numerical refocusing is a computation of the
complex amplitude of an image wave in planes differing from the image plane. The cal-
culation of the region where the numerical refocusing is usable is based on application
of Rayleigh-Sommerfeld diffraction integral and the Fresnel approximation of a spherical
wave. The description of coherence state and propagation of partially coherent light fol-
lows from statistical methods in optical coherence theory. In this thesis the thickness of
field is calculated where the numerical refocusing is usable. The thickness depends on mi-
croscope parameters - the size of the light source and parameters of lenses in microscope.
The result is applied to the microscope in the laboratory IPE FME BUT.
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optické koherence
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Uvod

Holografickd mikroskopie umoznuje pozorovani objemovych vzorku v redlném case. Pii
pouziti koherentniho osvétleni 1ze z jediného interferencniho obrazce rekonstruovat oblast
celého trojrozmérného vzorku. Vypocet komplexni amplitudy, kterd odpovida zaostieni
mikroskopu i do jinych rovin mimo predmétovou, se nazyva numerické preostiovani. Pti
pouziti ¢astecné koherentniho osvétleni je moznost numerického pireostrovani omezena
jen do rovin blizkych predmétové. V této praci budeme urcovat tloustku oblasti, ve které
1ze numerické pieostfovan{ aplikovat u mikroskopu z laboratore UFI FME VUT. Tento
problém je pro jiny mikroskop fesen v ¢lanku [2].

Pii vypoctu budeme vychézet ze skalarni teorie difrakce a z teorie optické koherence.
Pomoci Rayleighova-Sommerfeldova difrakéniho integrélu a Fresnelovy aproximace kulové
vlny budeme pocitat siteni komplexni amplitudy. Statistickych metod teorie optické ko-
herence pouzijeme pro urceni koherenéniho stavu viny po pruchodu vzorkem. Budeme se
zabyvat prostorovou koherenci.

V kapitole [1{ je popsén transmisni holograficky mikroskop z laboratote UFI FSI VUT,
pro jehoz parametry budeme vypocet provadét. V kapitole [2| se zabyvame Sitenim ko-
herentni viny volnym prostorem, priuchodem vlny ¢ockou a vzorkem. V kapitole [3] jsou
popsany veliciny popisujici stav koherence a sifeni ¢astecné koherentniho svétla. V kapi-
tole 4] je vypocet pro usporadani daného mikroskopu. Ten obsahuje vypocet Siteni kom-
plexni amplitudy soustavou a vypocet koherenéniho stavu viny. Déle je zde z podminky
dostateéné koherence urcéena tloustka vrstvy, ve které lze numericky pieostiovat.






Kapitola 1

Transmisni holograficky mikroskop
s castec¢né koherentnim osvétlenim

Holograficky mikroskop obsahuje dvé opticky ekvivalentni vétve, predmétovou a referencni.
Ve vystupni roviné spolu viny z téchto vétvi interferuji. Pomoci holografického mikroskopu
jsme diky tomu schopni zaznamenat amplitudu a fazi obrazové viny. Informace o fazi a am-
plitudé v predmétové roviné nam umoznuje rekonstruovat vinu v jinych rovinach. K tomu,
abychom mohli tuto rekonstrukci provést, potfebujeme, aby vlna, kterd osvétluje vzorek,
byla dostatecné koherentni.

V mikroskopu je pouzito céstecné koherentni osvétleni. Interferovat tak budou jen
paprsky rozptylené v uzké oblasti predmétové roviny. Interference paprsku rozptylenych
v jinych ¢éstech vzorku bude omezena. Omezi se také interference vicendsobneé rozptylenych
paprskil.

Osvétlovaci soustava mikroskopu je navrzena na principu Kohlerova osvétleni. Jako
zdroj svétla je pouzita halogenova lampa. Ta je zdrojem bilého svétla. Za ni je umistén
interferencni filtr s maximalni propustnosti na vinové délce A = 650 nm, polositka maxima
propustnosti je AX = 10nm. Svazek je rozdélen na dva pomoci délice, jimz je difrakéni
miizka se 70 vrypy na mm. Prostorova frekvence mrizky je takova, aby thel, pod kterym
paprsky difraktuji a interferuji, byl maly a stejny. Pro kazdou vlnovou délku plati, ze
paprsky interferuji pod stejnym tuhlem jako difraktuji. Pro vSechny vinové délky tak vzni-
knou interferencéni prouzky se stejnou prostorovou frekvenci. Jednd se tedy o achromaticky
systém a lze pouzit bilé (nekoherentni) svétlo. Neni nutné pouzit spojovaci prvek, inter-
feren¢ni obrazec vznikne ve vystupni roviné mikroskopu.

