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Abstrakt
Bakalářská práce se zabývá problematikou numerického přeostřováńı v holografickém
mikroskopu s částečně prostorově koherentńım osvětleńım. Numerické přeostřováńı je
výpočet komplexńı amplitudy obrazové vlny v rovinách jiných, než je obrazová rovi-
na. Výpočet oblasti, ve které je možné numericky přeostřovat, je založen na použit́ı
Rayleighova-Sommerfeldova difrakčńıho integrálu a Fresnelovy aproximace kulové vlny.
Popis stavu koherence vlny a š́ı̌reńı částečně koherentńıho světla vycháźı ze statistických
metod teorie optické koherence. V této práci je vypočtena tloušťka vrstvy, ve které lze
numerické přeostřováńı provádět. Tato tloušťka záviśı na parametrech mikroskopu - na
velikosti zdroje a parametrech použitých objektiv̊u. Výsledek je aplikován na mikroskop
z laboratoře ÚFI 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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Poděkováńı
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3.1 Vzájemná intenzita . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
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Úvod

Holografická mikroskopie umožňuje pozorováńı objemových vzork̊u v reálném čase. Při
použit́ı koherentńıho osvětleńı lze z jediného interferenčńıho obrazce rekonstruovat oblast
celého trojrozměrného vzorku. Výpočet komplexńı amplitudy, která odpov́ıdá zaostřeńı
mikroskopu i do jiných rovin mimo předmětovou, se nazývá numerické přeostřováńı. Při
použit́ı částečně koherentńıho osvětleńı je možnost numerického přeostřováńı omezena
jen do rovin bĺızkých předmětové. V této práci budeme určovat tloušt’ku oblasti, ve které
lze numerické přeostřováńı aplikovat u mikroskopu z laboratoře ÚFI FME VUT. Tento
problém je pro jiný mikroskop řešen v článku [2].

Při výpočtu budeme vycházet ze skalárńı teorie difrakce a z teorie optické koherence.
Pomoćı Rayleighova-Sommerfeldova difrakčńıho integrálu a Fresnelovy aproximace kulové
vlny budeme poč́ıtat š́ı̌reńı komplexńı amplitudy. Statistických metod teorie optické ko-
herence použijeme pro určeńı koherenčńıho stavu vlny po pr̊uchodu vzorkem. Budeme se
zabývat prostorovou koherenćı.

V kapitole 1 je popsán transmisńı holografický mikroskop z laboratoře ÚFI FSI VUT,
pro jehož parametry budeme výpočet provádět. V kapitole 2 se zabýváme š́ı̌reńım ko-
herentńı vlny volným prostorem, pr̊uchodem vlny čočkou a vzorkem. V kapitole 3 jsou
popsány veličiny popisuj́ıćı stav koherence a š́ı̌reńı částečně koherentńıho světla. V kapi-
tole 4 je výpočet pro uspořádáńı daného mikroskopu. Ten obsahuje výpočet š́ı̌reńı kom-
plexńı amplitudy soustavou a výpočet koherenčńıho stavu vlny. Dále je zde z podmı́nky
dostatečné koherence určena tloušt’ka vrstvy, ve které lze numericky přeostřovat.





5

Kapitola 1

Transmisńı holografický mikroskop
s částečně koherentńım osvětleńım

Holografický mikroskop obsahuje dvě opticky ekvivalentńı větve, předmětovou a referenčńı.
Ve výstupńı rovině spolu vlny z těchto větv́ı interferuj́ı. Pomoćı holografického mikroskopu
jsme d́ıky tomu schopni zaznamenat amplitudu a fázi obrazové vlny. Informace o fázi a am-
plitudě v předmětové rovině nám umožňuje rekonstruovat vlnu v jiných rovinách. K tomu,
abychom mohli tuto rekonstrukci provést, potřebujeme, aby vlna, která osvětluje vzorek,
byla dostatečně koherentńı.

V mikroskopu je použito částečně koherentńı osvětleńı. Interferovat tak budou jen
paprsky rozptýlené v úzké oblasti předmětové roviny. Interference paprsk̊u rozptýlených
v jiných částech vzorku bude omezena. Omeźı se také interference v́ıcenásobně rozptýlených
paprsk̊u.

Osvětlovaćı soustava mikroskopu je navržena na principu Köhlerova osvětleńı. Jako
zdroj světla je použita halogenová lampa. Ta je zdrojem b́ılého světla. Za ńı je umı́stěn
interferenčńı filtr s maximálńı propustnost́ı na vlnové délce λ = 650 nm, pološ́ı̌rka maxima
propustnosti je ∆λ = 10 nm. Svazek je rozdělen na dva pomoćı děliče, j́ımž je difrakčńı
mř́ıžka se 70 vrypy na mm. Prostorová frekvence mř́ıžky je taková, aby úhel, pod kterým
paprsky difraktuj́ı a interferuj́ı, byl malý a stejný. Pro každou vlnovou délku plat́ı, že
paprsky interferuj́ı pod stejným úhlem jako difraktuj́ı. Pro všechny vlnové délky tak vzni-
knou interferenčńı proužky se stejnou prostorovou frekvenćı. Jedná se tedy o achromatický
systém a lze použ́ıt b́ılé (nekoherentńı) světlo. Neńı nutné použ́ıt spojovaćı prvek, inter-
ferenčńı obrazec vznikne ve výstupńı rovině mikroskopu.

