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Kapitola 1

Uvod

Svételnd mikroskopie, umoznujici pozorovat detaily predmétu, které by jinak lidské
oko nebylo schopno rozlisit, je obor zahrnujici Sirokou skalu zobrazovacich metod , .
Nékteré typy predmétu, které se vyznacuji nizkou absorpci svétla, nelze ale pti zobra-
zeni v klasickém svétlém poli rozlisit s dostatecnym kontrastem. Proto je nutné vybrat
jinou metodu pro zobrazeni, ktera tento kontrast dostatecné zvysi. Jednou z moznosti
je pouzit specialni barviva, ktera vsak mohou predmét poskodit, zejména pokud se
jedna o biologicky vzorek. Jind skupina metod zahrnuje pouziti specidlnich optickych
prvki, které umoznuji zvysit kontrast obrazu bez nutnosti zasahu do vzorku.

Snaha o optimalizaci zobrazovacich metod vede k jejich neustalému vylepSovani.
Diky modernim vyrobnim procesum je napiiklad mozné vyrobit prostorové struktu-
rovanou fazovou desticku , pomoci které lze s vyuzitim polarizace svétla realizovat
spiralni fazovy kontrast, pro ktery byla zapotiebi spirdlni fazova maska nebo prosto-
rovy modulator svétla , . Diky kontrole polariza¢niho stavu na vstupu systému
lze zobrazeni pomoci strukturované fazové desticky navic obohatit o dalsi zobrazovaci
rezimy.

Teoreticka c¢ast prace se vénuje popisu prostorové strukturované fazové desticky a
vlastnostem vysledného zobrazeni po jejim zaclenéni do 4-f systému. Kromé izotropniho
zvyraznéni hran a stinového efektu, charakteristického pro spiralni fazovy kontrast, je
mozné navic selektivné zvyraznit hrany v pozadovaném smeéru nebo regulovat inten-
zitu pozadi [6]. Déle je ukdzédno vyuziti série snimku stinovych efektt pro kvantitativni
rekonstrukei faze, umoznujicich ziskat informaci o vysce predmétu bez nutnosti pouziti
kontaktnich metod . Teoreticky popis je doplnén o pocitacové simulace v programu
MATLAB.

V experimentalni ¢asti prace je sestaven opticky mikroskop vyuzivajici prostorove
strukturovanou fazovou desticku, kde je jako predmét pro zobrazovani pouzit kvan-
titativni fazovy test, na kterém jsou ovéreny vlastnosti zobrazeni z teoretické ¢asti a
také je vyzkouSena ptresnost kvantitativni rekonstrukce. Experiment je navic rozsiten o
moznost jednoduchého ovladani prostorové koherence pomoci clony se stupnici, ktera
ma na vysledné zobrazeni dalsi vliv.



Kapitola 2

Motivace

2.1 Svételna mikroskopie

Pti zobrazovani ve svételné mikroskopii muze u ur¢itych typu predmétu nastat problém
s nizkym kontrastem pozorovaného obrazu, protoze se z velké ¢asti jednd o fazové
predmeéty, které se vyznacuji nizkou absorpci. U téchto typu predmétu prochazejici
svetlo ziska pouze fazové zpozdéni, které pii klasickém zobrazovani ve svételné mikro-
skopii neni mozné zaznamenat s dostatecnym kontrastem pomoci intenzitni detekce.

2.1.1 Kontrastni metody svételné mikroskopie

Obtiznéa detekce fazovych predmétu zpusobila vznik velkého mnozstvi zobrazovacich
metod umoznujicich fazové zmény po pruchodu predmétem prevést na zmény inten-
zitni, které uz je detektor schopen zaznamenat .

Temné pole

Zobrazovani v temném poli spo¢iva v zablokovani nedifraktovaného svétla, které od-
povida pozadi. Systém je navrzen tak, aby do mikroobjektivu dopadalo pouze svétlo
difraktované na struktufe vzorku. Obraz je pak jasné rozliSitelny na tmavém pozadi
(Obr. . Hlavni nevyhoda spociva v nizké energetické ucinnosti, protoze velka ¢ast
svétla je zablokovana , , .

(2)

Obrazek 2.1: Zobrazeni nylonovych vldken ve svétlém poli (a) a v temném poli (b) .



Zernikuv fazovy kontrast

Zernikuv fazovy kontrast vyuziva upravy osvétlovaci casti tak, aby pomoci specidlni
fazové desticky ve tvaru prstence zavedl fazovy posun nedifraktovanému svétlu, coz
zpusobi zvyseni kontrastu. Na rozdil od temného pole vyuzivéa veskerou svételnou ener-

gii. Nevyhodou je halo efekt v detekovaném obrazu (Obr. .

@ (b)

Obrézek 2.2: Zobrazeni rozsivky ve svétlém poli (a) a pomoci Zernikova fazového kontrastu,
ktery se vyznacuje halo efektem kolem hran (b) [@

Diferencidlni interferenc¢ni kontrast

Diferencidlni interferenc¢ni kontrast pracuje s prostorovym oddélenim ortogonalnich
slozek linearni polarizace Wollastonovym hranolem, které prochazi vzorkem kazda s
jinou optickou dréhou bez vzajemného ovlivnéni. Na vystupu je umistén druhy Wollas-
tonuv hranol, ktery ortogonalni slozky nasméruje zpét do stejné roviny a analyzator
umozni jejich interferenci. Protoze obé ortogonalni slozky polarizace po pruchodu vzor-
kem nabraly jind fazova zpozdéni, je vysledny obraz charakteristicky svym stinovym
efektem, ktery dava predstavu o 3D struktufe pozorovaného predmétu (Obr. .
Nevyhodou je nutnost pouziti dvojlomnych prvki. Naopak oproti Zernikovu fazovému
kontrastu vysledny obraz neobsahuje nezadouci halo efekt , .

@ )

Obréazek 2.3: Zobrazeni rozsivky ve svétlém poli (a) a pomoci diferencidlniho interferenéniho
kontrastu charakteristického stinovym efektem (b) @



Spiralni fazovy kontrast

Spiralni fazovy kontrast vyuziva spiralni fazovou masku , pozadovanou struk-
turu spiralniho filtru promitnutého na prostorovy modulator svétla , nebo noveé
prostorové strukturovanou fazovou desticku @ . Umoznuje zvyraznit struktury
predmétu jak izotropneé, tak anizotropné ve formé stinového efektu, a to pouze posunem

masky (1 B [} [ (3.

Obrézek 2.4: Zobrazeni licnich bunék ve svétlém poli (a). Po zavedeni spiralni fizové masky
dochézi k izotropnimu zvyraznéni hran (b). Po posunu masky mimo optickou osu ziskdvame
stinovy efekt (c) .

Polariza¢ni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskopie vyuziva vlastnosti dvojlomu. Mikroskop je navic vybaven o
polarizator pred vzorkem a o analyzator za vzorkem. Pruchod svétla dvojlomnym ma-
teridlem zpusobi fazovéa rozposunuti pro fadny a mimoradny paprsek. Oba paprsky
nasledné za analyzatorem interferuji. Tato metoda umoznuje navic kromeé zviditelnéni
struktur ziskat informaci o pnuti v materialu [2].

