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Kapito la 1 

Úvod 

Světelná mikroskopie, umožňující pozorovat detaily p ř edmě tů , k te ré by jinak lidské 
oko nebylo schopno rozlišit, je obor zahrnující širokou škálu zobrazovacích metod [1, 2]. 
Některé typy p ředmě tů , k teré se vyznačují nízkou absorpcí světla, nelze ale př i zobra
zení v klasickém svět lém poli rozlišit s dos t a t ečným kontrastem. Proto je n u t n é vybrat 
j inou metodu pro zobrazení , k t e rá tento kontrast dos ta tečně zvýší. Jednou z možnost í 
je použí t speciální barviva, k t e rá však mohou p ředmět poškodi t , zejména pokud se 
j edná o biologický vzorek. J i n á skupina metod zahrnuje použi t í speciálních opt ických 
prvků, k teré umožňuj í zvýšit kontrast obrazu bez nutnosti zásahu do vzorku. 

Snaha o optimalizaci zobrazovacích metod vede k jejich neus tá lému vylepšování. 
Díky m o d e r n í m výrobn ím procesům je např ík lad možné vyrobit prostorově struktu
rovanou fázovou dest ičku [3], pomocí k te ré lze s využ i t ím polarizace světla realizovat 
spirální fázový kontrast, pro k te rý byla zapo t řeb í spirální fázová maska nebo prosto
rový m o d u l á t o r svět la [4, 5]. Díky kontrole polar izačního stavu na vstupu sys tému 
lze zobrazení pomocí s t ruk tu rované fázové dest ičky navíc obohatit o další zobrazovací 
režimy. 

Teoret ická část práce se věnuje popisu prostorově s t ruk turované fázové dest ičky a 
vlastnostem výsledného zobrazení po jej ím začlenění do 4-f systému. Kromě izotropního 
zvýraznění hran a s t ínového efektu, charakter is t ického pro spirální fázový kontrast, je 
možné navíc selektivně zvýrazni t hrany v požadovaném směru nebo regulovat inten
zitu pozad í [6]. Dále je ukázáno využi t í série sn ímků st ínových efektů pro kvan t i t a t ivn í 
rekonstrukci fáze, umožňujících získat informaci o výšce p ř e d m ě t u bez nutnosti použi t í 
kontak tn ích metod [7]. Teoretický popis je doplněn o počí tačové simulace v programu 
M A T L A B . 

V exper imentá ln í část i práce je sestaven opt ický mikroskop využívající prostorově 
strukturovanou fázovou dest ičku, kde je jako p ředmět pro zobrazování použi t kvan
t i t a t i vn í fázový test, na k t e r ém jsou ověřeny vlastnosti zobrazení z teoret ické části a 
t aké je vyzkoušena přesnost kvan t i t a t ivn í rekonstrukce. Experiment je navíc rozšířen o 
možnost j ednoduchého ovládání prostorové koherence pomoc í clony se s tupnicí , k te rá 
m á na výsledné zobrazení další vl iv. 
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Kapito la 2 

Motivace 

2.1 Světelná mikroskopie 
Př i zobrazování ve světelné mikroskopii může u urč i tých t y p ů p ř e d m ě t ů nastat problém 
s n ízkým kontrastem pozorovaného obrazu, protože se z velké části j edná o fázové 
předměty , k te ré se vyznačují nízkou absorpcí . U těchto t y p ů p ř e d m ě t ů procházející 
světlo získá pouze fázové zpoždění , k teré při klasickém zobrazování ve světelné mikro
skopii není možné zaznamenat s d o s t a t e č n ý m kontrastem pomocí in tenzi tní detekce. 

2.1.1 Kon t ra s tn í metody světelné mikroskopie 
Obt ížná detekce fázových p ř e d m ě t ů způsobila vznik velkého množs tv í zobrazovacích 
metod umožňujících fázové změny po p růchodu p ř e d m ě t e m převést na změny inten
zitní, k te ré už je detektor schopen zaznamenat [1, 2]. 

T e m n é pole 

Zobrazování v t e m n é m poli spočívá v zablokování nedifraktovaného světla, k te ré od
povídá pozadí . Sys tém je navržen tak, aby do mikroobjektivu dopadalo pouze světlo 
difraktované na s t ruk tu ře vzorku. Obraz je pak jasně rozlišitelný na t m a v é m pozadí 
(Obr. 2.1). Hlavní n e v ý h o d a spočívá v nízké energetické účinnost i , pro tože velká část 
s v ě t l a j e zablokována [1, 2, 8]. 

(a) (b) 

Obrázek 2.1: Zobrazení nylonových vláken ve světlém poli (a) a v temném poli (b) [2]. 
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Z e r n i k ů v f á z o v ý kontrast 

Zernikův fázový kontrast využívá úp ravy osvětlovací části tak, aby pomocí speciální 
fázové dest ičky ve tvaru prstence zavedl fázový posun nedif raktovanému světlu, což 
způsobí zvýšení kontrastu. N a rozdíl od t e m n é h o pole využívá veškerou světelnou ener
gii. Nevýhodou je halo efekt v de tekovaném obrazu (Obr. 2.2) [1, 2, 8]. 

(a) (b) 

Obrázek 2.2: Zobrazení rozsivky ve světlém poli (a) a pomocí Zernikova fázového kontrastu, 
který se vyznačuje halo efektem kolem hran (b) [9]. 

D i f e r e n c i á l n í i n t e r f e r e n č n í kontrast 

Diferenciální interferenční kontrast pracuje s p ros to rovým oddělením or togonálních 
složek l ineární polarizace Wol las tonovým hranolem, k te ré prochází vzorkem každá s 
j inou optickou d ráhou bez vzájemného ovlivnění. N a vystupuje umís t ěn d ruhý Wollas-
t o n ů v hranol, k t e rý or togonální složky nasměruje zpět do stejné roviny a ana lyzá tor 
umožní jejich interferenci. P ro tože obě or togonáln í složky polarizace po p růchodu vzor
kem nabraly j iná fázová zpoždění , je výsledný obraz charakter is t ický svým s t ínovým 
efektem, k te rý dává p ředs tavu o 3D s t ruk tu ře pozorovaného p ř e d m ě t u (Obr. 2.3). 
Nevýhodou je nutnost použi t í dvoj lomných prvků . Naopak oproti Zernikovu fázovému 
kontrastu výsledný obraz neobsahuje nežádoucí halo efekt [1, 2, 8, 10, 11]. 

(a) (b) 

Obrázek 2.3: Zobrazení rozsivky ve světlém poli (a) a pomocí diferenciálního interferenčního 
kontrastu charakteristického stínovým efektem (b) [9]. 
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S p i r á l n í f á z o v ý kontrast 

Spirální fázový kontrast využívá spirální fázovou masku [8, 12], požadovanou struk
turu spirálního filtru p r o m í t n u t é h o na pros torový m o d u l á t o r svět la [13, 14], nebo nově 
prostorově strukturovanou fázovou dest ičku [6, 15, 16]. Umožňuje zvýrazni t struktury 
p ř e d m ě t u jak izotropně, tak anizot ropně ve formě st ínového efektu, a to pouze posunem 
masky [4, 5, 7, 14, 17]. 

(a) (b) (c) 

Obrázek 2.4: Zobrazení lícních buněk ve světlém poli (a). Po zavedení spirální fázové masky 
dochází k izotropnímu zvýraznění hran (b). Po posunu masky mimo optickou osu získáváme 
stínový efekt (c) [8]. 