Schéma mikroskopu je zobrazeno na obrázku 1.0.1. Zdroj je čočkou zobrazen do
ohniskové roviny kondenzor̊u – objektiv̊u 1a, 1b. Každý bod zdroje tak vytvoř́ı rovin-
nou vlnu, která procháźı vzorkem. Vzorek je umı́stěn v obrazové rovině kondenzoru. Tato
rovina je zároveň předmětovou rovinou objektivu 2a. Ten zobraźı předmět do výstupńı
roviny mikroskopu. V této rovině paprsky obou větv́ı interferuj́ı. Protože se jedná o neko-
herentńı zdroj, interferuj́ı zde paprsky, které odpov́ıdaj́ı jednotlivým bodovým zdroj̊um.
Referenčńı větev se od předmětové lǐśı t́ım, že se v předmětové rovině nacháźı mı́sto vzorku
referenčńı objekt. Jedná se o předmět, který se co nejv́ıce shoduje se vzorkem. Potom lze
z dráhových rozd́ıl̊u mezi paprsky z referenčńı a předmětové větve určit odchylky tloušt’ky
a indexu lomu vzorku od referenčńıho předmětu.



Difrakční mřížka

Objektiv 1a

Objektiv 2a

Čočka

CCD

Předmětová
větev

Referenční
větev

Halogenová
lampa

VzorekReferenční
objekt

Interferenční
filtr

Výstupní rovina mikroskopu

Výstupní objektiv

Objektiv 2b

Objektiv 1b

Obrázek 1.0.1: Schéma digitálńıho holografického mikroskopu.
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Kapitola 2

Rekonstrukce koherentńı vlny

2.1 Vlnová funkce

Světlo je elektromagnetické vlněńı. Pro jeho popis lze tedy použ́ıt vektory elektrické a mag-
netické intenzity. V homogenńım, izotropńım, neabsorbuj́ıćım a nedisperzńım prostřed́ı
neobsahuj́ıćım zdroje vlněńı muśı složky těchto intenzit vyhovovat vlnové rovnici

∇2u (~r, t) =
1

c2

∂2u (~r, t)

∂t2
, (2.1.1)

kde c znač́ı rychlost světla v daném prostřed́ı, ∇2 = ∆ je Laplace̊uv operátor, pro který
v kartézských souřadnićıch plat́ı

∇2 =
∂2

∂x2
+

∂2

∂y2
+

∂2

∂z2
. (2.1.2)

Veličina u (~r, t) se obecně nazývá vlnová funkce. Vlnová funkce popisuj́ıćı světelnou vlnu
(např. v [6]) bývá ve skalárńı teorii označována jako rozruch (disturbance).

V celé práci budeme použ́ıvat komplexńı notaci, tedy veličina u (~r, t) bude komplexńı
funkćı, přičemž fyzikálńı význam bude mı́t pouze jej́ı reálná část.

2.2 Impulsová odezva volného prostoru

Známe-li vlnovou funkci v rovině z = 0, můžeme pomoćı Rayleighova-Sommerfeldova
difrakčńıho integrálu (viz např. [6], str.108) určit vlnovou funkci v rovině z > 0. Tento
difrakčńı integrál má tvar

u(P ) =
ik

2π

∫∫
S

u (M)

[
exp (iksM)

sM

](
1 +

i

ksM

) (
~sM

sM

)
· ~n dS , (2.2.1)

kde ~n je normálový vektor k rovině z = 0, k = 2π
λ

je vlnové č́ıslo, ~sM =
−−→
PM , bod P lež́ı

v rovině z > 0, bod M v rovině z = 0. Označ́ıme-li souřadnice bodu M v rovině z = 0
jako ξ a η a vlnovou funkci u(x, y, 0) = u0(ξ, η), bude platit ~sM = (ξ − x)~ı+(η − y)~+z~k,

~sM

sM

· ~n =
−z√

(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2

. (2.2.2)



Integrál (2.2.1) můžeme přepsat na

u(x, y, z) = − ikz

2π

∞∫∫
−∞

u0 (ξ, η)

exp

(
ik

√
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2

)
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2

×

×

1 +
i

k
√

(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2

 dξ dη . (2.2.3)