(b)

Obrazek 2.5: Zobrazeni integrovaného obvodu v mikroprocesoru (a) a defektu na kovové
tenké vrstvé (b) pomoci polarizacni mikroskopie [2].
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2.1.2 Metody kvantitativniho vyhodnoceni faze

Pomoci nékterych metod ziskavame jen kvalitativni povédomi o strukture predmétu,
ale uZ ne o jeho optické tloustce. Ukazuje se, ze s pouzitim dalsich specidlnich optickych
prvku lze kromé zvyseného kontrastu ziskat také kvantitativni informaci o fazi. Novym
smérem, kterym lze jiz existujici metody na kvantitativni vyhodnoceni faze vylepsit,
je prace s polarizovanym svétlem.

Fazovy kontrast s fizenym fazovym posunutim

Fazovy kontrast s fizenym fazovym posunutim vychazi z principtu Zernikova fazového
kontrastu , , ale namisto fazové desticky ve tvaru prstence vyuziva fazovy modulator
z kapalnych krystalu, ktery zavadi pozadovany fazovy posun ¢. V roviné detektoru poté
dochézi k interferenci difraktovaného a nedifraktovaného svétla. Komplexni amplitudu
nedifraktovaného svétla s oznacenim jako referenc¢ni vina U,, a komplexni amplitudu
difraktovaného svétla s oznacenim jako signalni vlna Uy, lze zapsat ve tvaru

U, = u, %, (2.1)

U, = ug e, (2.2)

kde u, a uy jsou amplitudy referen¢éni a signédlni viny s jejich fazemi ¢, a ¢s.

V obrazové ohniskové roviné tubusové cocky vznikd obraz, ktery je pfezobrazen
4-f systémem na CCD kameru. Ve spoleénych ohniskovych rovindch ¢ocek Lq a Lo
je umistén odrazny fazovy modulator z kapalnych krystalu, kterym lze presné zavést
fazovy posun ¢ referencni vlné a zaznamenat tak 4 snimky s kroky ¢1234 =0, 7/2, 7
a 37m/2, které jsou potiebné pro vyhodnoceni fazového rozdilu A¢ (Obr. . Intenzitu
svétla dopadajiciho na detektor lze pak rozepsat jako 18]

I, = U +|Us]* + 2 |U,| |Uy| cos(A¢ + ¢), (2.3)

kde fazovy rozdil lze spocitat ze 4 intenzitnich zdznamu jako

[ T - I7r
A¢ = tan~! (ﬁ) | (2.4)

Jelikoz signalni vlna, na rozdil od refereéni viny, nedopada na celou plochu CCD, na
nékterych mistech nedochazi k interferenci mezi témito vinami, a detekujeme tak pouze
intenzitu referenéni viny |U,|*. Pfi rekonstrukei fazového rozdilu by to vedlo k tomu, ze
v oblastech bez interference bychom dostali prudké zmény A¢ = +7 . Pro spravné
vyhodnoceni faze je mozné vyuzit vztah ,

L asin(Ag)
¢ = tan 1{1+acos(A¢)}’ (2.5)
kde 0|
= \Ui\' (2.6)

11
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Obrazek 2.6: Schéma fazového kontrastu s fizenym fazovym posunutim (a). Fazové masky
ve tvaru prstence v roviné moduldtoru z kapalnych krystalt zavadéjici fazové posuny ¢1.23 4
=0, 7/2, m a 37/2 referen¢ni viné (b). Kvantitativni fdzové zobrazeni neuronu (c) .

Polariza¢ni mikroskop s fizenym fazovym posunutim

Féazovy kontrast s fizenym fazovym posunutim, popsany v predchozi ¢éasti, lze vylepsit
vyuzitim polarizace.

Tato metoda se lisi tim, Ze je pred tubusovovou ¢o¢kou umistén linearni polarizator
orientovany pod thlem 45°, ktery dopadajici svétlo rozdéli na dvé ortogonalni slozky
polarizace. V roviné odrazného prostorového modulatoru svétla jsou fazové posuvy
zavedeny pouze jedné slozce polarizace U, a druhd slozka U, se odrazi neovlivnéna.
Umisténi analyzatoru orientovanym pod thlem 45° umoznuje naslednou interferenci
téchto dvou slozek na detektoru (Obr. . Po potizeni ¢tyr zaznamu lze, stejné jako
u predchozi metody, ziskat vysledny fazovy profil pomoci ¢tyrkrokového algoritmu po-

psaného ve vztazich a .

12
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Obrazek 2.7: Schéma polariza¢niho mikroskopu s fizenym fazovym posunutim. Prostorovy
moduldtor svétla zavadi fazovy posun 1234 = 0, /2, m a 37/2 vIné U, a vlnu U, nechava

beze zmény .

Diferencialni fazovy kontrast s fizenou osvétlovaci ¢asti

Diferencidlni fazovy kontrast s fizenou osvétlovaci ¢asti je zobrazovaci metoda, ktera
vyuziva zaznamu nékolika obrazu z ruznych osvétlovacich ihlu. Hlavni vyhoda spocivéa
v jednoduchém zaclenéni do jiz existujicich mikroskopovych zobrazovacich systému, a
to pouze modifikaci osvétlovaci ¢asti, kterou lze provést umisténim displeje z kapalnych
krystali do obrazové ohniskové roviny kondenzoru [20[, nebo piimo nahrazenim zdroje
svétla programovatelnymi maticovymi LED zdroji [21].

Pro ziskani obrazu diferencidlniho fazového kontrastu jsou potieba alespon dva
zdznamy se vzajemnym natocenim masek o 180° (Obr. . Vysledna intenzita se poté
spocitd jako

I= M, (2.7)
Ir + Ip
kde Ir znaci intenzitu prvniho snimku a Iz intenzitu druhého snimku s maskou po-
otocenou o 180°.

Z intenzity ziskané ve vztahu[2.71ze poté spocitat fazovy profil pomoci rekonstrukéniho
algoritmu [21].

13
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Obrazek 2.8: Schéma diferencidlniho fazového kontrastu s fizenou osvétlovaci ¢asti. Rizné
sméry osvétleni 1ze jednoduse realizovat maticovymi LED zdroji svétla .

S vyuzitim polarizace svétla lze do kondenzoru umistit polariza¢ni masku rozdélenou na
Ctyti ¢asti, které propousti linearni polarizaci orientovanou pod thly a = 0°, g = 135°,
v = 45° a § = 90°. Poté lze s vyuzitim specidlni polarizacni kamery, kterd ma kazdy
pixel rozdélen na 4 subpixely s linearnimi polarizatory stejné orientovanymi jako u
polarizaéni masky, zaznamenat ¢tyii snimky ¢tyf ruznych smértu nasviceni zaroven

(Obr. . Intenzity detekované na subpixelech 1,2,3 a 4 lze poté zapsat jako

L=1,40513+051,
Iy=1I5+051,+05I
Iy=1,+051I,+05I;
Ii=1I4+0513+051,

(2.8)

kde 1, Ig, I, I5 znaci detekované intenzity z jednotlivych ¢asti polarizacni masky.