P o l a r i z a č n í mikroskopie 

Polar izační mikroskopie využívá v las tnos t í dvojlomu. Mikroskop je navíc vybaven o 
polar izá tor p řed vzorkem a o ana lyzá tor za vzorkem. P r ů c h o d světla dvo j lomným ma
ter iá lem způsobí fázová rozposunut í pro ř á d n ý a m i m o ř á d n ý paprsek. Oba paprsky 
následně za ana lyzá to rem interferují. Tato metoda umožňuje navíc k romě zviditelnění 
struktur získat informaci o p n u t í v mate r i á lu [2]. 

10 



2.1.2 Metody kvant i ta t ivního vyhodnocení fáze 
Pomocí některých metod z ískáváme jen kval i ta t ivní povědomí o s t ruk tu ře p ředmětu , 
ale už ne o jeho optické t loušťce. Ukazuje se, že s použ i t ím dalších speciálních opt ických 
p rvků lze k romě zvýšeného kontrastu získat t aké kvan t i t a t ivn í informaci o fázi. Novým 
směrem, k t e r ý m lze již existující metody na kvan t i t a t ivn í vyhodnocen í fáze vylepšit , 
je práce s polar izovaným svět lem. 

F á z o v ý kontrast s ř í z e n ý m f á z o v ý m p o s u n u t í m 

Fázový kontrast s ř ízeným fázovým p o s u n u t í m vychází z pr incipů Zernikova fázového 
kontrastu [1,2], ale namís to fázové dest ičky ve tvaru prstence využívá fázový modu lá to r 
z kapalných krys ta lů , k te rý zavádí požadovaný fázový posun ip. V rovině detektoru po té 
dochází k interferenci difraktovaného a nedifraktovaného světla. Komplexn í amplitudu 
nedifraktovaného světla s označením jako referenční vlna Ur, a komplexní amplitudu 
difraktovaného světla s označením jako signální vlna Us, lze zapsat ve tvaru 

Ur = ur e i0"+^, (2.1) 

Ua = uaďľ', (2.2) 

kde ur a us jsou amplitudy referenční a signální vlny s jejich fázemi <pr a <ps. 

V obrazové ohniskové rovině tubusové čočky vzniká obraz, k te rý je přezobrazen 
4-f sys témem na C C D kameru. Ve společných ohniskových rovinách čoček L\ a L2 

je umís těn od razný fázový modu lá to r z kapalných krys ta lů , k t e r ý m lze přesně zavést 
fázový posun tp referenční vlně a zaznamenat tak 4 snímky s kroky «^1,2,3,4 — 0, 7 r / 2 , 7r 

a 37r/2, k teré jsou p o t ř e b n é pro vyhodnocen í fázového rozdílu A 0 (Obr. 2.6). Intenzitu 
světla dopadaj íc ího na detektor lze pak rozepsat jako [18] 

I<p =\Ur\2 +\Usf + 2 \Ur\ \US\ COs(A0 + ^ ) , 

kde fázový rozdíl lze spočí ta t ze 4 intenzi tních z á z n a m ů jako [18, 19] 

A 0 = tan 
hir/2 — I-K/2 

(2.3) 

(2.4) 

Jelikož signální vlna, na rozdíl od refereční vlny, nedopadá na celou plochu C C D , na 
některých místech nedochází k interferenci mezi t ěmi to vlnami, a detekujeme tak pouze 
intenzitu referenční vlny \Ur\ . P ř i rekonstrukci fázového rozdílu by to vedlo k tomu, že 
v oblastech bez interference bychom dostali p rudké změny A 0 = ± 7 r [19]. Pro správné 
vyhodnocen í fáze je možné využí t vztah [18, 19] 

tan 

kde 

n 

a s in(A0) 
1 + a cos(A0) 

\Ur\' 

(2.5) 

(2.6) 
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Obrázek 2.6: Schéma fázového kontrastu s řízeným fázovým posunutím (a). Fázové masky 
ve tvaru prstence v rovině modulátoru z kapalných krystalů zavádějící fázové posuny (£1,2,3,4 

= 0, 7r /2 , 7T a 37r/2 referenční vlně (b). Kvantitativní fázové zobrazení neuronu (c) [18]. 

P o l a r i z a č n í mikroskop s ř í z e n ý m f á z o v ý m p o s u n u t í m 

Fázový kontrast s ř ízeným fázovým posunu t ím, popsaný v předchozí části , lze vylepšit 
využ i t ím polarizace. 

Tato metoda se liší t ím , že je p řed tubusovovou čočkou umís těn l ineární polar izá tor 
or ientovaný pod úh lem 45°, k t e rý dopadaj íc í světlo rozdělí na dvě or togonální složky 
polarizace. V rovině odrazného pros torového m o d u l á t o r u svět la jsou fázové posuvy 
zavedeny pouze jedné složce polarizace Ue a d r u h á složka UQ se odráž í neovlivněna. 
Umís těn í ana lyzá to ru or ientovaným pod úh lem 45° umožňuje nás lednou interferenci 
těch to dvou složek na detektoru (Obr. 2.7). Po pořízení č tyř z á z n a m ů lze, stejně jako 
u předchozí metody, získat výsledný fázový profil pomoc í č tyřkrokového algoritmu po
psaného ve vztazích 2.4 a 2.5 [19]. 

12 



Obrázek 2.7: Schéma polarizačního mikroskopu s řízeným fázovým posunutím. Prostorový 
modulátor světla zavádí fázový posun (£1,2,3,4 = 0, TT/2, TT a 3TT/2 vlně Ue a vlnu UQ nechává 
beze změny [19]. 

D i f e r e n c i á l n í f á z o v ý kontrast s ř í z e n o u o s v ě t l o v a c í č á s t í 

Diferenciální fázový kontrast s ř ízenou osvětlovací část í je zobrazovací metoda, k te rá 
využívá záznamu několika obrazů z různých osvětlovacích úhlů. Hlavní v ý h o d a spočívá 
v j ednoduchém začlenění do již existujících mikroskopových zobrazovacích sys témů, a 
to pouze modifikací osvětlovací části , kterou lze provést umís těn ím displeje z kapalných 
krys ta lů do obrazové ohniskové roviny kondenzoru [20], nebo př ímo nah razen ím zdroje 
světla p rogramovate lnými mat icovými L E D zdroji [21]. 

Pro získání obrazu diferenciálního fázového kontrastu jsou p o t ř e b a alespoň dva 
záznamy se vzá jemným na točen ím masek o 180° (Obr. 2.8). Výs ledná intenzita se po té 
spočí tá jako [21] 

1 = r ř r - < 2 - 7 ) 

kde IT značí intenzitu p rvn ího sn ímku a IB intenzitu d ruhého sn ímku s maskou po
otočenou o 180°. 

Z intenzity získané ve vztahu 2.7 lze po t é spočí ta t fázový profil pomocí rekonst rukčního 
algoritmu [21]. 

13 



Obrázek 2.8: Schéma diferenciálního fázového kontrastu s řízenou osvětlovací částí. Různé 
směry osvětlení lze jednoduše realizovat maticovými L E D zdroji světla [21]. 