Tento výraz odpov́ıdá konvoluci

u(x, y, z) = u0(x, y) ∗ hz(x, y) , (2.2.4)

kde funkce

hz(x, y) = − ikz

2π

exp
(
ik

√
x2 + y2 + z2

)
x2 + y2 + z2

[
1 +

i

k
√

x2 + y2 + z2

]
(2.2.5)

se nazývá impulsová odezva.
Plat́ı-li k

√
x2 + y2 + z2 � 1 a polož́ıme-li z√

x2+y2+z2

.
= 1, můžeme při použit́ı Fres-

nelovy aproximace kulové vlny (viz [6], str.21) impulsovou odezvu hz(x, y) aproximovat
Fresnelovým propagátorem Pz (x, y)

hz (x, y) ≈ Pz (x, y) = − ik

2π

exp(ikz)

z
exp

[
ik

2z

(
x2 + y2

)]
. (2.2.6)

Vlnovou funkci v rovině z tedy můžeme při splněńı daných podmı́nek vyjádřit konvolućı

u(x, y, z) = u0(x, y) ∗ Pz(x, y) . (2.2.7)

2.3 Úhlové spektrum vlnové funkce a jej́ı rekonstrukce

v jiné rovině

Lze ukázat ([6], str. 117–118), že známe-li vlnovou funkci v rovině z = 0, můžeme určit
vlnovou funkci v rovině z = konst. ≥ 0 jako zpětnou dvojrozměrnou Fourierovu transfor-
maci

u (x, y, z) =

∞∫∫
−∞

U0 (kx, ky) exp
[
i
(
xkx + yky + z

√
k2 − k2

x − k2
y

)]
dkx dky , (2.3.1)

kde

Uz (kx, ky) =
1

2π

∞∫∫
−∞

u (x, y, z) exp [−i (kxx + kyy)] dx dy . (2.3.2)

Ve výpočtech budeme této skutečnosti využ́ıvat v mı́stech, kde neńı zaručeno splněńı
podmı́nek uvedených na konci předchoźı podkapitoly.



2.4 Amplitudová propustnost

Difraktuj́ıćı strukturu, umı́stěnou v rovině z = 0, kterou procháźı vlna, lze popsat funkćı
nazvanou amplitudová propustnost. Je definovaná (např. v [3]) jako pod́ıl amplitudy
ut (x, y, z) prošlé strukturou a amplitudy vstupuj́ıćı ui (x, y, z), obě v rovině z = 0. Tedy

t (x, y) =
ut (x, y, 0)

ui (x, y, 0)
. (2.4.1)

Z toho vyplývá
ut (x, y, 0) = ui (x, y, 0) t (x, y) . (2.4.2)

Amplitudová propustnost tenké čočky tl je v paraxiálńı aproximaci (odvozeno např.
v [3], str.96–99)

tl (x, y) = exp (ikn∆) exp

[
− ik

2f

(
x2 + y2

)]
, (2.4.3)

kde ∆ je tloušt’ka čočky a n je index lomu čočky.
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Kapitola 3

Částečně koherentńı světlo

V předchoźı kapitole jsme se zabývali monochromatickým světlem pocházej́ıćım z bodo-
vého zdroje. Takové světlo lze charakterizovat komplexńı amplitudou. V mikroskopu je
použit nekoherentńı plošný zdroj. Světlo, které procháźı optickou soustavou, pocháźı od
velmi mnoha takových elementárńıch bodových zdroj̊u. Světlo je potom složeno z amplitud
odpov́ıdaj́ıćıch jednotlivým bodovým zdroj̊um. Ty jsou na sobě nezávislé, jsou mezi nimi
r̊uzné fázové rozd́ıly, které fluktuuj́ı. Amplitudu takového světla nejsme schopni určit.

Neńı-li světlo přesně monochromatické, amplituda neńı předem daná. Nemůžeme v ta-
kovém př́ıpadě mluvit o vlnové funkci, hovoř́ıme o náhodné funkci u (~r, t). K popisu světla
je nutné použ́ıt statistických metod. Pomoćı veličin, daných statistickými středńımi hod-
notami náhodné funkce, můžeme světlo klasifikovat jako koherentńı, částečně koherentńı,
nebo nekoherentńı.

Prostorové a časové fluktuace náhodné funkce u (~r, t) charakterizuje funkce vzájemné
koherence (viz [1], str. 564)

Γ12 (τ) = 〈u∗(~r1, t) u (~r2, t + τ)〉 , (3.0.1)

která je časovou středńı hodnotou součinu funkce u(~r1, t + τ) a funkce u∗(~r2, t), komplexně
sdružené k funkci u(~r2, t).

Pro popis stavu koherence světla se použ́ıvá funkce zvaná stupeň koherence

γ12 (τ) =
Γ12 (τ)√

Γ11 (0)
√

Γ22 (0)
=

Γ12 (τ)√
I1

√
I2

, (3.0.2)

kde I1 = Γ11(0) = 〈u (~r1, t) u∗(~r1, t)〉 a I2 = Γ22(0) = 〈u (~r2, t) u∗(~r2, t)〉 jsou intenzity.
Stupeň koherence je normovaná vzájemná koherenčńı funkce.