Pozadované intenzity 14, Ig, Ic a Ip potfebné pro ziskani snimku fazového kontrastu
Ize ziskat z [20]

3 1
u:@+@:ﬂ&+@-z@+h)

3 1
Ip=1,+1s= 1([1 +1I3) — Z(12 + 1)

3 1 (2.9)
IC - Ia —|- IB - Z__L(Is + I4) — Z_l(Il + IQ)

3 1
[D = Ia +I/j’ - Z(IQ+I4) — 4_1(11 +Ig),

14
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Obrazek 2.9: Schéma diferencidlniho fazového kontrastu s polarizaénim zdznamem. Ruzné
sméry osvétleni se realizuji maskou rozdélenou na ¢tyfi segmenty s orientaci linearnich pola-
rizatort pod thly a = 0°, 8 = 135°, v = 45° a § = 90°. Jednotlivé subpixely kamery 1,2,3 a
4 detekuji polarizacné rozliSené intenzity I, Ig, I, I5 (a), ze kterych se ziskaji snimky I,
I, I3 a I (b). Snimky diferencidlniho fazového kontrastu I, Ip, I¢, Ip z ruznych sméru
osvétleni (c). Vysledny féazovy profil po numerické rekonstrukei (d) .
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Kapitola 3

Teorie

Jak je vidét u predchozi kapitoly, prace s polarizovanym svétlem podstatné rozsituje
moznosti pii zobrazeni, coz s rozvojem vyrobnich metod vede ke vzniku novych pola-
rizacnich prvki, jako je napiiklad prostorové strukturovana fazova desticka.

3.1 Prostoroveée strukturovana fazova desticka

Prostorové strukturovana fazova desticka (PSFD) je A/2 fazova desticka, jejiz opticka
osa se postupné staci v zdvislosti na azimutalnim thlu (Obr. [3.1)

=2 a, (3.1)
kde 6 znaci azimutalni dhel a « lokalni natoceni optické osy A/2 fazové desticky.

Pro PSFD se taktéz uziva komercni nazev S-waveplate. Vyrabéna je pomoci pulzniho
laseru a vyznacuje se vysokym prahem znic¢eni. Vyuziva se pro generaci optickych virt
s kruhovou polarizaci nebo pro tvorbu svazki s radidlni a azimutaln{ polarizact [3] 22].
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Obrazek 3.1: Grafické znazornéni lokédlniho stoc¢eni optickych os na strukture PSFD .
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Pro vypocty s PSFD je vhodné pouzit Jonesuv formalismus pro transformaci pola-
rizovaného svétla. Klasickd \/2 fazova desticka mé transformac¢ni matici uréenou jako

cos 2a¢  sin 2«
T :( ) (32)

sin 2ac —cos 2«

kde a znaci ihel natoceni optické osy.

S vyuzitim vztahu 3.1 a dosazenim do matice 3.2]1ze transformacni matici PSFD zapsat
ve tvaru

sinf —cos@

Tpspp — <COS€ sin 6 > ' (3.3)

Pokud PSFD otacime, jeji transformacni matice vypada jako

_ [cos(0+B) sin(@+ 5)
Trsrp = (sin(@ +3) —cos(f + ﬁ)) ’ (34)

kde 3 znaci thel nato¢eni PSFD.

Pri posviceni linearné polarizovanym svétlem a umisténim analyzatoru za PSFD, muze-
me vysledny Jonesuv vektor zapsat pomoci matic

/
J =Trp,-Tpsrp-Jrp, (3.5)
kde J;p, oznacuje Jonesuv vektor pro vstupni linedrni polarizaci a Ty p, transformaéni

matici pro analyzator.

Rozepsdnim vektoru [3.5] dostaneme

3 - ( cos® ayp, sin iz p, COS OéLp2> (cos(@ +3) sin(6+5) ) (COS aLp1>

sin app, cos arp, sin? arp, sin(0+ ) —cos(0+ B) ] \ sinazp

: . cos «
- (cos arp, cos(0 + B — app,) +sin agp, sin(d + 5 — aLP1)> (Sin osz) ’
2

(3.6)

kde azp, a app, oznacuji thel natoceni polarizadtoru a analyzatoru.

Chceme-li zjistit, jak bude vypadat vysledna intenzita po prichodu PSFED, staci vy-
nasobit spocitany Jonestv vektor J’ s jeho transponovanou verzi J'T

I=J7.3 =cos?’(0+ B —arp, — arp,). (3.7)

Ze vztahu je vidét, Ze natoceni PSFD o tihel 8 mé diky opa¢nému znaménku za
nasledek otaceni intenzitniho obrazce opaénym smérem, nez kdybychom o stejny thel
ve stejném sméru natocili polarizator nebo analyzator (Obr. |3.2)).
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Obrazek 3.2: Simulace intenzitniho rozlozeni svétla po prichodu PSFD pi#i natoceni pola-
rizétoru o hly arp, = 0° (a), 45° (b) a 90° (c). Uhel natoceni analyzétoru je arp, = 0°
a natoceni PSFD g = 0°. Intenzitni rozlozeni pfi natoceni analyzatoru o thly arp, = 0°
(d), 45° (e) a 90° (f). Uhel natoceni polarizatoru je app, = 0° a natoceni PSFD 3 = 0°.
Intenzitni rozlozeni pii natoceni PSFD o thly 8 = 0° (g), 45° (h) a 90° (i). Uhel natocen{
polarizatoru je arp, = 0° a natoceni analyzatoru arp, = 0°.

Ve veskerych nasledujicich simulacich je vychozi ihel natoceni PSFD £ = 0°.

3.2 4-fsystém s prostoroveé strukturovanou fazovou
destickou

Umisténim PSFD do 4-f systému lze provést vhodnou filtraci spektra pozorovaného
predmeétu a zvyraznit tak jeho strukturu. 4-f systém se skldda ze dvou cocek C; a Cs,
do jejichz spole¢né ohniskové roviny je PSFD umisténa. V predmétové ohniskové roviné
cocky C' je umistén pozorovany predmét P, ktery je osvétlen kolimovanym zdrojem
osvétleni. Za kolimac¢ni ¢ockou Chy je umistén linedarni polarizator LP; a A/4 fazova
desticka pro generaci pozadovaného polarizacniho stavu na vstupu. Vysledny obraz
nésledné vznikd po pruchodu analyzétorem LP, na detektoru D (Obr. .
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Obrazek 3.3: Grafické znézornéni 4-f systému s PSFD: Z - zdroj osvétleni, Cjy; - kolimacéni
¢ocka, LP;— linedrni polarizdtor, A/4 F D - \/4 fazové desticka, P - predmét, C a Cs - cocky
4-f systému, LP, - analyzator, D - detektor.