S využ i t ím polarizace světla lze do kondenzoru umís t i t polar izační masku rozdělenou na 
čtyři části , k teré p ropouš t í l ineární polarizaci orientovanou pod úhly a = 0°, (3 = 135°, 
7 = 45° a ô = 90°. Po té lze s využ i t ím speciální polar izační kamery, k t e r á m á každý 
pixel rozdělen na 4 subpixely s l ineárními polar izá tory stejně or ientovanými jako u 
polar izační masky, zaznamenat čtyři sn ímky čtyř různých směrů nasvícení zároveň 
(Obr. 2.9). Intenzity detekované na subpixelech 1,2,3 a 4 lze po té zapsat jako [20] 

h = Ia + 0.5 Ip + 0.5 7 7 

72 = ^ + 0 .5^ + 0.5^ 
7 3 = 7 7 + 0.5 Ia + 0.5 Is

 [ ' ' 

h = h + 0.5 Ip + 0.5 7 7 , 

kde Ia, Ip, 7 7 , Is značí detekované intenzity z jednot l ivých část í polar izační masky. 

Požadované intenzity IA, IB, IC a ID po t ř ebné pro získání sn ímků fázového kontrastu 
lze získat z [20] 

IA = la + 1/3 

IB = Ia + 7/3 

IC = Ia + 1(3 

ID = la + 7/3 

\{h+h) 

\{h+h) 

\{h+h) 

14 



Snímky fázového kontrastu pak lze spočí ta t jako [20] 

2{IA ~ Ic) 
(IA + Ic) 

2(IB ~ ID) 

Lphasei 

(2.10) 

Lphase2 
(IB + ID) 

Z intenzit spočí taných v rovnicích 2.10 lze pomoc í numerické rekonstrukce získat výsled
ný fázový profil [20]. 

(A) LED 

Lens 

Polarsens™ 
camera 

lA = I* + h = ^Oi + l ú - ^ ( h + Iô 

/! = /„ + o.n/p + o.s;T 

;2 = If + 0.5/„ + 0.5Í 6 

i3 = ; T + 0.5/„ + 0.5í s  

h = k + °. 5 ÍB + a 5 í T 
1 

• 

N « * \ T 
s ; : \ t—* \ 
s í s ; 

Obrázek 2.9: Schéma diferenciálního fázového kontrastu s polarizačním záznamem. Různé 
směry osvětlení se realizují maskou rozdělenou na čtyři segmenty s orientací lineárních pola-
rizátorů pod úhly a = 0°, j3 = 135°, 7 = 45° a ô = 90°. Jednotlivé subpixely kamery 1,2,3 a 
4 detekují polarizačně rozlišené intenzity IA, la, I 7 , 1$ (a), ze kterých se získají snímky I\, 
I2, I3 a Z4 (b). Snímky diferenciálního fázového kontrastu IA, IB, IC, ID z různých směrů 
osvětlení (c). Výsledný fázový profil po numerické rekonstrukci (d) [20]. 
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Kapito la 3 

Teorie 

Jak je vidět u předchozí kapitoly, práce s polar izovaným svět lem p o d s t a t n ě rozšiřuje 
možnost i při zobrazení , což s rozvojem výrobních metod vede ke vzniku nových pola
rizačních prvků, jako je např ík lad pros torově s t ruk tu rovaná fázová destička. 

3.1 Prostorově strukturovaná fázová destička 
Pros torově s t ruk tu rovaná fázová destička (PSFD) je A / 2 fázová destička, jejíž opt ická 
osa se pos tupně s táčí v závislosti na az imutá ln ím úh lu (Obr. 3.1) [3] 

kde 6 značí az imutá ln í úhel a a lokální na točen í optické osy A / 2 fázové destičky. 

Pro P S F D se t ak též užívá komerční název S-waveplate. V y r á b ě n a je pomoc í pulzního 
laseru a vyznačuje se vysokým prahem zničení. Využívá se pro generaci opt ických vírů 
s kruhovou polarizací nebo pro tvorbu svazků s radiá lní a az imutá ln í polar izací [3, 22]. 

Obrázek 3.1: Grafické znázornění lokálního stočení optických os na struktuře P S F D [22]. 

9 = 2-a 
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Pro výpoč ty s P S F D je vhodné použí t Jonesův formalismus pro transformaci pola
rizovaného světla. Klasická A / 2 fázová destička m á t ransformační matici určenou jako 

_ , cos 2a sin 2a , 
T a / 2 " I sin 2a - c o s 2 a 1 ' ( 3 ' 2 ) 

kde ct značí úhel na točení optické osy. 

S využi t ím vztahu 3.1 a dosazením do matice 3.2 lze t ransformační matici P S F D zapsat 
ve tvaru 

_ (cos 9 sm9 , 
J- PSFD — \ • a ni- \ ó - á 

\ srn 0 —cos ^ ' 

Pokud P S F D otáč íme, její t ransformační matice v y p a d á jako 

_ /cos(# + (3) sin(# + Í3)\ 
T-PSFD - y s i n { 9 + fi) _ c o s { 9 + 0 ) , (3.4) 

kde j3 značí úhel na točení P S F D . 

Př i posvícení l ineárně polar izovaným svět lem a umís t ěn ím ana lyzá to ru za P S F D , může
me výsledný Jonesův vektor zapsat pomoc í matic 

J = T £ p 2 • TPSFD • JLPI ; 
(3.5) 

kde JLP1 označuje Jonesův vektor pro vs tupn í l ineární polarizaci a T L P 2 t ransformační 
matici pro analyzátor . 

Rozepsán ím vektoru 3.5 dostaneme 

j / _ | c o s 2 ALP2 s i n ALP2

 C O S ALP2 \ ( cos(# + (5) sin(# + f$) j i cos aip1 

\ sin aip2 cos app 2 s in 2 app 2 / l sin(# + (5) —cos(# + f$) ) l sin aip1 

(cos aLp2 cos(# + (3 - aLPl) + sin a L P 2 sm(9 + (3 - aLPlÝj ^ cos aip2 

sin app 2 

• 

(3.6) 
kde QÍ£P1 a app, označují úhel na točen í po la r izá toru a ana lyzá toru . 

Chceme-li zjistit, jak bude vypadat výsledná intenzita po p růchodu P S F D , s tačí vy
násobi t spoč í taný Jonesův vektor J ' s jeho transponovanou verzí J / T 

I = J , T J ' = cos2(# + /3 - a L P l - aLP2). (3.7) 

Ze vztahu 3.7 je vidět , že na točen í P S F D o úhel f3 m á díky opačnému z n a m é n k u za 
následek o táčení in tenzi tn ího obrazce o p a č n ý m směrem, než kdybychom o stejný úhel 
ve s te jném směru natočil i polar izá tor nebo ana lyzá tor (Obr. 3.2). 
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(g) (h) 0) 

Obrázek 3.2: Simulace intenzitního rozložení světla po průchodu P S F D při natočení pola-
rizátoru o úhly aip1 = 0° (a), 45° (b) a 90° (c). Uhel natočení analyzátoru je aip2 = 0° 
a natočení P S F D f3 = 0°. Intenzitní rozložení při natočení analyzátoru o úhly aip2 = 0° 
(d), 45° (e) a 90° (f). Úhel natočení polarizátoru je a L P l = 0° a natočení P S F D j3 = 0°. 
Intenzitní rozložení při natočení P S F D o úhly (3 = 0° (g), 45° (h) a 90° (i). Úhel natočení 
polarizátoru je ULP1 = 0° a natočení analyzátoru aip2 = 0°. 

Ve veškerých následujících simulacích je výchozí úhel na točení P S F D f3 = 0°. 