Schéma mikroskopu je zobrazeno na obrézku [1.0.1} Zdroj je ¢ockou zobrazen do
ohniskové roviny kondenzoru — objektivu la, 1b. Kazdy bod zdroje tak vytvoii rovin-
nou vlnu, ktera prochézi vzorkem. Vzorek je umistén v obrazové roviné kondenzoru. Tato
rovina je zaroven predmeétovou rovinou objektivu 2a. Ten zobrazi predmét do vystupni
roviny mikroskopu. V této roviné paprsky obou vétvi interferuji. Protoze se jedné o neko-
herentni zdroj, interferuji zde paprsky, které odpovidaji jednotlivym bodovym zdrojum.
Referencni vétev se od predmétové lisi tim, ze se v predmétové roviné nachézi misto vzorku
referen¢ni objekt. Jedna se o predmeét, ktery se co nejvice shoduje se vzorkem. Potom lze
z dréhovych rozdilu mezi paprsky z referencni a predmétové vétve urcit odchylky tloustky
a indexu lomu vzorku od referené¢niho predmétu.
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Obréazek 1.0.1: Schéma digitalniho holografického mikroskopu.



Kapitola 2

Rekonstrukce koherentni viny

2.1 Vlnova funkce

Svétlo je elektromagnetické vinéni. Pro jeho popis lze tedy pouzit vektory elektrické a mag-
netické intenzity. V homogennim, izotropnim, neabsorbujicim a nedisperznim prostiedi
neobsahujicim zdroje vinéni musi slozky téchto intenzit vyhovovat vinové rovnici

i@zu (7,t)

= "\ 2.1.1
2 o2 7 ( )

kde ¢ znaéf rychlost svétla v daném prostiedi, V2 = A je Laplacetiv operdtor, pro ktery
v kartézskych soutadnicich plati

Vie —+ —+—. (2.1.2)

Veli¢ina u (7, t) se obecné nazyva vinova funkce. Vinova funkce popisujici svételnou vinu
(napt. v [6]) byvé ve skaldrni teorii oznac¢ovéana jako rozruch (disturbance).

V celé praci budeme pouzivat komplexni notaci, tedy veli¢ina u (7, ¢) bude komplexni
funkci, pricemz fyzikalni vyznam bude mit pouze jeji redlna cast.

2.2 Impulsova odezva volného prostoru

Zname-li vlnovou funkci v roviné z = 0, muzeme pomoci Rayleighova-Sommerfeldova
difrakéniho integralu (viz napf. [6], str.108) urcit vlnovou funkei v roviné z > 0. Tento
difrakéni integral ma tvar

// {exp lk’sM)] (1 + @) (%) 7dS (2.2.1)

kde 7 je normalovy vektor k roviné z = 0, k = 27” je vinové ¢islo, )y = PM, bod P lezi
v roviné z > 0, bod M v roviné z = (. Oznacime-li souradnice bodu M v roviné z = 0
jako & an a vlnovou funkei u(zx, y,0) = uo(§,n), bude platit §y, = (£ — ) 7+ (n — y) J+ 2k,

—

M= = . (2.2.2)
N N R

»




Integral (2.2.1) muzeme prepsat na

e £ exp 1k\/x— y—mn) + 22
ule?) kj// & (u—§>+w—nf+% >X

x |1+ : dedy . (2.2.3)

k(=& + (y— ) + 22

Tento vyraz odpovida konvoluci

u(w,y,2) = uo(z,y) * h.(z,y) (2.2.4)
kde funkce
il €XD (ik\/:tz—l—y?—kzz) ;
ho(z,y) = —— 1 2.2.5
(z9) 27 224+ y? + 22 +k [22 + y2 + 22 ( )

se nazyva impulsova odezva.
Plati-li kv/x2 + y? + 22 > 1 a polozime-li ——=%—— = 1, muzeme pii pouziti Fres-

m
nelovy aproximace kulové viny (viz [6], str.21) impulsovou odezvu h.(x,y) aproximovat
Fresnelovym propagétorem P, (z,y)

ik exp(ikz)
or

ik

h (z,y) = P, (x,y) = exp {2 (2 +y )] : (2.2.6)