Tento systém lze bez pouziti analyzatoru LP, popsat pomoci vstupniho polariza¢niho
stavu J dopadajiciho na predmét g(r, ¢) a prenosové funkce H(p, ), ktera je v nasem
pifpadé dand transformacni matici T pgrp ze vztahu [3.3] s piiénym prostorovym ome-
zenim ve tvaru kruhové apertury o poloméru R. Pak lze vysledny filtrovany obraz

G(r, ¢) psét ve tvaru [6]
g(r, ) = F{H(p, 0)} x g(r, ) I = h(r, ) x g(r, ¢) J, (3:8)

kde F oznacuje Fourierovu transformaci, * konvoluci a h(r,p) impulzni odezvu systému,
kterou lze spocitat Fourierovou transformaci prenosové funkce H(p, ) v polarnich

soufadnicich jako @,
A o AT —i2Zrp cos(0—p)
h(r, @) = —/ / H(p,0)Je " ? pdpdb, (3.9)
N Jo Jo

kde A znaci konstantni faktor a A pouzitou vlnovou délku.

Nésledné jsou popsany pripady pro dopadajici linedarné nebo kruhové polarizované
svétlo, a to pfi umisténi PSFD na optické ose, kdy se pak jednd o osovou filtraci
predmétu, a pri umisténi PSFD mimo optickou osu, kdy je filtrace mimoosova.

3.2.1 Osova filtrace
Vstupni kruhova polarizace

Natocenim optické osy A/4 fazové desticky pod tihlem 45° vaéi optické ose polarizétoru
LP; ziskame kruhové polarizované svétlo, které osvétluje predmeét. Jonesuv vektor pro
kruhovou polarizaci je pak dan jako

P (L) , (3.10)

a po dosazeni do vztahu ziskame impulzni odezvu ve tvaru @

TA R T
h(r, ¢) = _2>\_f (;l> eil“"/o Jp (?\—frp) pdp, (3.11)
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kde J; znac¢i Besselovu funkci prvniho fadu prvniho druhu.

Je vidét, ze po filtraci je pravotociva kruhova polarizace transformovéana na levotocivou,
a naopak levoto¢iva na pravotocivou. Vyskytuje se zde i opticky vir e*# . Dostava-
me tedy virové pole s kruhovou polarizaci (Obr. ), kde bodova rozptylova funkce
|h(r, ©)]> ma tvar prstence. Po umisténi analyzatoru pied detektor se vysledné in-
tenzitni rozlozeni neméni, pouze ziskdme homogenni rozlozeni linedrni polarizace a

intenzita klesne na polovinu (Obr. [3.4p).

9
9
O
(a) (b)

‘ 2

Obrazek 3.4: Simulace bodové rozptylové funkce |h(r, )|, je-li na vstupu pouzita kruhova
polarizace J i p, kde ¢ervené Sipky znazornuji smér vektoru elektrické intenzity (a). Intenzitni
rozlozeni se po umisténi analyzdtoru LP,, jehoz orientace je zndzornéna Sipkou v modrém
poli, neméni (b).

Pti osové filtraci s pouzitim kruhové polarizace tedy vzdy ziskame izotropni zvyraznéni
hran u pozorovaného obrazu, a to bez ohledu na to, zda je pouzit analyzator ¢i nikoliv

(Obr. B.5p).
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Obréazek 3.5: Simulace fazového pfedmétu s rozsahem fdzové modulace —m/16 az 7/16 (a).
Po zavedeni PSFD do 4-f systému dochézi k izotropnimu zvyraznéni hran (b).
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Vstupni linearni polarizace

Zpétnym natoc¢enim optické osy A\/4 fazové desticky do polohy 0° vuci linedrnimu
polarizatoru LP; ziskdme na vstupu linedrni polarizaci Jp,, kde po dosazeni do vztahu

vypada impulzni jako ﬂ@,

~ 27A [cos(p — arp) R 2
M) =37 (sin(99 - Ou:Pl)) /o A (A_frp) P (312
Zde se vyskytuje zavislost na azimutdlni soutadnici ¢ a na thlu natoceni vstupni
linedrni polarizace ayp,, a to bez virového ¢lenu. Intenzitni profil je bez pouziti ana-
lyzatoru stejny jako v pripadé vstupni kruhové polarizace (Obr. , c).

Pokud na vstupu pouzijeme linearni polarizaci orientovanou pod thlem app, = 0°,
na vystupu dostaneme radialni polarizaci (Obr. ) Kdyz bude na vstupu linearni po-
larizace orientovand pod thlem o p, = 90°, ziskdme polarizaci azimutaln{ (Obr. [3.6f).
To je mozné ovérit umisténim analyzatoru pied detektor, kde s natocenim analyzatoru
pod uhlem app, = 90° je u radidlni polarizace docileno intenzitniho profilu ve tvaru
lalokt orientovanych vertikdlnim smérem (Obr. [3.6b) a u azimutéln{ polarizace hori-
zontalnim smérem (Obr. ) Rotaci analyzatoru lze pak ménit orientaci intenzitniho
rozlozeni.

iy

L > R < 2

/I\

-
-
b

(b)

b

(d)

Obréazek 3.6: Simulace bodové rozptylové funkce |h(r, ¢)|? radidln{ (a) a azimutéln{ pola-
rizace (c). Cervené sipky znazorfiuji sméry vektoru elektrické intenzity. Intenzitni rozlozeni
po umisténi analyzatoru orientovaného pod dhlem ayp, = 90° v piipadé radidlni (b) a azi-
mutalni polarizace (d).
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Tvar impulznf odezvy (Obr. [3.6b, d) md za ndasledek, ze po filtraci ma vysledny obraz
zvyraznény hrany pouze v jednom preferovaném sméru, a to v zavislosti na vzajemné
orientaci vstupni linedrn{ polarizace, PSFD a analyzatoru (Obr. [3.7)).

1 11

e —

0.8 ‘ 0.8
0.6 / 0.6
0.4 | 0.4
0.2 (I' 0.2
(@) " (b) ’

Obrazek 3.7: Simulace obrazu fazového predmétu s rozsahem fdzové modulace —7/16 az
/16 po zavedeni PSFD do 4-f systému s analyzdtorem orientovanym pod dhlem ayp, = 90°.
V pripadé radialni polarizace dochazi k selektivnimu zvyraznéni hran v horizontalnim sméru
(a). U azimutalni polarizace dochazi ke zvyraznéni hran naopak ve sméru vertikdlnim (b).

3.2.2 Mimoosova filtrace

Mimoosovou filtraci predmétu lze docilit dalsich zobrazovacich rezimu, které navic
umoznuji zvyraznit strukturu obrazu stinovym efektem a také kontrolovat intenzitu
pozadi podle piislusné aplikace.