3.2 4-f systém s prostorově strukturovanou fázovou 
destičkou 

Umís těn ím P S F D do 4-f sys tému lze provést vhodnou filtraci spektra pozorovaného 
p ř e d m ě t u a zvýrazni t tak jeho strukturu. 4-f sys tém se skládá ze dvou čoček C\ a C 2 , 
do jejichž společné ohniskové roviny je P S F D umís těna . V předmětové ohniskové rovině 
čočky C\ je umís těn pozorovaný p ředmět P, k t e rý je osvětlen kol imovaným zdrojem 
osvětlení. Za kolimační čočkou Ckoi je umís těn l ineární polar izá tor LP\ a A/4 fázová 
destička pro generaci požadovaného polar izačního stavu na vstupu. Výsledný obraz 
následně vzniká po p růchodu ana lyzá to rem LP2 na detektoru D (Obr. 3.3). 
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9ÍT, (p) H(p, 6) g{r, (f) 

Obrázek 3.3: Grafické znázornění 4-f systému s P S F D : Z - zdroj osvětlení, Ckol - kolimační 
čočka, LP\ — lineární polarizátor, A/4 FD - A/4 fázová destička, P - předmět, C\ a C2 - čočky 
4-f systému, LP2 - analyzátor, D - detektor. 

Tento sys tém lze bez použi t í ana lyzá to ru LP2 popsat pomoc í vs tupn ího polar izačního 
stavu J dopadaj íc ího na p ředmě t g(r, (p) a přenosové funkce H ( p , 9), k t e r á je v našem 
př ípadě d a n á t ransformační mat ic í TPSFD ze vztahu 3.3, s p ř í čným pros to rovým ome
zením ve tvaru kruhové apertury o po loměru R. Pak lze výsledný filtrovaný obraz 
g(r, ip) psá t ve tvaru [6, 16] 

g(r, (p) = FÍHÍP, 9)} * g(r, ip) J = h(r, v?) * g(r, <p) J , (3.8) 

kde T označuje Fourierovu transformaci, * konvoluci a h(r,ip) impulzní odezvu systému, 
kterou lze spočí ta t Fourierovou t ransformací přenosové funkce H ( p , 9) v polárních 
souřadnicích jako [6, 16] 

h(r, <p) = T V Í / / H ( p , 9) J e - ^ p c o s ^ ) p d p d ^ ( 3 _ g ) 

J A / Jo Jo 
kde A značí kons t an tn í faktor a A použ i tou vlnovou délku. 

Následně jsou popsány p ř ípady pro dopadaj íc í l ineárně nebo kruhově polarizované 
světlo, a to při umís těn í P S F D na optické ose, kdy se pak j edná o osovou filtraci 
p ředmětu , a při umís těn í P S F D mimo optickou osu, kdy je filtrace mimoosová. 

3.2.1 Osová filtrace 
V s t u p n í k r u h o v á polarizace 

Natočen ím optické osy A/4 fázové dest ičky pod úh lem 45° vůči optické ose polar izá toru 
LPi z ískáme kruhově polarizované světlo, k teré osvětluje p ředmět . Jonesův vektor pro 
kruhovou polarizaci je pak d á n jako 

(3.10) 

a po dosazení do vztahu 3.9 získáme impulzní odezvu ve tvaru [6, 16] 

"(r-rf = -Tr(i)e±vf <3-n> 
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kde J i značí Besselovu funkci p rvn ího ř á d u p rvn ího druhu. 

Je vidět , že po filtraci je pravotočivá k ruhová polarizace t rans formována na levotočivou, 
a naopak levotočivá na pravotočivou. Vyskytuje se zde i opt ický vír e±llp [23]. Dos tává
me tedy vírové pole s kruhovou polarizací (Obr. 3.4a), kde bodová rozptylová funkce 
\h(r, ip)\2 m á tvar prstence. Po umís těn í ana lyzá to ru před detektor se výsledné in
tenz i tn í rozložení nemění , pouze získáme homogenní rozložení l ineární polarizace a 
intenzita klesne na polovinu (Obr. 3.4b). 

(a) (b) 

Obrázek 3.4: Simulace bodové rozptylové funkce \h(r, ip)\2, je-li na vstupu použita kruhová 
polarizace JKP, kde červené šipky znázorňují směr vektoru elektrické intenzity (a). Intenzitní 
rozložení se po umístění analyzátoru LP2, jehož orientace je znázorněna šipkou v modrém 
poli, nemění (b). 

Př i osové filtraci s použ i t ím kruhové polarizace tedy vždy získáme izotropní zvýraznění 
hran u pozorovaného obrazu, a to bez ohledu na to, zda je použi t ana lyzá tor či nikoliv 
(Obr. 3.5b). 

m 1 

-TT/2 

Obrázek 3.5: Simulace fázového předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/16 až 7r/16 (a). 
Po zavedení P S F D do 4-f systému dochází k izotropnímu zvýraznění hran (b). 
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V s t u p n í l i n e á r n í polarizace 

Z p ě t n ý m na točen ím optické osy A / 4 fázové dest ičky do polohy 0° vůči l ineárnímu 
polar izá toru LP1 z ískáme na vstupu l ineární polarizaci JLPU kde po dosazení do vztahu 
3.9 v y p a d á impulzní jako [6, 16] 

Zde se vyskytuje závislost na az imutá ln í souřadnici (p a na úh lu na točen í v s tupn í 
l ineární polarizace aip1) a to bez vírového členu. In tenzi tn í profil je bez použi t í ana
lyzátoru stejný jako v př ípadě v s tupn í kruhové polarizace (Obr. 3.6a, c). 

Pokud na vstupu použi jeme l ineární polarizaci orientovanou pod úh lem ajJp1 = 0°, 
na v ý s t u p u dostaneme radiá ln í polarizaci (Obr. 3.6a). Když bude na vstupu l ineární po
larizace or ientovaná pod úh lem aip1 = 90°, z ískáme polarizaci az imutá ln í (Obr. 3.6c). 
To je možné ověřit umís t ěn ím ana lyzá to ru před detektor, kde s na točen ím ana lyzá to ru 
pod úh lem aip2 = 90° je u radiá lní polarizace docíleno in tenzi tn ího profilu ve tvaru 
laloků or ientovaných ver t ikálním směrem (Obr. 3.6b) a u az imutá ln í polarizace hori
zontá ln ím směrem (Obr. 3.6d). Ro tac í ana lyzá to ru lze pak měni t orientaci intenzi tního 
rozložení. 

(c) (d) 

Obrázek 3.6: Simulace bodové rozptylové funkce \h(r, (p)\2 radiální (a) a azimutální pola
rizace (c). Červené šipky znázorňují směry vektoru elektrické intenzity. Intenzitní rozložení 
po umístění analyzátoru orientovaného pod úhlem aip2 = 90° v případě radiální (b) a azi
mutální polarizace (d). 
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Tvar impulzní odezvy (Obr. 3.6b, d) m á za následek, že po filtraci m á výsledný obraz 
zvýrazněny hrany pouze v jednom preferovaném směru, a to v závislosti na vzájemné 
orientaci v s tupn í l ineární polarizace, P S F D a ana lyzá to ru (Obr. 3.7). 

Obrázek 3.7: Simulace obrazu fázového předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/16 až 
7r/16 po zavedení P S F D do 4-f systému s analyzátorem orientovaným pod úhlem aip2 = 90°. 
V případě radiální polarizace dochází k selektivnímu zvýraznění hran v horizontálním směru 
(a). U azimutální polarizace dochází ke zvýraznění hran naopak ve směru vertikálním (b). 