Vlnovou funkci v roviné z tedy muzeme pii splnéni danych podminek vyjadtit konvoluci

u(z,y, z) = ug(x,y) * P.(z,y) . (2.2.7)

2.3 Uhlové spektrum vinové funkce a jeji rekonstrukce
v jiné roviné

Lze ukézat ([6], str. 117-118), ze zndme-li vlnovou funkci v roviné z = 0, muzeme urcit
vlnovou funkci v roviné z = konst. > 0 jako zpétnou dvojrozmérnou Fourierovu transfor-
macil

w(z,y,2) = / Up (k. ky) exp [i (xk +yky + 2y k2 — k2 — k;)] dk, dk, ,  (2.3.1)

—00

kde

U, (ky, ky) // x,y,z)exp [—1(k,z + kyy)| dedy . (2.3.2)

Ve vypoctech budeme této skutecnosti vyuzivat v mistech, kde neni zaruc¢eno splnéni
podminek uvedenych na konci ptedchozi podkapitoly.



2.4 Amplitudova propustnost

Difraktujici strukturu, umisténou v roviné z = 0, kterou prochazi vlna, lze popsat funkci
nazvanou amplitudovd propustnost. Je definovand (napi. v [3]) jako podil amplitudy
u (x,y, z) proslé strukturou a amplitudy vstupujici u; (x,y, z), obé v roviné z = 0. Tedy

Ut (l’, Y, O)
t = —x . 2.4.1
(a2 = 2D (24.)
7 toho vyplyva
w (2,9,0) = u; (z,y,0)t (z,y) . (2.4.2)

Amplitudové propustnost tenké cocky t; je v paraxialni aproximaci (odvozeno napf.
v [3], str.96-99)

t; (z,y) = exp (iknA) exp {—% (* + y2)} , (2.4.3)

kde A je tloustka cocky a n je index lomu ¢ocky.
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Kapitola 3

Castecné koherentni svetlo

V predchozi kapitole jsme se zabyvali monochromatickym svétlem pochéazejicim z bodo-
vého zdroje. Takové svétlo lze charakterizovat komplexni amplitudou. V mikroskopu je
pouzit nekoherentni plosny zdroj. Svétlo, které prochéazi optickou soustavou, pochazi od
velmi mnoha takovych elementarnich bodovych zdroju. Svétlo je potom slozeno z amplitud
odpovidajicich jednotlivym bodovym zdrojum. Ty jsou na sobé nezavislé, jsou mezi nimi
ruzné fazové rozdily, které fluktuuji. Amplitudu takového svétla nejsme schopni urcit.

Neni-li svétlo presné monochromatické, amplituda neni predem dand. Nemuzeme v ta-
kovém pripadé mluvit o vinové funkei, hovofime o ndhodné funkei u (7, t). K popisu svétla
je nutné pouzit statistickych metod. Pomoci veli¢in, danych statistickymi stfednimi hod-
notami nahodné funkce, muzeme svétlo klasifikovat jako koherentni, ¢astecné koherentni,
nebo nekoherentni.

Prostorové a ¢asové fluktuace ndhodné funkce u (7, t) charakterizuje funkce vzdjemné
koherence (viz [1], str. 564)

1o (1) = (W (7, ) u (7o, t + 7)) (3.0.1)

kterd je ¢asovou sttedni hodnotou soucinu funkce u(r7, ¢t + 7) a funkee u*(73, t), komplexné
sdruzené k funkei u(r3, ).
Pro popis stavu koherence svétla se pouziva funkce zvana stupen koherence
Flg (T) Flg (T)
Y12 (T) = = 7 (3.0.2)
\/Fll (0) \/F22 (0) VIV
kde I} = I'1;(0) = (u(r,t)u*(r1,t)) a Iy = ['y(0) = (u (s, t) u*(ry,t)) jsou intenzity.
Stupen koherence je normovana vzajemnda koherenc¢ni funkce.