Posuneme-li PSFD pti¢né mimo optickou osu ve sméru 6y o vzdalenost py nepiesahu-
jici velikost apertury R, transformacni matice posunuté PSFD je pak dana jako @

Trsep, (9. 6) 1
PSFD,\P, V) =
VP + 05— 2 p po cos(0 — )
) ) (3.13)
pcosB — pgcosby psinb — pgsin by
X ) . .
psinf — pgsin By po cos by — p cos

Vstupni kruhova polarizace

Pti dopadajici kruhové polarizaci J xp ma potom s pouzitim matice |3.13 a dosazenim
do vztahu [3.9] vislednd impulzni odezva tvar [16]

A (1 w [ 2m
hr.e) = =37 (:m) 6”/0 ph (A—fm) B(p; po, bo) pdp

iA 1Y\ 4 /R o
_ = et [ g Z5rn ) B(p: po. 6y) pd
VL (39)6 ROyl (p; po, o) pdp,

kde Jy oznacuje Besselovu funkci prvniho druhu a nultého tadu, a

0  2ppo ) (0—27r 2 p po ) in 2
o2 2P ) _¢ , 377 (315
(2 (p+ po)? 2 (p+p)? (3.15)
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(3.14)

2
P+ pPo

B(ﬂ% £0, 90) =




kde C(6, m) znadi elipticky integral prvniho druhu.

Impulzni odezva pro posunutou PSFD ve vztahu se tak skldada z clenu s virovou
fazi et a z clenu s nevirovou fazi e*% kters zptsobuje anizotropni zvyraznéni hran
formou stinového efektu v zavislosti na velikosti a sméru posunuti PSFD [16]. Tento
stinovy efekt je obdobny jako v pripadé pouziti spirdlni fazové masky pro zobrazovani

ve spirdlnim fdzovém kontrastu (Obr. [ 7.

1 1
0.8 / 0.8
0.6 ) 0.6
0.4 : ‘ 0.4
0.2 ‘l' 0.2
0 0

(b)

Obrézek 3.8: Simulace obrazu fazového predmétu s rozsahem fazové modulace —7/16 az
7/16. Po zavedeni vyosené PSFD do 4-f systému ve sméru 6y = 0 (a) a © (b) dochézi
k anizotropnimu zvyraznéni hran ve formé stinového efektu. Analyzator orientovany pod
jakymkoliv thlem nemé na vysledné rozlozeni intenzity vliv.

Vstupni linearni polarizace

P1i dopadajici linearni polarizaci J,p, a vyosené PSFD ma impulzni odezva tvar [10]
A [cos(p — arp,) /R 27
hir,o)=——1{ . ' Ji | —rp | B(p; po,0o) pd
(r, ) N (SIH(SO—OZLPJ ; pPJ1 Y p | B(p; po, bo) pdp

_E cos(fp — arp,) /R 2_7r .
>\pr (sin(@o — aLPl) o JO )\f’f’l) B(IO7 £o, 90) ,Odp

Horni ¢len pripominad vysledek osové filtrace ve vztahu a dolni ¢len odpovida
pozadi a stinovému efektu. Jak pozadi, tak stinovy efekt, jsou na rozdil od horniho
¢lenu homogenné linedrné polarizovany ve smeéru 6y — ap,, coz s vhodnym natocenim

analyzéatoru o thel app, = 0y — app, + 7/2 umoznuje jeho odstranéni (Obr. [16].

(3.16)
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Obréazek 3.9: Simulace obrazu fazového predmétu s rozsahem fazové modulace —7/16 az
7m/16. Po zavedeni vyosené PSFD do 4-f systému ve sméru 6y = 0 s analyzdtorem oriento-
vanym pod uhlem arp, = 90° dochézi v piipadé radidlni polarizace k potlaceni stinového
efektu a pozadi, coz d4 vice vyniknout zvyraznénym horizontdlnim hrandm (a). Pfi vyoseni ve
sméru 0y = m/2 dostdvame stinovy efekt s potlacenymi vertikdlnimi hranami (b). V piipadé
azimutalni polarizace ziskavame pii vyoseni ve sméru 6y = 0 stinovy efekt s potlacenymi
horizontdlnimi hranami (c) a pii sméru vyoseni 6y = 7/2 je stinovy efekt s pozadim potlacen
a vice vyniknou vertikdlni hrany (d).

3.2.3 Vliv prostorové koherence na zobrazeni

Uvedeny teoreticky model 4-f systému s PSFD pracuje s koherentnim zdrojem svétla,
jako je naptiklad laser, nicméné v experimentech se ukazuje, ze tento popis je do-
statecny pro demonstraci vlastnosti plynoucich pii zobrazovani pomoci PSFD i pii
pouziti ¢astecné koherentniho zdroje, jako je LED. Ve vysledném obraze se to projevi
poklesem kontrastu, ale na rozdil od laseru se zde nevyskytuji parazitni interferencni
jevy, nebo jsou do zna¢né miry potlaceny , . Teoreticky popis studovaného systému
pro ¢astecné koherentni svétlo je predmétem aktudlnich vyzkumu [24].
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3.2.4 Kvantitativni rekonstrukce faze

Kromé kvalitativni predstavy o struktufe obrazu je mozné snimky se stinovymi efekty
ze spiralniho fazového kontrastu pouzit pro kvantitativni rekonstrukei faze. To vyzaduje
potizeni alespon tii zdznamu s ruznymi sméry vyoseni PSFD, které musi byt rov-
nomérné rozmistény v intervalu 0 az 27. Intenzitu téchto tii zaznamenanych snimku
muzeme poté zapsat jako [7]

. 2

3 ’(E — BEiny) *t elrzs 4 Ein,
|(Em Ezno) *t‘Q +|Ez’n0|2 (317)
+ [(Em Em0> * t] E* i901,2,3
+ [(Em - Eino) * t] Emo e_1901,2,37

kde E, znaci komplexni amplitudu vstupniho pole, E;,, nulty fad vstupniho pole, ¢
propustnost spirdlniho filtru ¢(p, 0) = !, ktera je realizova PSFD se vstupni kruhovou
polarizaci. Symbol % oznacuje konvoluci a * komplexni sdruzeni.

vynasobit znamymi sméry

Pro dalsf vyhodnoceni je potieba znamé intenzity Iou, ,,

posunuti e %123 a poté je zprumérovat jako [7]

1 : . :
Lo = 5 outy @770 + Tousy 7 + Louty €779], (3.18)

coz za podminky, Ze sméry posunuti jsou rovnomérné rozmistény v intervalu 0 az 2,
vyrusi fazové cleny ve vztahu [3.17]

Hledanou vstupni komplexni amplitudu je poté mozné spocitat z [7]
_ 2
¢zn ¢zn0) (Ic * t ' + ‘Einﬂ‘ )

|Ein0|

az na zanedbatelny fazovy posuv ¢;,,. Je vSak potieba znat intenzitu nultého difrakéni-
ho fadu |Ey,,|*. K tomu je potfeba zprimérovat zaznamenané snimky podobné jako v
rovnici ale jiz bez nasobeni fazovymi cleny ve tvaru

|Ein| € : (3.19)