3.2.2 Mimoosová filtrace 
Mimoosovou filtrací p ř e d m ě t u lze docílit dalších zobrazovacích režimů, k teré navíc 
umožňuj í zvýrazni t strukturu obrazu s t ínovým efektem a t aké kontrolovat intenzitu 
pozadí podle příslušné aplikace. 

Posuneme-li P S F D příčně mimo optickou osu ve směru 90 o vzdálenost p 0 nepřesahu
jící velikost apertury R, t ransformační matice posunu té P S F D je pak d á n a jako [6, 16] 

•PSFD 
1 

X 

VP2 + Po ~ 2 P Po c o s ( # _ #o 

p cos 9 — po cos #0 P sin 9 — po sin 9Q 
p sin 9 — po sin 9Q po cos 9Q — p cos 9 

(3.13) 

V s t u p n í k r u h o v á polarizace 

Př i dopadaj íc í kruhové polarizaci JKP rná potom s použ i t ím matice 3.13 a dosazením 
do vztahu 3.9 výsledná impulzní odezva tvar [16] 

h(r, <p) 
A 

Ä ? [Ti 

R 

0 
pJi ( YfrP ) B(Pi A), 0o) P d p 

iA I 1 
;Po I • I e ±W° ,RJo(^rp)B{p; po,90)pdp, 

kde JQ označuje Besselovu funkci p rvn ího druhu a nu l tého řádu , a 

B(p; Po, 0o) 
P + Po 

C 
9 2pp0 

2' (p + Po) 
-C 

9-2ir 2 p p0 

(p + PoY 

(3.14) 

(3.15) 
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kde C (9, m) značí eliptický integrál p rvn ího druhu. 

Impulzní odezva pro posunutou P S F D ve vztahu 3.14 se tak skládá z členu s vírovou 
fází e±líp a z členu s nevírovou fází e±ld°, k t e rá způsobuje an izot ropní zvýraznění hran 
formou st ínového efektu v závislosti na velikosti a směru posunu t í P S F D [16]. Tento 
st ínový efekt je o b d o b n ý jako v př ípadě použi t í spirální fázové masky pro zobrazování 
ve spi rá lním fázovém kontrastu (Obr. 3.8) [4, 5, 7, 8, 14, 17]. 

O 
(b) 

1 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

Obrázek 3.8: Simulace obrazu fázového předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/16 až 
n/16. Po zavedení vyosené P S F D do 4-f systému ve směru 6>o = 0 (a) a ir (b) dochází 
k anizotropnímu zvýraznění hran ve formě stínového efektu. Analyzátor orientovaný pod 
jakýmkoliv úhlem nemá na výsledné rozložení intenzity vliv. 

V s t u p n í l i n e á r n í polarizace 

Př i dopadaj íc í l ineární polarizaci J L P x a vyosené P S F D m á impulzní odezva tvar [16] 

iA cos(90 - a L P l ) \ fR (2n \ 
~Xfp° [sin(90 - aLPl)) JQ

 J ° {xfrp) B ^ ^ ^ ^ 

Horní člen p ř ipomíná výsledek osové filtrace ve vztahu 3.12 a dolní člen odpovídá 
pozadí a s t ínovému efektu. Jak pozadí , tak st ínový efekt, jsou na rozdíl od horního 
členu homogenně l ineárně polar izovány ve směru #o — , což s v h o d n ý m na točen ím 
ana lyzá to ru o úhel a^p2 = 90 — a^px + n/2 umožňuje jeho ods t r aněn í (Obr. 3.9) [16]. 
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Obrázek 3.9: Simulace obrazů fázového předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/16 až 
7r/16. PO zavedení vyosené P S F D do 4-f systému ve směru 9Q = 0 s analyzátorem oriento
vaným pod úhlem aip2 = 90° dochází v případě radiální polarizace k potlačení stínového 
efektu a pozadí, což dá více vyniknout zvýrazněným horizontálním hranám (a). Při vyosení ve 
směru 9Q = TT/2 dostáváme stínový efekt s potlačenými vertikálními hranami (b). V případě 
azimutální polarizace získáváme při vyosení ve směru 9Q = 0 stínový efekt s potlačenými 
horizontálními hranami (c) a při směru vyosení 9Q = TT/2 je stínový efekt s pozadím potlačen 
a více vyniknou vertikální hrany (d). 

3.2.3 V l i v prostorové koherence na zobrazení 
Uvedený teoret ický model 4-f sys tému s P S F D pracuje s koheren tn ím zdrojem světla, 
jako je např ík lad laser, n icméně v experimentech se ukazuje, že tento popis je do
s ta tečný pro demonstraci v las tnos t í plynoucích při zobrazování pomocí P S F D i při 
použi t í částečně koherentn ího zdroje, jako je L E D . Ve výs ledném obraze se to projeví 
poklesem kontrastu, ale na rozdíl od laseru se zde nevyskytuj í pa raz i tn í interferenční 
jevy, nebo jsou do značné míry pot lačeny [8, 15]. Teoret ický popis s tudovaného sys tému 
pro částečně koherentn í světlo je p ř e d m ě t e m aktuá ln ích výzkumů [24]. 
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3.2.4 Kvant i ta t ivn í rekonstrukce fáze 
Kromě kval i ta t ivní p ředs tavy o s t ruk tu ře obrazu je možné sn ímky se s t ínovými efekty 
ze spirálního fázového kontrastu použí t pro kvan t i t a t ivn í rekonstrukci fáze. To vyžaduje 
pořízení a lespoň t ř í z á z n a m ů s různými směry vyosení P S F D , k te ré musí bý t rov
noměrně rozmís těny v intervalu 0 až 2TT. Intenzitu těchto t ř í zaznamenaných sn ímků 
můžeme po té zapsat jako [7] 

LOUtl 2,3 in{, (Ein-Eino)*tew°^ +E, 

\(Ein — Eino) * t\ +\Eino\ (3-17) 

+ [(Ein-Eino)*t]E*no e i e°M,3 

+ [ ( E i n - E i n o ) * t ] * E i n o e- i ř ? °i 

kde Ein značí komplexní amplitudu vs tupn ího pole, Eino nu l tý ř ád vs tupn ího pole, t 
propustnost spirálního filtru t(p, 6) = eld, k t e rá je realizová P S F D se vs tupn í kruhovou 
polarizací. Symbol * označuje konvoluci a * komplexní sdružení . 

Pro další vyhodnocen í je p o t ř e b a známé intenzity Ioutl 2 3 vynásobi t z n á m ý m i směry 
posunu t í e - 1 0*0 1'2'3 a po té je zprůměrova t jako [7] 

h = e-w°i + Iout2 e-Wo* + Iout3 e" 1 0 0 3 ] , (3.18) 

což za podmínky , že směry posunu t í jsou rovnoměrně rozmís těny v intervalu 0 až 2TT, 
vyruš í fázové členy ve vztahu 3.17. 