3.1 Vzijemna intenzita

Je-li svétlo kvazimonochromatické, tj. plati-li, ze centralni frekvence v je mnohem veétsi
nez spektralni sitka Av, muzeme casto koherenéni stav popsat jednodussim zpusobem.
Lze ukazat (napt. v [1], str. 569), ze takovy systém muzeme popsat funkcemi I'j5, 712,
které nezaviseji na parametru 7. Funkce vzajemné koherence s 7 = 0 se nazyva vzajemna
intenzita

J12 :Flg (0) = (u*(ﬁ,t)u(f’g,t)> . (311)
Normovand vzajemna intenzita je definovana jako
I'12(0) J12 J12

(3.1.2)

de =2 (0) = e ) T VanIm VI



Hodnota normované vzajemné intenzity lezi v intervalu (0, 1) a je mirou stupné prostorové
koherence. Pro koherentni svétlo jio = 1.

Koherenci svétla lze plné popsat funkcemi .J15 a j1o pokud plati, ze optické drahové
rozdily jsou mnohem mensi nez koherenéni délka I, = ¢Ar. Rikdme, Ze svétlo je kvazi-
monochromatické.

3.2 Vypocet vzajemné intenzity

Lze ukézat ([I], str. 581), Ze vzdjemnou intenzitu v bodech P, a P, odpovidajici plosnému
zdroji o lze vypocitat jako integral pres vSechny body zdroje

J12 = //U(S, Pl)u*(S, PQ) d[L’S dys s (321)

kde u(S, Py), resp. u(S, P»), je komplexni amplituda vlny v bodé Py, resp. Py, odpovidajici
bodovému zdroji S umisténému v roviné plosného zdroje. Soutradnice bodu S jsme oznacili
(I‘S, yS)

3.3 Vzijemna intenzita pro koherentni svétlo

Pro koherentni svétlo je fazovy rozdil viny ve dvou bodech 7, 75 konstantni, ¢asové
nezavisly. Casova sttedni hodnota (3.1.1)) tedy bude rovna soucinu

Jlg == Flg (0) == (u*(ﬁ,t)u(ﬁ,t)) == u*(Fl,t)u(Fg,t) . (331)

Tuto skutecnost lze ilustrovat i nédsledujicim zpusobem. Koherentni svétlo ziskame,
budeme-li mit bodovy zdroj. Potom integral (3.2.1)) pfejde na soucin

o = / / w (S, P (S, Py) day dy, — /75(:58)5(%)14(5, P (S, Py) da, dy, |

Jlg =1U (S, Pl) U*(S, PQ) . (332)
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Kapitola 4

Vypocet pro digitalni holograficky
mikroskop

Zdroj je zobrazen cockou do zadni ohniskové roviny objektivii 1a a 1b, které maji funkci
kondenzoru (obrdzek ?7). Situace je zjednoduSené zndzornéna na obrazku [£.1.1] Tento
obraz je sekundarnim zdrojem svétla. Ve vypoctu nahradime kondenzor tenkou ¢ockou
s ohniskovou vzdalenosti f (obrazek . V ¢astech a budeme pod terminem
c¢ocka rozumeét kondenzor.

Ve vypoctu budeme ptedpokladat, Zze obraz zdroje je sekundarnim zdrojem neko-
herentniho svétla. Opravnénost tohoto predpokladu budeme diskutovat v kapitole [4.1]
Abychom uré¢ili stav koherence ve vzdalenosti d od predmétové roviny, vypocitame nejprve
v podkapitole tvar viny v této roviné, ktery odpovida koherentnimu osvétleni bodovym
monochromatickym zdrojem umisténym v zadni ohniskové roviné kondenzoru.

4.1 Koherence sekundarniho zdroje

Zdroj Cocka D. M. Obraz zdroje

.

ZI J Zz \I/ Z3
-1 T

N

Obréazek 4.1.1: Zobrazeni zdroje.