1
Iavg - g(Iouh + Ioutg + Ioutg)‘ (320)

Intenzitu nultého radu pak lze ze znalosti Im,g a 1. vypocitat z (7]

| Ein,|” = Iwg i 12, — 4L (3.21)
Pro vypocet |E;,, \2 jsou mozna dvé feseni kvuli znaménku + pfed odmocninou. Kladné
znaménko je tieba pouzit v pripadé, kdy zobrazujeme amplitudové predméty nebo
fazové predméty s nizkou modulaci. Zaporné znaménko se tyka fazovych predmétu s
velkou hloubkou fazové modulace, zpravidla 7 a vyssi. Po dosazeni |Em0|2 ze vztahu
do rovnice pak jiz mame informaci o fazovém profilu predmeétu ﬂfﬂ

Pro ovéreni postupu byly provedeny simulace predmétu s hloubkou fazové modulace
7/4 a w/16 s pifslusnymi stinovymi efekty po vyoseni PSFD ve smérech 6y, ,,, = 0,
7/2, m, a 37/2 (Obr. 3.10} B.12). Jedn4 se tedy o rekonstrukci ze ¢ty snimki namisto
ze tii, a to z toho duvodu, ze pii nasledné experimentalni realizaci je posun PSFD
provadén na posuvu s horizontalnimi a vertikalnimi sméry.
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Obrézek 3.10: Simulace stinovych efektu u pfedmétu s rozsahem fazové modulace —7/4 az
7 /4, které jsou potiebné pro kvantitativni rekonstrukei.

Po numerické rekonstrukci ze stinovych efektu je ziskan fdazovy profil, ktery se od
puvodniho snimku mirné odlisuje v zavislosti na rozsahu fazové modulace. To lze de-
monstrovat na rozdilu puvodniho predmétu a rekonstruovaného predmétu, kde s ros-
toucim rozsahem fazové modulace roste i tento rozdil (Obr. 3.11] B.13).

™

72

0

-/2
()

/2

0

-7l2
(a)

I

(d)

™

/2

-mt/2

(e)

w2

-ml2

/2

o

-2

=T

HHE

¢

™

w2

-2

Obrézek 3.11: Simulace puvodniho fazového predmétu s rozsahem fazové modulace —m /4
az m/4 (a). Simulace pfedmétu po numerické rekonstrukei ze snimku stinovych efektu (b).
Rozdil puvodniho a rekonstruovaného predmétu (c). Rezy stfedy korespondujicich snimku

ve sméru osy x (d, e, f).
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Obrézek 3.12: Simulace stinovych efektu pfedmétu s rozsahem fazové modulace —m/16 az

7/16.
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Obrazek 3.13: Simulace puvodniho fazového predmétu s rozsahem fazové modulace —7/16
az 7/16 (a). Simulace pfedmétu po numerické rekonstrukei ze snimku stinovych efekti (b).
Rozdil puvodniho a rekonstruovaného predmétu (c). Rezy stiedy korespondujicich snimku

ve sméru osy x (d, e, f).

Vysledné prohnuti v obraze je pravdépodobné zpusobeno numerickymi artefakty a pro-
storovym omezenim. Projevuji se i pii rekonstrukei ze snimku potizenych v laboratofi,
jak bude ukazano v experimentdalni ¢asti. Pro predméty s niz§im rozsahem fazové mo-
dulace vysledna rekonstrukce vychazi presnéji.
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Kapitola 4

Experiment

Experimentélni ¢ést prace ovétuje vlastnosti 4-f systému vyuzivajictho PSFD, které
jsou popsané v teoretické casti. Je taktéz ukazan vliv prostorové koherence na zobra-
zeni, kterd je v experimentu ovladatelna clonou se stupnici. Déale je realizovana kvan-
titativni rekonstrukce faze ze snimku stinovych efektu podle postupu popsaného v
teoretické casti.

4.1 Mikroskop s prostorove strukturovanou fazovou
destickou

Jako zdroj castecné koherentniho osvétleni je pouzita kolimovand LED M625C4 o

spektraln{ sfice A\ ~ 40 nm (Obr. [4.1)[25].
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Obréazek 4.1: Spektrum LED M625C4 z dat poskytnutych spolec¢nosti ThorLabs .

Kolimovany svazek ze zdroje LED je soustfedén fokusacni cockou Clp 0 obrazové
ohniskové vzdalenosti f}ok = 80 mm do jeji obrazové ohniskové roviny, ve které je
umisténa clona C'L se stupnici pro ovladani prostorové koherence zdroje. Poté je svazek
opét zkolimovan kolimacni cockou Cy, 0 obrazové ohniskové vzdélenosti f;,, = 35 mm.
Nésleduje polarizator LP; a \/4 fazova desticka A/4 F D pro generaci pozadovaného
polarizacniho stavu. Vhodnym natocenim A\/4 F'D vuci LP; lze jednoduse piepinat
mezi linedarni a kruhovou polarizaci. Pozorovany predmét P je zobrazen mikroobjek-
tivem MO Olympus se zvétSsenim Z,;0 = 10 X a numerickou aperturou NA = 0,30
v kombinaci s tubusovou cockou C; o obrazové ohniskové vzdalenosti f/ = 180 mm
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do jeji obrazové ohniskové roviny, kde je umisténa clona zorného pole C'L,,, odkud je
predmét prezobrazen pomoci 4-f systému s cockami C a Cy o obrazovych ohniskovych
vzdalenostech f] = 150 mm a fi = 150 mm na C'C'D kameru Retiga 4000R. Kamera ma
rozliseni 2048 x 2048 pixelu s velikosti jednoho pixelu 7,4 x 7,4 um. PSF'D je umisténa
ve spole¢nych ohniskovych rovindch ¢ocek 4-f systému na 3D mikrometrickych posu-
vech pro pfesné posuny a odecteni vzdalenosti. Pted kamerou je umistén analyzator
LP, pro selektivni zvyraznéni hran v piipadé pouziti radialni a azimutalni polarizace
(Obr. [4.2] [4.3).

Zvétseni mikroobjektivu je vyrobcem uvadéno s tubusovou ¢ockou, jakd je pouzita
v experimentu, neni tedy nutny jeho prepocet. Pricné zvétseni celé soustavy je

15 150

Z=Zyo—==10— =10 x . 4.1
MOf{ 150 X ( )

C, CL_ C, PSFD C,LP, CCD

A R N

- |
R > <=l
:
| | |
fl, =395 mm f.=180mm| |f, =150 mm | | f, =150 mm
f. =80 mm Z,,=10x
NA = 0,30

Obrazek 4.2: Schéma mikroskopu s PSFD: Cf, - fokusacni ¢ocka, C'L - clona pro ovlddani
prostorové koherence, Ci,; - kolimaéni ¢ocka, LPj - linedrni polarizator, A\/4 FD - \/4 fdzovéa
desticka, P - predmét, MO - mikroobjektiv, Cy a Cy - ¢ocky 4-f systému, LP» - analyzator.
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Obrazek 4.3: Realizace experimentu v laboratofi: C.y - fokusacni ¢ocka, C'L - clona pro
ovladani prostorové koherence, C,; - kolimacni ¢ocka, LP; - linedrni polarizator, A\/4 F'D -
A/4 fdzova desticka, P - pfedmét, MO - mikroobjektiv, C a Cy - ¢ocky 4-f systému, LP, -
analyzator.
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4.2 Experimentalni vysledky

Jako predmét byl nejprve pouzit kvantitativni fazovy test USAF 1951 s vyskami struk-
tur 100 nm, 250 nm a 350 nm, na kterém jsou demonstrovany vlastnosti pii vyuziti
PSFD pro zobrazovani fazovych predmétu. Nasledovala kvantitativni rekonstrukce,
ktera byla provedena na fazovém predmétu se strukturami Siemensovy hvézdy o vyskach
100 nm a 350 nm [26].