Hledanou vs tupn í komplexní ampli tudu je po t é možné spočí ta t z [7] 

\Em\ e ^ " - ^ ) = ( J c * t " ' + | j g m o | 2 ) , (3.19) 
I -^ino | 

až na zanedba te lný fázový posuv 0 i „ o . Je však p o t ř e b a zná t intenzitu nu l tého difrakční-
/ 2 o y y 

ho ř á d u \Eino\ . K tomu je p o t ř e b a zprůměrovat zaznamenané sn ímky p o d o b n ě jako v 
rovnici 3.18, ale již bez násobení fázovými členy ve tvaru [7] 

lavg g(-^ouíi "b Iout2 "b ̂ -outz)- (3.20) 

Intenzitu nu l tého ř á d u pak lze ze znalosti Iavg a Ic vypoč í ta t z [7] 

\Emo\2 = \lavg ± l-sJPavg-A\Ic\2. (3.21) 

y I I 2 / y o y y 

Pro v ý p o č e t \ E i n o \ jsou možná dvě řešení kvůli znaménku ± před odmocninou. Kladné 
znaménko je t ř e b a použí t v př ípadě , kdy zobrazujeme ampl i tudové p ř e d m ě t y nebo 
fázové p ř e d m ě t y s nízkou modulac í . Záporné znaménko se t ý k á fázových p ř e d m ě t ů s 

y y y y 2 

velkou hloubkou fázové modulace, zpravidla TT a vyšší. Po dosazení \Eino\ ze vztahu 
3.21 do rovnice 3.19 pak již m á m e informaci o fázovém profilu p ř e d m ě t u [7]. 

Pro ověření postupu byly provedeny simulace p ř e d m ě t ů s hloubkou fázové modulace 
7r/4 a 7r/16 S př ís lušnými s t ínovými efekty po vyosení P S F D ve směrech 9o1 2 3 4 = 0, 
7r/2, n, a 37T/2 (Obr. 3.10, 3 .12) . J e d n á se tedy o rekonstrukci ze čtyř sn ímků namís to 
ze t ř í , a to z toho důvodu , že při nás ledné exper imentá ln í realizaci je posun P S F D 
prováděn na posuvu s hor izontá lními a ver t ikálními směry. 
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Obrázek 3.10: Simulace stínových efektů u předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/4 až 
7r /4 , které jsou potřebné pro kvantitativní rekonstrukci. 

Po numerické rekonstrukci ze st ínových efektů je získán fázový profil, k te rý se od 
původního sn ímku mírně odlišuje v závislosti na rozsahu fázové modulace. To lze de
monstrovat na rozdílu původn ího p ř e d m ě t u a rekonst ruovaného p ředmě tu , kde s ros
touc ím rozsahem fázové modulace roste i tento rozdíl (Obr. 3.11, 3.13). 

(a) (b) 

TT/2 

-TT/2 

(d) (e) 

TT/2 

-.,12 

TT/2 

-TT/2 

TT/2 

-TT/2 

(f) 

Obrázek 3.11: Simulace původního fázového předmětu s rozsahem fázové modulace —7r/4 
až 7r /4 (a). Simulace předmětu po numerické rekonstrukci ze snímků stínových efektů (b). 
Rozdíl původního a rekonstruovaného předmětu (c). Rezy středy korespondujících snímků 
ve směru osy x (d, e, f). 
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Obrázek 3.12: Simulace stínových efektů předmětu s rozsahem fázové modulace — 7r/16 až 
TT/16. 

(d) (e) (f) 

Obrázek 3.13: Simulace původního fázového předmětu s rozsahem fázové modulace — 7r/16 
až 7r/16 (a). Simulace předmětu po numerické rekonstrukci ze snímků stínových efektů (b). 
Rozdíl původního a rekonstruovaného předmětu (c). Řezy středy korespondujících snímků 
ve směru osy x (d, e, f). 

Výsledné p rohnu t í v obraze je p r avděpodobně způsobeno numer ickými artefakty a pro
s torovým omezením. Projevuj í se i při rekonstrukci ze sn ímků pořízených v laboratoř i , 
jak bude ukázáno v exper imentá ln í části . P ro p ř e d m ě t y s nižším rozsahem fázové mo
dulace výsledná rekonstrukce vychází přesněji. 
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Kapito la 4 

Experiment 

Exper imen tá ln í část práce ověřuje vlastnosti 4-f sys tému využívajícího P S F D , k teré 
jsou popsané v teoret ické části . Je t ak t éž ukázán vl iv prostorové koherence na zobra
zení, k t e rá je v experimentu ovlada te lná clonou se s tupnicí . Dále je real izována kvan
t i t a t i vn í rekonstrukce fáze ze sn ímků st ínových efektů podle postupu popsaného v 
teoret ické části . 

4.1 M i k r o s k o p s prostorově strukturovanou fázovou 
destičkou 

Jako zdroj částečně koherentn ího osvětlení je použ i t a kol imovaná L E D M625C4 o 
spekt rá ln í šířce A A ~ 40 nm (Obr. 4.1) [25]. 

560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 
A [nm] 

Obrázek 4.1: Spektrum L E D M625C4 z dat poskytnutých společností ThorLabs [25]. 

Kol imovaný svazek ze zdroje LED je sous t ředěn fokusační čočkou Cfak o obrazové 
ohniskové vzdálenost i / ý o f c = 80 m m do její obrazové ohniskové roviny, ve k teré je 
umís t ěna clona CL se s tupnic í pro ovládání prostorové koherence zdroje. Po té je svazek 
opět zkolimován kolimační čočkou Ckoi o obrazové ohniskové vzdálenost i f'kol = 35 mm. 
Následuje polar izá tor LP1 a A / 4 fázová dest ička A / 4 FD pro generaci požadovaného 
polar izačního stavu. V h o d n ý m na točen ím A / 4 FD vůči LP\ lze j ednoduše p řep ína t 
mezi l ineární a kruhovou polarizací. Pozorovaný p ředmět P je zobrazen mikroobjek-
tivem M O Olympus se zvětšením ZMO = 10 x a numerickou aperturou NA = 0,30 
v kombinaci s tubusovou čočkou Ct o obrazové ohniskové vzdálenost i / / = 180 mm 
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do její obrazové ohniskové roviny, kde je umís t ěna clona zorného pole CLzp, odkud je 
p ředmět přezobrazen pomoc í 4-f sys tému s čočkami C\ a C2 o obrazových ohniskových 
vzdálenostech f[ = 150 m m a f'2 = 150 m m na CCD kameru Retiga 4000R. Kamera m á 
rozlišení 2048 x 2048 pixelů s velikostí jednoho pixelu 7,4 x 7,4 [xm. PS FD je umís t ěna 
ve společných ohniskových rovinách čoček 4-f sys tému na 3D mikrometr ických posu
vech pro přesné posuny a odečtení vzdálenost i . P ř ed kamerou je umís t ěn ana lyzá tor 
LP2 pro selektivní zvýraznění hran v p ř ípadě použi t í radiá ln í a az imutá ln í polarizace 
(Obr. 4.2, 4.3). 