3.1 Vzájemná intenzita

Je-li světlo kvazimonochromatické, tj. plat́ı-li, že centrálńı frekvence ν̄ je mnohem větš́ı
než spektrálńı š́ı̌rka ∆ν, můžeme často koherenčńı stav popsat jednodušš́ım zp̊usobem.
Lze ukázat (např. v [1], str. 569), že takový systém můžeme popsat funkcemi Γ12, γ12,
které nezávisej́ı na parametru τ . Funkce vzájemné koherence s τ = 0 se nazývá vzájemná
intenzita

J12 = Γ12 (0) = 〈u∗(~r1, t) u (~r2, t)〉 . (3.1.1)

Normovaná vzájemná intenzita je definovaná jako

j12 = γ12 (0) =
Γ12 (0)√

Γ11 (0)
√

Γ22 (0)
=

J12√
J11

√
J22

=
J12√
I1

√
I2

. (3.1.2)



Hodnota normované vzájemné intenzity lež́ı v intervalu 〈0, 1〉 a je mı́rou stupně prostorové
koherence. Pro koherentńı světlo j12 = 1.

Koherenci světla lze plně popsat funkcemi J12 a j12 pokud plat́ı, že optické dráhové
rozd́ıly jsou mnohem menš́ı než koherenčńı délka lc = c∆τ . Ř́ıkáme, že světlo je kvazi-
monochromatické.

3.2 Výpočet vzájemné intenzity

Lze ukázat ([1], str. 581), že vzájemnou intenzitu v bodech P1 a P2 odpov́ıdaj́ıćı plošnému
zdroji σ lze vypoč́ıtat jako integrál přes všechny body zdroje

J12 =

∫∫
σ

u (S, P1) u∗(S, P2) dxs dys , (3.2.1)

kde u(S, P1), resp. u(S, P2), je komplexńı amplituda vlny v bodě P1, resp. P2, odpov́ıdaj́ıćı
bodovému zdroji S umı́stěnému v rovině plošného zdroje. Souřadnice bodu S jsme označili
(xs, ys).

3.3 Vzájemná intenzita pro koherentńı světlo

Pro koherentńı světlo je fázový rozd́ıl vlny ve dvou bodech ~r1, ~r2 konstantńı, časově
nezávislý. Časová středńı hodnota (3.1.1) tedy bude rovna součinu

J12 = Γ12 (0) = 〈u∗(~r1, t) u (~r2, t)〉 = u∗(~r1, t) u (~r2, t) . (3.3.1)

Tuto skutečnost lze ilustrovat i následuj́ıćım zp̊usobem. Koherentńı světlo źıskáme,
budeme-li mı́t bodový zdroj. Potom integrál (3.2.1) přejde na součin

J12 =

∫∫
σ

u (S, P1) u∗(S, P2) dxs dys =

∞∫∫
−∞

δ (xs) δ (ys) u (S, P1) u∗(S, P2) dxs dys ,

J12 = u (S, P1) u∗(S, P2) . (3.3.2)
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Kapitola 4

Výpočet pro digitálńı holografický
mikroskop

Zdroj je zobrazen čočkou do zadńı ohniskové roviny objektiv̊u 1a a 1b, které maj́ı funkci
kondenzor̊u (obrázek ??). Situace je zjednodušeně znázorněna na obrázku 4.1.1. Tento
obraz je sekundárńım zdrojem světla. Ve výpočtu nahrad́ıme kondenzor tenkou čočkou
s ohniskovou vzdálenost́ı f (obrázek 4.2.1). V částech 4.2 a 4.3 budeme pod termı́nem
čočka rozumět kondenzor.

Ve výpočtu budeme předpokládat, že obraz zdroje je sekundárńım zdrojem neko-
herentńıho světla. Oprávněnost tohoto předpokladu budeme diskutovat v kapitole 4.1.
Abychom určili stav koherence ve vzdálenosti d od předmětové roviny, vypoč́ıtáme nejprve
v podkapitole 4.2 tvar vlny v této rovině, který odpov́ıdá koherentńımu osvětleńı bodovým
monochromatickým zdrojem umı́stěným v zadńı ohniskové rovině kondenzoru.

4.1 Koherence sekundárńıho zdroje

Obrázek 4.1.1: Zobrazeńı zdroje.