4.2.1 Osova filtrace

Nejdrive byl stted PSFD umistén na stied optické osy pro dosazeni pozadované osové
filtrace predmétu a na vstupu byla pouzita kruhova a linedarni polarizace. Vychozi tihel
natoc¢eni PSFD je g = 0°.

Vstupni kruhova polarizace

U kruhové polarizace na vstupu po filtraci dochazi k izotropnimu zvyraznéni hran.
Analyzator byl pied detektorem natocen pod thlem ayzp, = 90° bez vlivu na vysledné
zobrazeni.

Pfi zobrazeni bez pouzit{ PSFD m4 obraz u 100 nm (Obr. [f.4h) i 350 nm vysky
(Obr. [.4k) nizky kontrast, ktery je po zavedeni PSFD znatné zvysen (Obr. i.4p, d).

Ukazuje se, ze s tlustsimi strukturami je kontrast pozorovaného obrazu pii izotropnim

zvyraznén{ vyssi (Obr. [4.40).

=
5
g ¢
5
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() (d)

Obrazek 4.4: Snimky fidzového testu USAF 1951 s vyskou 100 nm (a) a 350 nm (c) bez
pouziti PSFD. Po osové filtraci se PSFD dochéazi k izotropnimu zvyraznéni hran (b, d).
Orientace analyzdtoru nema4 vliv na vyslednou podobu obrazu.
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Vstupni linearni polarizace

Se vstupni linearni polarizaci uz pti zavedeni analyzatoru dochézi k selektivnimu zvyraz-
néni hran, na kterém je mozné ovérit vlastnosti svételného pole na vystupu s radialni
nebo azimutalni polarizaci.

V pripadé radialni polarizace je dosazeno zvyraznéni hran v horizontalnim smeéru pti
orientaci analyzatoru ayp, = 90° (Obr. ) a pri orientaci azp, = 0° jsou zvyraznény
hrany vertikdlni (Obr. £.5p). U azimutdln{ polarizace je tomu pfesné naopak. Nejdifve
jsou zvyraznény vertikdln{ hrany (Obr. £.5k) a poté hrany horizontdlni (Obr. [A.5).
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Obrazek 4.5: Snimky fazového testu USAF 1951 s vyskou 350 nm po filtraci PSFD s
radidlni (a, b) a azimutdlni polarizaci (¢, d) pii pouziti analyzdtoru orientovaného pod
thlem arp, =90° (a, ¢) a arp, = 0° (b, d).

Pouhym natacenim analyzatoru lze tedy zvysit nebo snizit kontrast struktury obrazu
v libovolném sméru podle potieby dané aplikace.
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4.2.2 Mimoosova filtrace

Mimoosové filtrace byla realizovana pricnym posunem PSFD o vzdalenost pg ve sméru
6o od optické osy systému na 3D mikrometrickych posuvech. Pouzita byla vstupni
kruhova a linearni polarizace.

Vstupni kruhova polarizace

Se vstupni kruhovou polarizaci je po posunu PSFD ve smérech 6, = 0, m, 7/2 a
3m/2 dosazeno stinového efektu ze ¢tyt sméru, a to bez zddného vlivu analyzatoru na

zobrazeni (Obr. [4.6)).
Velikost posunuti PSFD zavisi na velikosti obrazu zdroje v roviné PSFD, ktera je
kontrolovana clonou se stupnici, jejiz efekty pro ruzné velikosti budou popsany pozdéji.

€
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=
=

(o) (d)

Obrazek 4.6: Snimky stinovych efekt u fazového testu USAF 1951 s vyskou 100 nm po

filtraci PSFD s kruhovou polarizaci na vstupu po vyoseni ve sméru 6y = 0 (a), 7 (b), 7/2
(c) a 3n/2 (d).
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Vstupni linearni polarizace

Se vstupni linearni polarizaci v piipadé radidlni polarizace dochazi pii vyoseni PSFD
ve sméru fy = 0 a natoceni analyzatoru pod thlem ayp, = 90° k uplnému potlaceni
pozadi (Obr. [4.7p), kdezto pii smérech 6y = 7/2 a 37/2 ziskdvdme stinovy efekt s
odfiltrovanymi vertikdlnimi hranami (Obr. 4.7, d).
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Obrazek 4.7: Snimky fazového testu USAF 1951 s vyskou 100 nm po osové filtraci PSFD
s radidlni polarizaci se selektivnim zvyraznénim hran pii pouziti analyzitoru orientovaného
pod thlem ajp, = 90° (a). Potlaceni pozadi po vyoseni PSFD ve sméru 6§y = 0 a stinové
efekty po vyoseni ve smérech 6y = 7/2 (b) a 37/2 (c).

4.2.3 Vliv prostorové koherence na zobrazeni

Jak jiz bylo zminéno v predchozi podkapitole, na vysledné zobrazeni ma podstatny vliv
prostorova koherence zdroje, kterd je kontrolovana velikosti clony, v jejimz dusledku je
obraz zdroje v roviné PSEFD ruzné velky v zavislosti na konkrétnim nastaveni velikosti
clony a zvétseni cocek pred samotnou PSFD. Proto se konkrétni hodnoty velikosti clony
u pozadovaného zobrazeni mohou pro jiny systém lisit. Ukazuje se, Ze se zmensujicim
se prumérem clony klesa intenzita pozadi a kontrast obrazu narusté (Obr. .

V idealnim ptipadé se nabizi nastavit velikost clony na co nejmensi pro co nejvyssi
kontrast, jenze pii téchto hodnotach je vétsina energie u LED zablokovana a jsou
potieba dlouhé expoziéni ¢asy. Navic pod velikost 0,5 nm uz se zacina projevovat
parazitni interference, ktera byla hlavnim duvodem pro pouziti LED namisto laserového
zdroje zéfeni, kde jsou tyto efekty vyrazné (Obr. [4.9).