V mikroskopu pouzit je kruhovy kvazimonochromaticky nekoherentni zdroj. Lze ukazat
([, str. 590 — 599), ze obraz nekoherentniho plosného zdroje lze povazovat za efektivné
nekoherentni, plati-li

ps >, (4.1.1)



kde ps je polomér geometrického obrazu zdroje a 1’y je polomér prvniho tmavého prstence
Airyho disku, pro néjz plati dle [I] (str. 593)

0,61\

4.1.2
n'sing "’ ( )

r'y =

kde )¢ je centralnf vlnova délka pouzitého svétla a n’sin @’ je numerickd apertura ¢ocky na
strané obrazové roviny, n’ je index lomu prostiedi. V nasem pripadé svazek nejvice omezuje
difrakéni miizka (D.M.). Miizka ma vnéjsi tvar ¢tverce s velikosti strany b = 3 mm.
Predpokladejme tedy, ze svazek je omezen kruhovou aperturou o poloméru a’ = 1,5 mm.
Potom n'sin @' ~ n'a’/z;. Zvétseni cocky oznac¢me M, prumeér zdroje Dy. Prumeér D, = 2p;
sekundédrniho zdroje je tedy urcéen Dy = |M|Dy. Nerovnost muzeme prepsat

| M| Dy S 0,61)\0z3
2 n'a

(4.1.3)

Vzdélenosti optickych prvku v mikroskopu jsou nasledujici: z; = 116 mm, 23 = 150 mm.
Ohniskova vzdélenost pouzité ¢ocky je fo = 77mm, index lomu prostiedi je n’ = 1.
Dosazenim z Gaussovy zobrazovaci rovnice

1 1 1

— = — 4.14
21 w2tz o ( )
do vztahu pro zvétseni M cocky dostaneme
Mo_2tm_ fo (4.1.5)
21 21— fo

Po dosazeni ¢iselnych hodnot je velikost zvétseni cocky |M| ~ 2. Prumér zdroje je Dy =
= 7mm, polomér sekundarniho zdroje je tedy p, = 7mm. Po dosazeni parametru optické

soustavy do (4.1.2)) je 7’y = 4 - 1072 mm. Dosadime do (4.1.1))

7mm > 4-10" 2 mm . (4.1.6)

Velikost 774 je o dva fady veétsi, nez velikost ps. Podminka (4.1.1)) je tedy splnéna. Sekundarni
kruhovy zdroj v zadni ohniskové roviné kondenzoru tedy muzeme povazovat za efektivné
nekoherentni.

4.2 Koherentni svétlo

Vlnova funkce je funkci soutradnic z, y, z. Budeme pocitat siteni viny ve sméru osy z, bude
nés zajimat vzdy tvar funkce v roviné kolmé na osu z (z = konst.). V dané roviné je ampli-
tuda funkci souradnic x,y. Rovinu, ve které je vinova funkce poc¢itana, oznac¢ime dolnim
indexem. Oznaceni budou nasledujici, ug (z,y) je amplituda v roviné zdroje, u; (x,y)
tésné pred tenkou cockou (kondenzorem), w;; (z,y) tésné za tenkou cockou (konden-
zorem), us; (z,y) tésné pred vzorkem, u,; (z,y) tésné za vzorkem a u,4 (z,y) je amplituda
ve vzdalenosti d za vzorkem.

Budeme zkoumat Siteni vlny vychéazejici z bodového zdroje umisténého v bodé S
(xs,ys) roviny zdroje. Takovému zdroji odpovida tvar amplitudy ug (x,y) = 6 (z — x5) X
X0 (y - ys)'
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Obrazek 4.2.1: Schéma pro vypocet.

Tésné pred cockou, tedy ve vzdéalenosti f od zdroje, 1ze vinu popsat podle (2.2.7)) jako
konvoluci vlny uo(z,y) a Fresnelova propagétoru Py (x,y)

ul,i(rv,y)=uO(x,y)*7’f(:E,y)Z//uO(S,n)Pf(ff—&y—n) d¢ dn =

_ (_%) @(p;—ikn[?é(fxs,nys)exp l% ((z— &)+ (y—n)z)} dgdn .