V mikroskopu použit je kruhový kvazimonochromatický nekoherentńı zdroj. Lze ukázat
([1], str. 590 – 599), že obraz nekoherentńıho plošného zdroje lze považovat za efektivně
nekoherentńı, plat́ı-li

ρs � r′A , (4.1.1)



kde ρs je poloměr geometrického obrazu zdroje a r′A je poloměr prvńıho tmavého prstence
Airyho disku, pro nějž plat́ı dle [1] (str. 593)

r′A =
0, 61λ̄0

n′ sin θ′
, (4.1.2)

kde λ̄0 je centrálńı vlnová délka použitého světla a n′ sin θ′ je numerická apertura čočky na
straně obrazové roviny, n′ je index lomu prostřed́ı. V našem př́ıpadě svazek nejv́ıce omezuje
difrakčńı mř́ıžka (D.M.). Mř́ıžka má vněǰśı tvar čtverce s velikost́ı strany b = 3 mm.
Předpokládejme tedy, že svazek je omezen kruhovou aperturou o poloměru a′ = 1, 5 mm.
Potom n′ sin θ′ ≈ n′a′/z3. Zvětšeńı čočky označme M , pr̊uměr zdroje D0. Pr̊uměr Ds = 2ρs

sekundárńıho zdroje je tedy určen Ds = |M |D0. Nerovnost (4.1.1) můžeme přepsat

|M |D0

2
� 0, 61λ̄0z3

n′a′
. (4.1.3)

Vzdálenosti optických prvk̊u v mikroskopu jsou následuj́ıćı: z1 = 116 mm, z3 = 150 mm.
Ohnisková vzdálenost použité čočky je f0 = 77 mm, index lomu prostřed́ı je n′ = 1.
Dosazeńım z Gaussovy zobrazovaćı rovnice

1

z1

+
1

z2 + z3

=
1

f0

(4.1.4)

do vztahu pro zvětšeńı M čočky dostaneme

M = −z2 + z3

z1

= − f0

z1 − f0

. (4.1.5)

Po dosazeńı č́ıselných hodnot je velikost zvětšeńı čočky |M | ≈ 2. Pr̊uměr zdroje je D0 =
= 7 mm, poloměr sekundárńıho zdroje je tedy ρs = 7 mm. Po dosazeńı parametr̊u optické
soustavy do (4.1.2) je r′A = 4 · 10−2 mm. Dosad́ıme do (4.1.1)

7 mm � 4 · 10−2 mm . (4.1.6)

Velikost r′A je o dva řády větš́ı, než velikost ρs. Podmı́nka (4.1.1) je tedy splněna. Sekundárńı
kruhový zdroj v zadńı ohniskové rovině kondenzoru tedy můžeme považovat za efektivně
nekoherentńı.

4.2 Koherentńı světlo

Vlnová funkce je funkćı souřadnic x, y, z. Budeme poč́ıtat š́ı̌reńı vlny ve směru osy z, bude
nás zaj́ımat vždy tvar funkce v rovině kolmé na osu z (z = konst.). V dané rovině je ampli-
tuda funkćı souřadnic x, y. Rovinu, ve které je vlnová funkce poč́ıtána, označ́ıme dolńım
indexem. Označeńı budou následuj́ıćı, u0 (x, y) je amplituda v rovině zdroje, ul,i (x, y)
těsně před tenkou čočkou (kondenzorem), ul,t (x, y) těsně za tenkou čočkou (konden-
zorem), us,i (x, y) těsně před vzorkem, us,t (x, y) těsně za vzorkem a ud (x, y) je amplituda
ve vzdálenosti d za vzorkem.

Budeme zkoumat š́ı̌reńı vlny vycházej́ıćı z bodového zdroje umı́stěného v bodě S
(xs, ys) roviny zdroje. Takovému zdroji odpov́ıdá tvar amplitudy u0 (x, y) = δ (x− xs)×
×δ (y − ys).



Obrázek 4.2.1: Schéma pro výpočet.

Těsně před čočkou, tedy ve vzdálenosti f od zdroje, lze vlnu popsat podle (2.2.7) jako
konvoluci vlny u0(x, y) a Fresnelova propagátoru Pf (x, y)

ul,i (x, y) = u0 (x, y) ∗ Pf (x, y) =

∞∫∫
−∞

u0 (ξ, η)Pf (x− ξ, y − η) dξ dη =

=

(
− ik

2π

)
exp (ikf)

f

∞∫∫
−∞

δ (ξ − xs, η − ys) exp

[
ik

2f

(
(x− ξ)2 + (y − η)2)] dξ dη .

Pro Diracovu distribuci plat́ı
∫∞
−∞ δ(x− x0)f(x) = f(x0). Z této vlastnosti vyplývá

ul,i (x, y) =

(
− ik

2π

)
exp (ikf)

f
exp

[
ik

2f

(
(x− xs)

2 + (y − ys)
2)] . (4.2.1)

Vlna projde tenkou čočkou, amplituda vlny těsně za čočkou bude mı́t podle (2.4.2) a
(2.4.3) tvar

ul,t (x, y) = ul,i (x, y) tl (x, y) , (4.2.2)

kde tl(x, y) je funkce propustnosti tenké čočky. Tedy

ul,t (x, y) =

(
− ik

2π

)
exp (ik (f + n∆))

f
exp

[
ik

2f

(
x2

s + y2
s

)]
exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
.