Velikost clony mé také pii vyosené PSFD vliv na silu stinového efektu, kde s klesajici
velikosti clony se snizuje také vzdédlenost potfebnd pro jeho dosazeni (Obr. 4.10)). Ze
snimk lze také vypozorovat, ze stinovy efekt je vyraznéjsi pro predmeéty s nizsi vyskou

(Obr. 4.10).
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Obrazek 4.8: Izotropni zobrazeni fazového testu USAF 1951 s vyskou 350 nm a s prumérem
clony 3 mm (a), 2 mm (c), 1 mm (e) a 0,5 mm (g). Histogramy ze snimku pro piislusné
hodnoty velikosti clony ukazuji postupny pokles intenzity pozadi se zmensujici se clonou (b,
d, f, h).
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Obrazek 4.9: Izotropni zobrazeni fazového testu USAF 1951 s vyskou 350 nm a s prumérem

clony 0,25 mm (a), kde se jiz za¢ind projevovat parazitni interference. Histogram ze snimku

(b).
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Obrazek 4.10: Stinové efekty fazového testu USAF 1951 s vyskou 250 nm (a, c, €) a 100
nm (b, d, f) s prumérem clony 5 mm (a, b), 3 mm (c, d) a 1 mm (e, f) pii vyosené PSFD
o vzdalenost pp = 100 um ve sméru 6y = 0.
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4.2.4 Kvantitativni rekonstrukce faze

Kvantitativni rekonstrukce byla provedena na struktute Siemensovy hvézdy o vysce 100
nm a 350 nm, coz jsou cilové hodnoty udavané vyrobcem . Se samotnym kvantita-
tivnim testem je také doddavan vysledek kontrolnich testu vyslednych vysek po vyrobeé,
které ¢ini 114 nm a 384 nm. Pro kazdou strukturu byla pofizena série snimku stinovych
efektu ze ¢tyt sméra (Obr. , . Po numerické rekonstrukei byl fazovy profil A¢
prepocten na vysku A pomoci
A¢

(n—1)k

kde n je index lomu predmétu a k vlnové ¢islo. Index lomu vyrobce uvadi 1,52 a jako
vlnova délka byla pouzita stiedni vlnova délka LED \g = 635 nm.

7 vysledku numerické rekonstrukce je vidét, ze u obou struktur se ve vysledném
obraze projevuje obdobné prohnuti pozorované v simulacich kvantitativni rekonstrukce.
Také v souladu se simulacemi lze vypozorovat vétsi deformaci hran u struktury s vyssi
tloustkou (Obr. . Vypoctena vyska vychazi kvili vyslednému prohnuti a deformaci
u 114 nm struktury v rozsahu od ~ 50 nm do =~ 100 nm a u 384 nm struktury v rozmezi
od ~ 130 nm do ~ 300 nm.

h= (4.2)

0
[um]
(b)

Obrazek 4.12: Fazovy profil po numerické rekonstrukei ze stinovych efekti Siemensovy
hvézdy s vyskou 384 nm prepocteny na vysku v nanometrech (a). Rez strukturou Siemensovy
hvézdy v oblasti zndzornéné zlutou carou (b).
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Obrazek 4.13: Série snimkt stinovych efekti u struktury Siemensovy hvézdy s vyskou 114
nm.
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Obrazek 4.14: Féazovy profil po numerické rekonstrukei ze stinovych efektu Siemensovy
hvézdy s vyskou 114 nm piepocteny na vysku v nanometrech (a). Rez strukturou Siemensovy
hvézdy v oblasti zndzornéné zlutou ¢arou (b).

Vysledné neptesnosti v urcéeni vysky jsou kromé numerickych artefaktu pravdépodobné
zpusobeny prostorovym omezenim optickych prvku a nizsi prostorovou koherenci zdroje,
protoze popsany model pro kvantitativni rekonstrukci faze vychazi z plné koherentniho
zdroje zateni. Jak ze simulaci, tak z experimentu lze vypozorovat, ze u predmétu s nizsi
vyskou a timpadem mensimi fazovymi zménami lze dosdhnout presnéjsich vysledk.
Nicméneé i u tlustsich predmétu je vysledny obraz jasné rozlisitelny a dava zdkladni
predstavu o struktutre predmeétu.
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Kapitola 5
Zaveér

V tvodu prace byly zminény vybrané metody svételné mikroskopie umoznujici pozoro-
vat obraz predmétu se zvysSenym kontrastem. Taktéz byly uvedeny vylepsené metody
umoznujici ziskat navic kvantitativni informaci o fazi, pro kterou je ale nutné zazna-
menat vice snimku s fazovym posunem.

V teoretické céasti prace byla popsdna prostorové strukturovana fazova desticka,
kterda vyuziva vlastnosti polarizovaného svétla. Jejim umisténim do 4-f systému byly
na simulaci zobrazeni fazového pfedmétu demonstrovany jednotlivé zobrazovaci rezimy
v zavislosti na tom, jaka vstupni polarizace byla pouzita. Se vstupni kruhovou po-
larizaci bylo dosazeno vlastnosti typickych pro spirdlni fazovy kontrast - izotropni
zvyraznéni hran a stinovy efekt. Se vstupni linedrni polarizaci bylo mozné navic s
pouzitim analyzatoru realizovat selektivni zvyraznéni hran, snizeni intenzity pozadi a
stinovy efekt se selektivné potlacenymi hranami. Tyto rezimy zobrazeni byly navic do-
plnény o pocitacové simulace v programu MATLAB.

Na simulacich fazového predmétu, s pouzitim stinovych efektt realizovanych po-
sunem prostorové strukturované fazové desticky mimo optickou osu systému, byla nu-
mericky provedena kvantitativni rekonstrukce faze, kde se ukazalo, ze presnost této
rekonstrukee klesa u pfedméti s vétsi tloustkou.

V experimentalni ¢asti prace byl sestaven mikroskop s prostorové strukturovanou
fazovou destickou umisténou v 4-f systému za pouziti ¢astecné koherentniho LED zdroje
osvétleni, jehoz prostorova koherence byla kontrolovatelna clonou se stupnici. Prestoze
teoreticky popis vychéazi z plné koherentniho zdroje, ukazalo se, ze veskeré zobrazovaci
rezimy funguji i s LED zdrojem osvétleni za cenu nizstho kontrastu, ale s nizsi mirou
parazitni interference, ¢imz je ve vysledku ziskan cistsi obraz. Tim, ze byla prosto-
rova koherence kontrolovana, bylo umoznéno jednoduse ménit kontrast obrazu podle
potieby. Bylo také ukazéano, ze s ruznym nastavenim velikosti clony bylo potfeba pro-
storové strukturovanou fazovou desticku pro dosazeni stinového efektu posunout do
jiné vzdalenosti.

Na snimcich stinového efektu, kde byl jako pfedmét pouzit kvantitativni fazovy test,
byla provedena kvantitativni rekonstrukce faze, ktera ukazala, ze jeji presnost klesa se
zvysujici se tloustkou predmétu, nicméné stale poskytuje informaci o jeho struktufe.

Jako mozné rozsiteni této prace se nabizi teoreticky popis a simulace pro zobrazovaci
model pracujici s ¢astecné koherentnim svétlem a vyzkousSeni presnosti kvantitativni re-
konstrukce pro svétlo s riznou prostorovou koherenci, na zakladé ¢ehoz by bylo mozné
zvolit optimalni parametry pro co nejvyssi presnost vysledné rekonstrukce. Experiment
by dale mohl byt vylepsen o elektronicky tizené posuvy a rotace polariza¢nich prvku.
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