Pro Diracovu distribuci plati [ d(z — x0) f(x) = f(w0). Z této vlastnosti vyplyvé

wa (2,9) (-%) w exp [% (2 2)? + (y y8)2)] | (42.1)

Vlna projde tenkou ¢ockou, amplituda vlny tésné za cockou bude mit podle (2.4.2) a

(2.4.3) tvar
w (2,y) = ui (T,y) t (2,y) (4.2.2)

kde t;(x,y) je funkce propustnosti tenké cocky. Tedy

uy (x,y) = (—%) oxp (ik (; nd)) exp {% (22 + y?)} exp {—% (zs7 + ysy)] :
(4.2.3)

Amplitudu ve vzdélenosti f za Cockou, tedy v roviné vzorku, vypoéitame dosazenim

wy z (4.2.3) do rovnice (2.2.7)) za uy. Tedy

Usi (2,y) = wy (x,y) * Py (x,y) = // u (§,m) Pr(x—&y—mn)dédn. (4.2.4)

Oznacime-li

ik ? exp (ik (2f + nA))
Co = ( 27?) 72 : (4.2.5)



muzeme psat
ik

us; (z,y) = Cpexp [ﬁ (953 + y?)} X

//exp {—— €xs+nys)} exp B} (& =& +(y—n)2)} d¢dn .

Po tpravé dostaneme

ik
us; (v,y) = Coexp [_7 (w5 + ysy>] X

x /7exp {% ((z+ s+ €+ (y + vs +n)2)} déd .

Protoze x,y, zs a ys nabyvaji konecnych hodnot, muzeme zavést substituci

k k
S—\/;(J:s+x+£)7 t—\/;(ysﬂﬂrn)-

(4.2.6)
Po zavedeni této substituce dostaneme
ik o6 [ o
usi (z,y) = Cyexp 7 (zs + Ysy) & exp [i (s> + )] dsdt . (4.2.7)
Dvojny integral z rovnice (4.2.7)) lze prevést na Fresnelovy integraly ( f Sil/jz,q =/, C%q =
= /%) (viz napt. [§], str. 483)
oo (o] (o] 2
./ 9 9 cos ¢ . [ sing .
exp |i(s*+t7)| dsdt = dq+1/ dg | =mni. 4.2.8
[ exwli(s ) o o (428
—00 0 0
Po dosazeni (4.2.8) a (4.2.5)) do (4.2.7)
ik ik (2 A ik
e (3,9) = (_;_ﬂ) exp (i (J;f—l-n ) exp {—1? (xsz +ysy)] . (4.2.9)

Tésné za vzorkem bude mit vina dle (2.4.2)) tvar u,,(z,y) = usi(z,v) ts(z,y), kde t5(x,y)
je amplitudova propustnost vzorku.

Ugy (2,y) = (_%) exp (ik (fo +nA))

Po dosazani do rovnice ({2.3.2))

b (,y) exp [—7"" (o2 + ysy>] (4210

Uo (kz, ky) //ust x,y) exp [—i (kyx + kyy)] dedy . (4.2.11)



Po dosazeni z (4.2.10) muzeme psét

ik exp (ik (2f +nA)) y

Vo ha y) = = (2m)? f

X /7 ts (x,y)exp [—% (wex + Z/sy)] exp [—i(kyx + kyy)] dedy . (4.2.12)

Konstantu ptred integralem oznac¢me

ik exp(ik (2f +nA))
C, = o ; (4.2.13)

Protoze x4 a ys nabyvaji konecnych hodnot, muzeme oznacit k., = ”—;f“—l—k‘x, ky, = % + ky.

Integral z rovnice (4.2.12)) pak ziskd tvar Fourierovy transformace amplitudové propust-
nosti objektu

Up (kg kyy) = Cy // ts (x,y) exp [—i (ks x + kyyy)| dedy . (4.2.14)

Fourierovou transformaci amplitudové propustnosti vzorku je jeho rozptylovéa funkce. Tu
oznacime Ty(k,, k). Potom

UO (kw17 kyl) = CYl Ts (kx1a ky1) . (4215)

Vinové funkce ve vzdalenosti d za vzorkem bude tedy

wg (z,y) = Cy // T, ks, kyy ) €xp [i <xk +yky + 2y k2 — k2 — k;)] dky dk, . (4.2.16)

PiepiSeme do soutadnic k,, a k,,. Potom (4.2.16)) muzeme piepsat

g (@) = C’l/o?T(kxl,kyl)eXp {1 (:1: (k: _ x—ﬁ) +y (kyl _ %))] «

.k K\’
x exp |iz k2—<kz1—%) —(kyl—y%) dky, dky,. (4.2.17)

Vlnova funkce (4.2.17) odpovida koherentnimu osvétleni bodovym zdrojem umisténym
v bodé (xg, ys).