(4.2.3)

Amplitudu ve vzdálenosti f za čočkou, tedy v rovině vzorku, vypoč́ıtáme dosazeńım
ul,t z (4.2.3) do rovnice (2.2.7) za u0. Tedy

us,i (x, y) = ul,t (x, y) ∗ Pf (x, y) =

∞∫∫
−∞

u1 (ξ, η)Pf (x− ξ, y − η) dξ dη . (4.2.4)

Označ́ıme-li

C0 =

(
− ik

2π

)2
exp (ik (2f + n∆))

f 2
, (4.2.5)



můžeme psát

us,i (x, y) = C0 exp

[
ik

2f

(
x2

s + y2
s

)]
×

×
∞∫∫

−∞

exp

[
− ik

f
(ξxs + ηys)

]
exp

[
ik

2f

(
(x− ξ)2 + (y − η)2)] dξ dη .

Po úpravě dostaneme

us,i (x, y) = C0 exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
×

×
∞∫∫

−∞

exp

[
ik

2f

(
(x + xs + ξ)2 + (y + ys + η)2)] dξ dη .

Protože x, y, xs a ys nabývaj́ı konečných hodnot, můžeme zavést substituci

s =

√
k

2f
(xs + x + ξ) , t =

√
k

2f
(ys + y + η) .

(4.2.6)

Po zavedeńı této substituce dostaneme

us,i (x, y) = C0 exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
2f

k

∞∫∫
−∞

exp
[
i
(
s2 + t2

)]
ds dt . (4.2.7)

Dvojný integrál z rovnice (4.2.7) lze převést na Fresnelovy integrály
(∫∞

0
sin q√

q
=

∫∞
0

cos q√
q

=

=
√

π
2

)
(viz např. [8], str. 483)

∞∫∫
−∞

exp
[
i
(
s2 + t2

)]
ds dt =

 ∞∫
0

cos q
√

q
dq + i

∞∫
0

sin q
√

q
dq

2

= πi . (4.2.8)

Po dosazeńı (4.2.8) a (4.2.5) do (4.2.7)

us,i (x, y) =

(
− ik

2π

)
exp (ik (2f + n∆))

f
exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
. (4.2.9)

Těsně za vzorkem bude mı́t vlna dle (2.4.2) tvar us,t(x, y) = us,i(x, y) ts(x, y), kde ts(x, y)
je amplitudová propustnost vzorku.

us,t (x, y) =

(
− ik

2π

)
exp (ik (2f + n∆))

f
ts (x, y) exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
. (4.2.10)

Po dosazańı do rovnice (2.3.2)

U0 (kx, ky) =
1

2π

∞∫∫
−∞

us,t (x, y) exp [−i (kxx + kyy)] dx dy . (4.2.11)



Po dosazeńı z (4.2.10) můžeme psát

U0 (kx, ky) = − ik

(2π)2

exp (ik (2f + n∆))

f
×

×
∞∫∫

−∞

ts (x, y) exp

[
− ik

f
(xsx + ysy)

]
exp [−i (kxx + kyy)] dx dy . (4.2.12)

Konstantu před integrálem označme

C1 = − ik

(2π)2

exp (ik (2f + n∆))

f
(4.2.13)

Protože xs a ys nabývaj́ı konečných hodnot, můžeme označit kx1 = xsk
f

+kx, ky1 = ysk
f

+ ky.

Integrál z rovnice (4.2.12) pak źıská tvar Fourierovy transformace amplitudové propust-
nosti objektu

U0 (kx1 , ky1) = C1

∞∫∫
−∞

ts (x, y) exp [−i (kx1x + ky1y)] dx dy . (4.2.14)

Fourierovou transformaćı amplitudové propustnosti vzorku je jeho rozptylová funkce. Tu
označ́ıme Ts(kx, ky). Potom

U0 (kx1 , ky1) = C1 Ts (kx1 , ky1) . (4.2.15)

Vlnová funkce ve vzdálenosti d za vzorkem bude tedy

ud (x, y) = C1

∞∫∫
−∞

Ts (kx1 , ky1) exp
[
i
(
xkx + yky + z

√
k2 − k2

x − k2
y

)]
dkx dky . (4.2.16)

Přeṕı̌seme do souřadnic kx1 a kx2 . Potom (4.2.16) můžeme přepsat

ud (x, y) = C1

∞∫∫
−∞

T (kx1 , ky1) exp

[
i

(
x

(
kx1 −

xsk

f

)
+ y

(
ky1 −

ysk

f

))]
×

× exp

iz

√
k2 −

(
kx1 −

xsk

f

)2

−
(

ky1 −
ysk

f

)2
 dkx1 dky1 . (4.2.17)

Vlnová funkce (4.2.17) odpov́ıdá koherentńımu osvětleńı bodovým zdrojem umı́stěným
v bodě (xs, ys).