Zvětšení mikroobjektivu je výrobcem uváděno s tubusovou čočkou, j a k á je použ i ta 
v experimentu, není tedy n u t n ý jeho přepočet . Př íčné zvětšení celé soustavy je 

f 1 ^ 0 

Z = Z M O ^ = 10 — = 1 0 x . (4.1) 

C f o k C k o l A/4 FD 

LED CL LP 
t 

i l i 

1 | 

L J 

m i F 1 ' I F 
= 10x 

NA = 0,30 

C C D 

f\ = 150 mm f2 = 150 mm 

Obrázek 4.2: Schéma mikroskopu s P S F D : CfQk - fokusační čočka, CL - clona pro ovládání 
prostorové koherence, Ckol - kolimační čočka, LP\ - lineární polarizátor, A/4 FD - A/4 fázová 
destička, P - předmět, MO - mikroobjektiv, C\ a C2 - čočky 4-f systému, LP2 - analyzátor. 
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Obrázek 4.3: Realizace experimentu v laboratoři: CfQk - fokusační čočka, CL - clona pro 
ovládání prostorové koherence, Ckol - kolimační čočka, LP\ - lineární polarizátor, A/4 FD -
A/4 fázová destička, P - předmět, MO - mikroobjektiv, C\ a C2 - čočky 4-f systému, LP2 -
analyzátor. 
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4.2 Experimentální výsledky 
Jako p ředmět byl nejprve použi t kvan t i t a t ivn í fázový test U S A F 1951 s výškami struk
tur 100 nm, 250 nm a 350 nm, na k t e r ém jsou demons t rovány vlastnosti při využi t í 
P S F D pro zobrazování fázových p ředmě tů . Následovala kvan t i t a t ivn í rekonstrukce, 
k te rá byla provedena na fázovém p ř e d m ě t u se strukturami Siemensovy hvězdy o výškách 
100 nm a 350 nm [26]. 

4.2.1 Osová filtrace 
Nejdříve byl s t řed P S F D umís těn na s t řed optické osy pro dosažení požadované osové 
filtrace p ř e d m ě t u a na vstupu byla použ i t a k ruhová a l ineární polarizace. Výchozí úhel 
na točení P S F D je (3 = 0°. 

V s t u p n í k r u h o v á polarizace 

U kruhové polarizace na vstupu po filtraci dochází k izo t ropnímu zvýraznění hran. 
Ana lyzá tor byl p řed detektorem na točen pod úh lem a^p2 = 90° bez v l ivu na výsledné 
zobrazení . 

P ř i zobrazení bez použi t í P S F D m á obraz u 100 nm (Obr. 4.4a) i 350 n m výšky 
(Obr. 4.4c) nízký kontrast, k te rý je po zavedení P S F D značně zvýšen (Obr. 4.4b, d). 
Ukazuje se, že s t lus tš ími strukturami je kontrast pozorovaného obrazu při izot ropním 
zvýraznění vyšší (Obr. 4.4d). 

íc) (d) 

Obrázek 4.4: Snímky fázového testu U S A F 1951 s výškou 100 nm (a) a 350 nm (c) bez 
použití P S F D . Po osové filtraci se P S F D dochází k izotropnímu zvýraznění hran (b, d). 
Orientace analyzátoru nemá vliv na výslednou podobu obrazu. 
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V s t u p n í l i n e á r n í polarizace 

Se vs tupn í l ineární polarizací už při zavedení ana lyzá to ru dochází k selekt ivnímu zvýraz
nění hran, na k t e r ém je možné ověřit vlastnosti světelného pole na výs tupu s radiá lní 
nebo az imutá ln í polarizací. 

V p ř ípadě radiá lní polarizace je dosaženo zvýraznění hran v hor izontá ln ím směru při 
orientaci ana lyzá to ru a^p2 = 90° (Obr. 4.5a) a při orientaci a^p2 = 0° jsou zvýrazněny 
hrany ver t ikální (Obr. 4.5b). U az imutá ln í polarizace je tomu přesně naopak. Nejdříve 
jsou zvýrazněny vert ikální hrany (Obr. 4.5c) a po t é hrany hor izontální (Obr. 4.5d). 

Obrázek 4.5: Snímky fázového testu U S A F 1951 s výškou 350 nm po filtraci P S F D s 
radiální (a, b) a azimutální polarizací (c, d) při použití analyzátoru orientovaného pod 
úhlem OÍLP2 = 90° (a, c) a aip2 = 0° (b, d). 

P o u h ý m n a t á č e n í m ana lyzá to ru lze tedy zvýšit nebo snížit kontrast struktury obrazu 
v l ibovolném směru podle po t ř eby dané aplikace. 

32 



4.2.2 Mimoosová filtrace 
Mimoosová filtrace byla real izována p ř í čným posunem P S F D o vzdálenost po ve směru 
90 od optické osy sys tému na 3D mikrometr ických posuvech. Použ i t a byla v s tupn í 
k ruhová a l ineární polarizace. 

V s t u p n í k r u h o v á polarizace 

Se vs tupn í kruhovou polarizací je po posunu P S F D ve směrech 90 = 0, ir, TT/2 a 
37r/2 dosaženo st ínového efektu ze čtyř směrů, a to bez žádného v l ivu ana lyzá to ru na 
zobrazení (Obr. 4.6). 

Velikost posunu t í P S F D závisí na velikosti obrazu zdroje v rovině P S F D , k t e rá je 
kont ro lována clonou se s tupnicí , jejíž efekty pro různé velikosti budou popsány později. 
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V s t u p n í l i n e á r n í polarizace 

Se vs tupn í l ineární polarizací v p ř ípadě radiá lní polarizace dochází při vyosení P S F D 
ve směru 90 = 0 a na točen í ana lyzá to ru pod úh lem a^p2 = 90° k úp lnému pot lačení 
pozadí (Obr. 4.7b), kdež to při směrech 90 = n/2 & 3n/2 z ískáváme st ínový efekt s 
odfil trovanými ver t ikálními hranami (Obr. 4.7c, d). 

(c) (d) 

Obrázek 4.7: Snímky fázového testu U S A F 1951 s výškou 100 nm po osové filtraci P S F D 
s radiální polarizací se selektivním zvýrazněním hran při použití analyzátoru orientovaného 
pod úhlem aip2 = 90° (a). Potlačení pozadí po vyosení P S F D ve směru 6>o = 0 a stínové 
efekty po vyosení ve směrech 9Q = ir/2 (b) a37r/2 (c). 

4.2.3 V l i v prostorové koherence na zobrazení 
Jak již bylo zmíněno v předchozí podkapitole, na výsledné zobrazení m á p o d s t a t n ý vl iv 
pros torová koherence zdroje, k t e rá je kontro lována velikostí clony, v jejímž důsledku je 
obraz zdroje v rovině P S F D různě velký v závislosti na konkré tn ím nas tavení velikosti 
clony a zvětšení čoček před samotnou P S F D . Proto se konkré tn í hodnoty velikosti clony 
u požadovaného zobrazení mohou pro j iný sys tém lišit. Ukazuje se, že se zmenšujícím 
se p r ů m ě r e m clony klesá intenzita pozad í a kontrast obrazu n a r ů s t á (Obr. 4.8). 

V ideálním př ípadě se nabízí nastavit velikost clony na co nej menší pro co nej vyšší 
kontrast, jenže při t ěch to hodno tách je vě tš ina energie u L E D zablokována a jsou 
p o t ř e b a dlouhé expoziční časy. Navíc pod velikost 0,5 nm už se začíná projevovat 
paraz i tn í interference, k t e rá byla h lavním důvodem pro použi t í L E D namís to laserového 
zdroje záření, kde jsou tyto efekty výrazné (Obr. 4.9). 