4.3 Céastecéné koherentni svétlo

Stav koherence v roviné z = konst. ve vzdalenosti d od vzorku zjistime tak, ze vypocitame
vzajemnou intenzitu dvou obecnych bodu Py, P, v této roviné. Tedy dle vztahu (3.2.1])

Jio = // g (Ts, Ys; 1, Y1) Uy(Ts, Ys; Ta, y2) das dys | (4.3.1)



kde z1,y1, resp. xs, o, jsou souradnice bodu Py, resp. P». Funkce ug(xs,ys, i, y;) =
= uy (S, P;) zavisi na poloze bodu zdroje S a bodu P; v roviné vypoctu.

Do této rovnice dosadime z (4.2.17)

J12 = ’Cl|2// d2§//// d2/21 d2];2><

2 2
X exp ikd\/l — (ke [ — xsk)(k—}')gkylf — ysk)

X Ty (kyy s Ky, ) exp {i (901 <kx1 - xijf) th (kyl - %)ﬂ :

2 2
X exp _1kd\/1 o (kcczf - xgk)(]{;—}-)gkwf — ysk‘)

X T (Kyy, Ky, ) €xp [—i (xg (k:mz - %) + Yo (km - %))} . (4.3.2)

kde d?k; = dk,, dk,,, d%ky = dk,, dk,,, 42§ = dz,dy,. Odmocniny v rovnici (4.3.2)

prevedeme na soucet pomoci Taylorova rozvoje vyrazu /1 — x se sttedem v x¢g = 0, kde

(kl‘if*xsk)%r(k z‘f*ysk)2 c
(kf)2y 72_1a2a

X

Tr =

1
Vi—axml—-o—-a®+... . (4.3.3)

Protoze k* > k2 + k; a x—;, yf jsou velmi mald cisla, muzeme zanedbat ¢leny vyssich radu.
Potom plati

2 2 2 2
1— (kmf - xsk) + gkylf B ysk) ~1— l(kmf -z'sk) + gkylf ysk) ] (434)
(kf) 2 (kf)
Rozdil odmocnin ve vyrazu tedy bude
| U =) (b S — ob)? \/1  Ueaf = 3k) + (ke f — )
(kf)? (kf)?
— (k2 + k2 S — —
~ ( o T y1) + ( w1 yz) + Ts (k) — kay) + ys (ky, — ky,) . (4.3.5)

2%? kf



Po dosazeni (4.3.5) do (4.3.2)) ziskame

ik
sam (G [[ew {7 (2 (22 — 1) + s (42 — y1>>] x
" id, .,
X Ts(ka;l,k:yl)exp _ﬁ (k$1+ky1) X

X exp [i (k:xl (:El + x}d> + ky, (yl + y}d>)] d2E1><

00
X

id
X // T (Kay, Ky ) €Xp [;—k (K2, + k2,

X exp {—i (km (xg + %l) + ky, <y2 + y}d)>] d? ﬁ2><

x d?s . (4.3.6)

4.4 Podminka pro moznost rekonstrukce obrazu

Pouzijeme podobnou uvahu jako je pouzita v ¢ldnku [2]. Svétlo se bude chovat jako ko-
herentni, jestlize vzajemnda intenzita bude mit tvar soucinu . Toho bude
dosazeno, jestlize prispévek ke zméné faze zdvisly na z; (ys) bude zanedbatelny. Vzdjemna
intenzita potom bude mit tvar soucinu tif integralu, kde druhy z nich odpovidd u(S, P;)
a tieti u*(S, P»). Podminka je splnéna, pokud plati relace

ij maa:'rs maxd k maxrdJds mamd
— K 2m, Bymazls maz@

7 7 L 27,

(4.4.1)

kde K maz @ kymae jsou maximalni prostorové frekvence, pro které je Ty nenulové, x4,
resP. Ysmaz, j€ Maximalni vzdalenost bodu zdroje od optické osy.

Méame sekunddrni kruhovy zdroj o pruméru Dy, tedy s mar = Ysimar = Ds/2. Vina
je rekonstruovdna ze zdznamu v obrazové rovingé, proto jsou kg mar @ Kymaez, N€jvyssi

prostorové frekvence prenesené zobrazovacim objektivem (objektiv 2a na obrézku [1.0.1)).
Nerovnost (4.4.1) muzeme dale upravit

2f

d<?2 .
<< g DS kmax

(4.4.2)

kde k4 je maximélni prostorova frekvence ve sméru kolmém na osu z.