4.3 Částečně koherentńı světlo

Stav koherence v rovině z = konst. ve vzdálenosti d od vzorku zjist́ıme tak, že vypoč́ıtáme
vzájemnou intenzitu dvou obecných bod̊u P1, P2 v této rovině. Tedy dle vztahu (3.2.1)

J12 =

∫∫
σ

ud (xs, ys; x1, y1) u∗d(xs, ys; x2, y2) dxs dys , (4.3.1)



kde x1, y1, resp. x2, y2, jsou souřadnice bodu P1, resp. P2. Funkce ud (xs, ys, xi, yi) =
= ud (S, Pi) záviśı na poloze bodu zdroje S a bodu Pi v rovině výpočtu.

Do této rovnice dosad́ıme z (4.2.17)

J12 = |C1|2
∫∫

σ

d2~s

∞∫∫∫∫
−∞

d2~k1 d2~k2×

× exp

ikd

√
1− (kx1f − xsk)2 + (ky1f − ysk)2

(kf)2

×
× Ts (kx1 , ky1) exp

[
i

(
x1

(
kx1 −

xsk

f

)
+ y1

(
ky1 −

ysk

f

))]
×

× exp

−ikd

√
1− (kx2f − xsk)2 + (ky2f − ysk)2

(kf)2

×
× T ∗

s (kx2 , ky2) exp

[
−i

(
x2

(
kx2 −

xsk

f

)
+ y2

(
ky2 −

ysk

f

))]
. (4.3.2)

kde d2~k1 = dkx1 dky1 , d2~k2 = dkx2 dky2 , d2~s = dxs dys. Odmocniny v rovnici (4.3.2)
převedeme na součet pomoćı Taylorova rozvoje výrazu

√
1− x se středem v x0 = 0, kde

x =
(kxif−xsk)

2
+(kyif−ysk)

2

(kf)2
, i = 1, 2,

√
1− x ≈ 1− 1

2
x− 1

8
x2 + . . . . (4.3.3)

Protože k2 � k2
x +k2

y a xs

f
, ys

f
jsou velmi malá č́ısla, můžeme zanedbat členy vyšš́ıch řád̊u.

Potom plat́ı

√
1− (kx1f − xsk)2 + (ky1f − ysk)2

(kf)2
≈ 1− 1

2

(kx1f − xsk)2 + (ky1f − ysk)2

(kf)2
. (4.3.4)

Rozd́ıl odmocnin ve výrazu (4.3.2) tedy bude

√
1− (kx1f − xsk)2 + (ky1f − ysk)2

(kf)2
−

√
1− (kx2f − xsk)2 + (ky2f − ysk)2

(kf)2
≈

≈
−

(
k2

x1
+ k2

y1

)
+

(
k2

x2
+ k2

y2

)
2k2

+
xs (kx1 − kx2) + ys (ky1 − ky2)

kf
. (4.3.5)



Po dosazeńı (4.3.5) do (4.3.2) źıskáme

J12 ≈ |C1|2
∫∫

σ

exp

[
ik

f
(xs (x2 − x1) + ys (y2 − y1))

]
×

×
∞∫∫

−∞

Ts (kx1 , ky1) exp

[
− id

2k

(
k2

x1
+ k2

y1

)]
×

× exp

[
i

(
kx1

(
x1 +

xsd

f

)
+ ky1

(
y1 +

ysd

f

))]
d2~k1×

×
∞∫∫

−∞

T ∗
s (kx2 , ky2) exp

[
id

2k

(
k2

x2
+ k2

y2

)]
×

× exp

[
−i

(
kx2

(
x2 +

xsd

f

)
+ ky2

(
y2 +

ysd

f

))]
d2~k2×

× d2~s . (4.3.6)

4.4 Podmı́nka pro možnost rekonstrukce obrazu

Použijeme podobnou úvahu jako je použita v článku [2]. Světlo se bude chovat jako ko-
herentńı, jestliže vzájemná intenzita (4.3.6) bude mı́t tvar součinu (3.3.2). Toho bude
dosaženo, jestliže př́ıspěvek ke změně fáze závislý na xs (ys) bude zanedbatelný. Vzájemná
intenzita potom bude mı́t tvar součinu tř́ı integrál̊u, kde druhý z nich odpov́ıdá u(S, P1)
a třet́ı u∗(S, P2). Podmı́nka je splněna, pokud plat́ı relace

kx,maxxs,maxd

f
� 2π,

ky,maxys,maxd

f
� 2π ,

(4.4.1)

kde kx,max a ky,max jsou maximálńı prostorová frekvence, pro které je Ts nenulové, xs,max,
resp. ys,max, je maximálńı vzdálenost bodu zdroje od optické osy.