Velikost clony m á t aké při vyosené P S F D vl iv na sílu s t ínového efektu, kde s klesající 
velikostí clony se snižuje t aké vzdálenost p o t ř e b n á pro jeho dosažení (Obr. 4.10). Ze 
sn ímků lze t aké vypozorovat, že s t ínový efekt je výraznější pro p ř e d m ě t y s nižší výškou 
(Obr. 4.10f). 
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Obrázek 4.8: Izotropní zobrazení fázového testu U S A F 1951 s výškou 350 nm a s průměrem 
clony 3 mm (a), 2 mm (c), 1 mm (e) a 0,5 mm (g). Histogramy ze snímků pro příslušné 
hodnoty velikosti clony ukazují postupný pokles intenzity pozadí se zmenšující se clonou (b, 
d, f, h). 
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Obrázek 4.9: Izotropní zobrazení fázového testu U S A F 1951 s výškou 350 nm a s průměrem 
clony 0,25 mm (a), kde se již začíná projevovat parazitní interference. Histogram ze snímku 
(b). 
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4.2.4 Kvant i ta t ivn í rekonstrukce fáze 
Kvan t i t a t ivn í rekonstrukce byla provedena na s t ruk tu ře Siemensovy hvězdy o výšce 100 
nm a 350 nm, což jsou cílové hodnoty udávané výrobcem [26]. Se s a m o t n ý m kvantita
t ivn ím testem je t aké d o d á v á n výsledek kontrolních t e s tů výsledných výšek po výrobě, 
které činí 114 nm a 384 nm. Pro každou strukturu byla poř ízena série sn ímků st ínových 
efektů ze čtyř směrů (Obr. 4.11, 4.13). Po numerické rekonstrukci byl fázový profil A(p 
přepoč ten na výšku h pomoc í 

(4.2) h 
(n-1) k 

kde n je index lomu p ř e d m ě t u a k vlnové číslo. Index lomu výrobce uvád í 1,52 a jako 
vlnová délka byla použ i t a s t řední vlnová délka L E D Ao = 635 nm. 

Z výsledků numerické rekonstrukce je vidět , že u obou struktur se ve výsledném 
obraze projevuje obdobné p rohnu t í pozorované v simulacích kvan t i t a t ivn í rekonstrukce. 
Také v souladu se simulacemi lze vypozorovat větší deformaci hran u struktury s vyšší 
t loušťkou (Obr. 4.12). V y p o č t e n á výška vychází kvůli výs lednému p rohnu t í a deformaci 
u 114 nm struktury v rozsahu od ~ 50 n m do ~ 100 nm a u 384 nm struktury v rozmezí 
od ~ 130 nm do ~ 300 nm. 

Obrázek 4.11: Série snímků stínových efektů u struktury Siemensovy s výškou 384 nm. 
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Obrázek 4.12: Fázový profil po numerické rekonstrukci ze stínových efektů Siemensovy 
hvězdy s výškou 384 nm přepočtený na výšku v nanometrech (a). Rez strukturou Siemensovy 
hvězdy v oblasti znázorněné žlutou čarou (b). 
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Obrázek 4.13: Série snímků stínových efektů u struktury Siemensovy hvězdy s výškou 114 
nm. 

Obrázek 4.14: Fázový profil po numerické rekonstrukci ze stínových efektů Siemensovy 
hvězdy s výškou 114 nm přepočtený na výšku v nanometrech (a). Řez strukturou Siemensovy 
hvězdy v oblasti znázorněné žlutou čarou (b). 

Výsledné nepřesnost i v určení výšky jsou kromě numerických ar te fak tů p ravděpodobně 
způsobeny pros to rovým omezením optických p rvků a nižší prostorovou koherencí zdroje, 
protože popsaný model pro kvan t i t a t ivn í rekonstrukci fáze vychází z plně koherentního 
zdroje záření. Jak ze simulací, tak z experimentu lze vypozorovat, že u p ř e d m ě t ů s nižší 
výškou a t í m p á d e m menšími fázovými změnami lze dosáhnout přesnějších výsledků. 
Nicméně i u t lustš ích p ř e d m ě t ů je výsledný obraz jasně rozlišitelný a dává základní 
p ředs tavu o s t ruk tu ře p ř edmě tu . 
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Kapito la 5 

Závěr 

V úvodu práce byly zmíněny vybrané metody světelné mikroskopie umožňující pozoro
vat obraz p ř e d m ě t u se zvýšeným kontrastem. Taktéž byly uvedeny vylepšené metody 
umožňující získat navíc kvan t i t a t ivn í informaci o fázi, pro kterou je ale n u t n é zazna
menat více sn ímků s fázovým posunem. 

V teoret ické část i práce byla p o p s á n a prostorově s t ruk tu rovaná fázová destička, 
k te rá využívá v las tnos t í polar izovaného světla. Je j ím umís t ěn ím do 4-f sys tému byly 
na simulaci zobrazení fázového p ř e d m ě t u demons t rovány jednot l ivé zobrazovací režimy 
v závislosti na tom, j a k á vs tupn í polarizace byla použ i ta . Se v s tupn í kruhovou po
larizací bylo dosaženo v las tnos t í typických pro spirální fázový kontrast - izotropní 
zvýraznění hran a st ínový efekt. Se v s tupn í l ineární polarizací bylo možné navíc s 
použ i t ím ana lyzá to ru realizovat selektivní zvýraznění hran, snížení intenzity pozadí a 
s t ínový efekt se selektivně po t lačenými hranami. Tyto režimy zobrazení byly navíc do
plněny o počí tačové simulace v programu M A T L A B . 

N a simulacích fázového p ředmě tu , s použ i t ím st ínových efektů realizovaných po
sunem prostorově s t ruk tu rované fázové dest ičky mimo optickou osu systému, byla nu
mericky provedena kvan t i t a t ivn í rekonstrukce fáze, kde se ukázalo, že přesnost t é to 
rekonstrukce klesá u p ř e d m ě t ů s větší t loušťkou. 

V exper imentá ln í části p ráce byl sestaven mikroskop s prostorově strukturovanou 
fázovou dest ičkou umís těnou v 4-f sys tému za použi t í částečně koherentn ího L E D zdroje 
osvětlení, jehož pros torová koherence byla kontrolovatelná clonou se s tupnicí . Přes tože 
teoret ický popis vychází z plně koherentn ího zdroje, ukázalo se, že veškeré zobrazovací 
režimy fungují i s L E D zdrojem osvětlení za cenu nižšího kontrastu, ale s nižší mí rou 
paraz i tn í interference, čímž je ve výsledku získán čistší obraz. T ím, že byla prosto
rová koherence kontrolována, bylo umožněno j ednoduše měni t kontrast obrazu podle 
potřeby. By lo t aké ukázáno , že s r ů z n ý m nas taven ím velikosti clony bylo p o t ř e b a pro
storově strukturovanou fázovou dest ičku pro dosažení s t ínového efektu posunout do 
j iné vzdálenost i . 

N a snímcích st ínového efektu, kde byl jako p ředmět použi t kvan t i t a t ivn í fázový test, 
byla provedena kvan t i t a t ivn í rekonstrukce fáze, k t e rá ukázala , že její přesnost klesá se 
zvyšující se t loušťkou p ředmě tu , n icméně stále poskytuje informaci o jeho s t ruk tu ře . 

Jako možné rozšíření t é t o práce se nabízí teoret ický popis a simulace pro zobrazovací 
model pracující s částečně koheren tn ím svět lem a vyzkoušení přesnost i kvan t i t a t ivn í re
konstrukce pro světlo s různou prostorovou koherencí, na základě čehož by bylo možné 
zvolit op t imáln í parametry pro co nejvyšší přesnost výsledné rekonstrukce. Experiment 
by dále mohl být vylepšen o elektronicky řízené posuvy a rotace polar izačních prvků . 
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