Na vzorek je zaostien objektiv. Maximalni prostorovou frekvenci ve sméru kolmém na
osu z ur¢ime jako maximalni soufadnici vinového vektoru viny, ktera prosla objektivem
s nejveétsim sklonem vuci optické ose. Numericka apertura NA objektivu je definovana
v [1] (str. 200)

NA =nsina , (4.4.3)

kde n je index lomu prostfedi, 2« je tthlova apertura objektivu.Maximalni prostorova
frekvence k4, bude odpovidat vlnovému vektoru svirajicimu 1hel « s optickou osou. Pa-
prsky, které sviraji s optickou osou vétsi ihel, neprojdou objektivem. Hodnotu prostorové



frekvence k., vypocteme jako

2 27NA
[ /_\—:n sin o = 7%0 , (4.4.4)

kde )¢ je stiedni vlnovd délka pouzitého svétla ve vakuu. Podminku (4.4.2) mizeme
upravit
Qf)\vac
d<d, = . 4.4.5
< DNA (4.4.5)
Ziskali jsme tak podminku, kterou musi tloustka vrstvy spliiovat. Numerické pfeostiovani

lze pouzit ve vzdalenosti vyrazné mensi nez je d,,.

4.5 Odhad tloustky vrstvy pro konkrétni parametry
mikroskopu

Na obrazku je zobrazeno schéma uspotradani optickych prvku v mikroskopu. Zdroj
o pruméru Dy je ¢ockou zobrazen do ohniskové roviny kondenzoru, kterym je v digitalnim
holografickém mikroskopu objektiv (2a na obrazku . Zvétseni cocky je M, prumér
sekundérniho zdroje D; je urcen vztahem Dy = |M|Dy. Po dosazeni do (4.4.5)

2o
d<dy, = ———. 4.5.1
Do| M|NA (4:5.1)
Zdroj Cocka Difrakéni mrizka Obraz zdroje Kondenzor  Predmétova Objektiv
A , A rovina A
| | |/ Y
| B z TR N A N A

T T T T T T 1

Obrazek 4.5.1: Usporadani optickych prvku v mikroskopu.

Centrélni vinova délka pouzitého svétla je Ay = 650 nm. V tabulce (4.1)) jsou parametry
jednotlivych objektivu pouzitych v mikroskopu, které jsou udavané vyrobcem. V tabulce
(4.2) jsou pro jednotlivé objektivy a velikosti pouzité clony zdroje vypocitany hodnoty
.-



Tabulka 4.1: Parametry pouzitych objektivi udavané vyrobcem.

zvétseni | NA | f/mm
10x 0,25 | 17,129
0% 0,40 8.9
40 x 0,65 | 4,646
60 x 0,85 | 2,969
100x | 1.25

Tabulka 4.2: Hodnoty d,, vypocitané z parametru zobrazovaci soustavy.

dy / pm
Do/mm | 10x | 20x | 40x [ 60x

10 45 | 1,5 10,47 (0,23

7 6,4 | 2,1 | 0,670,233
5 9.0 | 2,9 [ 0,04 0,46
1 45 | 15 | 47 | 2.3

0,1 450 | 150 | 47 | 23

Cfm mens{ budeme mit zdroj, tim bude svétlo koherentnéjsi. Z tabulky je zfejmé,
ze nejveétsi oblast pro numerické preostfovani ziskdme pri pouziti clonky s prumérem
Dy = 0,1mm a objektivu se zvétsenim 10x.






23

Z.aver

Cilem prace bylo odhadnout tloustku vrstvy, ve které je mozno pouZivat numerické
preostiovani digitalniho holografického mikroskopu s ¢astecné koherentnim osvétlenim.
Ve vypoctu jsem vychazela ze skalarni teorie difrakce a teorie optické koherence, pomoci
kterych jsem pocitala pruchod viny optickou soustavou. Z podminky dostatecné koherence
svétla v celém objemu vrstvy jsem odhadla jeji tloustku. Ta je zavisld na parametrech
mikroskopu. Pro dané parametry digitalniho holografického mikroskopu v laboratori UFI
jsem urcila podminku pro maximalni velikost tloustky vrstvy.
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