Máme sekundárńı kruhový zdroj o pr̊uměru Ds, tedy xs,max = ys,max = Ds/2. Vlna
je rekonstruována ze záznamu v obrazové rovině, proto jsou kx,max a ky,max, nejvyšš́ı
prostorové frekvence přenesené zobrazovaćım objektivem (objektiv 2a na obrázku 1.0.1).
Nerovnost (4.4.1) můžeme dále upravit

d � 2π
2f

Dskmax

. (4.4.2)

kde kmax je maximálńı prostorová frekvence ve směru kolmém na osu z.
Na vzorek je zaostřen objektiv. Maximálńı prostorovou frekvenci ve směru kolmém na

osu z urč́ıme jako maximálńı souřadnici vlnového vektoru vlny, která prošla objektivem
s největš́ım sklonem v̊uči optické ose. Numerická apertura NA objektivu je definována
v [1] (str. 200)

NA = n sin α , (4.4.3)

kde n je index lomu prostřed́ı, 2α je úhlová apertura objektivu.Maximálńı prostorová
frekvence kmax bude odpov́ıdat vlnovému vektoru sv́ıraj́ıćımu úhel α s optickou osou. Pa-
prsky, které sv́ıraj́ı s optickou osou větš́ı úhel, neprojdou objektivem. Hodnotu prostorové



frekvence kmax vypočteme jako

kmax =
2π

λ̄0

n sin α =
2πNA

λ̄0

, (4.4.4)

kde λ̄0 je středńı vlnová délka použitého světla ve vakuu. Podmı́nku (4.4.2) můžeme
upravit

d � dm =
2fλvac

DsNA
. (4.4.5)

Źıskali jsme tak podmı́nku, kterou muśı tloušt’ka vrstvy splňovat. Numerické přeostřováńı
lze použ́ıt ve vzdálenosti výrazně menš́ı než je dm.

4.5 Odhad tloušt’ky vrstvy pro konkrétńı parametry

mikroskopu

Na obrázku 4.5.1 je zobrazeno schéma uspořádáńı optických prvk̊u v mikroskopu. Zdroj
o pr̊uměru D0 je čočkou zobrazen do ohniskové roviny kondenzoru, kterým je v digitálńım
holografickém mikroskopu objektiv (2a na obrázku 1.0.1). Zvětšeńı čočky je M , pr̊uměr
sekundárńıho zdroje Ds je určen vztahem Ds = |M |D0. Po dosazeńı do (4.4.5)

d � dm =
2fλ̄0

D0|M |NA
. (4.5.1)

Obrázek 4.5.1: Uspořádáńı optických prvk̊u v mikroskopu.

Centrálńı vlnová délka použitého světla je λ̄0 = 650 nm. V tabulce (4.1) jsou parametry
jednotlivých objektiv̊u použitých v mikroskopu, které jsou udávané výrobcem. V tabulce
(4.2) jsou pro jednotlivé objektivy a velikosti použité clony zdroje vypoč́ıtány hodnoty
dm.



Tabulka 4.1: Parametry použitých objektiv̊u udávané výrobcem.

zvětšeńı NA f/mm
10× 0,25 17,129
20× 0,40 8,9
40× 0,65 4,646
60× 0,85 2,969
100× 1,25

Tabulka 4.2: Hodnoty dm vypoč́ıtané z parametr̊u zobrazovaćı soustavy.

dm/µm
D0/mm 10× 20× 40× 60×

10 4,5 1,5 0,47 0,23
7 6,4 2,1 0,67 0,33
5 9,0 2,9 0,94 0,46
1 45 15 4,7 2,3

0,1 450 150 47 23

Č́ım menš́ı budeme mı́t zdroj, t́ım bude světlo koherentněǰśı. Z tabulky je zřejmé,
že největš́ı oblast pro numerické přeostřováńı źıskáme při použit́ı clonky s pr̊uměrem
D0 = 0, 1 mm a objektivu se zvětšeńım 10×.
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Závěr

Ćılem práce bylo odhadnout tloušt’ku vrstvy, ve které je možno použ́ıvat numerické
přeostřováńı digitálńıho holografického mikroskopu s částečně koherentńım osvětleńım.
Ve výpočtu jsem vycházela ze skalárńı teorie difrakce a teorie optické koherence, pomoćı
kterých jsem poč́ıtala pr̊uchod vlny optickou soustavou. Z podmı́nky dostatečné koherence
světla v celém objemu vrstvy jsem odhadla jej́ı tloušt’ku. Ta je závislá na parametrech
mikroskopu. Pro dané parametry digitálńıho holografického mikroskopu v laboratoři ÚFI
jsem určila podmı́nku pro maximálńı velikost tloušt’ky vrstvy.
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