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1 Uvod

V roce 1948 publikoval Denis Gabor ¢lanek [1], ktery se stal zakladnim kamenem
celé holografie. Prezentovana technika osové holografie se sférickou referenc¢ni vlnou byla
puvodné vyvinuta pro elektronové mikroskopy, kde bylo potfeba odstranit aberace mag-
netickych elektronovych cocek.

Ve své dobé tento koncept neupoutal ptili§ pozornosti. Zména ptisla az v 60. letech 20.
stoleti s vynalezem laseru. V roce 1964 Leith a Upatnieks demonstrovali prvni optickou
rekonstrukei [2] a o rok pozdéji vyfesili problém komplexné sdruzeného obrazu zménou
geometrie zdznamu [3], tato technika je zndma jako mimoosova holografie.

Digitalni holografie cely koncept holografie zefektivnila a rozsifila mozné aplikace.
S teoretickym navrhem piisli Goodman a Lawrence [4] jiz v roce 1965. Nicméné tato
disciplina se plné rozvinula az v 90. letech, kdy byly k dispozici kvalitnéjsi CCD kamery
a vykonné€jsi pocitace. Prvni zaznam hologramu na CCD kameru s naslednou digitalni
rekonstrukei byl proveden v roce 1994 Schnarsem a Jiiptnerem [5]. V soucasnosti dochazi
k rychlému rozvoji této discipliny, zejména na poli holografické mikroskopie, ale i v jinych
oborech [6].

V této diplomové praci bude zamérena pozornost predevsim na digitalni osovou ho-
lografickou mikroskopii se sférickou referencéni vinou (DIHM - digital in-line holographic
microscopy). Tato nova slibnd zobrazovaci technika spojuje zédznam sférickou referencni
vlnou, umoznujici dosdhnout velkého rozliseni, s digitalni holografii [7].

Ve druhé kapitole nejprve shrneme zakladni principy optické holografie, které tvoti
zéklad pro holografii digitdlni. Budeme diskutovat pro nas podstatné metody zaznamu
hologramu a predstavime digitalni osovou holografickou mikroskopii.

Ve treti kapitole odvodime podrobné vztahy popisujici zavislost polohy obrazu na po-
loze predmétu. Vypocty budou provedeny obecné pro techniky zaznamu hologramu s refe-
renc¢ni vlnou, kterd ma konstantni priibéh intenzity v roviné zaznamu. Prace dale obsahuje
vypocet bodové rozptylové funkce (PSF - point spread function) téchto zobrazovacich sys-
témi. Nasleduje odvozeni dvoubodového kritéria pro podélné a pri¢né rozliseni.

Ve c¢tvrté kapitole jsou prezentovany zakladni algoritmy pro rekonstrukci obrazu.
Mimo algoritmt zaloZenych na Fresnelové transformaci bude také strucné predstaven
Kirchhoffiv-Helmholtzv rekonstrukéni algoritmus, ktery je svou specifickou aproximaci
prizptisobeny DIHM a dovoluje tedy rekonstrukce za hranici Fresnelovy aproximace.

Pata kapitola ptrinasi diskuzi omezeni, které klade vzorkovaci podminka na jednotlivé
techniky zaznamu hologramu. Pomoci veli¢iny, kterda nam ohodnoti vykon zobrazovaci
soustavy, porovnhame jednotlivé techniky zaznamu hologramu.

V Sesté kapitole budou prezentovany numerické metody potlaceni komplexné sdruze-
ného obrazu.

V sedmé kapitole provedeme experimentalni ovéfeni teoretickych vysledki kapitoly 3.
Na zavér prezentujeme rekonstrukce ¢arovych testl a jinych realnych objektt, které jsme
zaznamenali metodou DIHM.

V osmé kapitole ukdzeme Siroké vyuziti digitalni holografické mikroskopie predevsim
v biologii a pri studiu proudéni kapalin v malych kanalcich.



2 Principy holografického zobrazeni

Zékladem digitalni osové holografické mikroskopie, studované v této praci, jsou prin-
cipy optické holografie objevené Gaborem koncem 40. let 20. stoleti. Opticka holografie
je dvoustupnova zobrazovaci technika. Nejprve je proveden zaznam, za kterym nasleduje
rekonstrukce pozorovaného predmétu. K zaznamu rozptylené predmétové (signalni) viny
nedochazi na detektoru ptimo, ale pfi detekei se sklada s pomocnou (referenéni) vinou.
Nezbytnou podminkou, aby byly viny schopny vzajemné interferovat, je korelace mezi
signalni a referenc¢ni vlnou. Vznikly interferencni obrazec se nazyva hologram predmétu.
Vzhledem ke skutec¢nosti, ze obsahuje informaci o amplitudé i fazi predmétové vlny, mize
byt provedena trojrozmérna rekonstrukce predmétu. V dalsim textu budou diskutovany
neékteré konfigurace holografického zdznamu. V nasledujicich kapitolach o koherenci a in-
terferenci, difrakci a optickém zobrazeni bylo ¢erpano z literatury [8], [9] a [10].

2.1 Koherence a interference svétla

Pti studiu holografického zobrazeni je nutné brat do ivahy vlnovou podstatu svétla,
tj. diskutovat koherenci, interferenci a difrakci svételnych vin. Svétlo je elektromagnetické
vlnéni, které je popsané vektorem elektrické intenzity. Velicina vykazuje rychlé oscilace
v prostoru a case. Tyto oscilace lze charakterizovat vinovou délkou nebo frekvenci. V optice
je vyhodné, v ramci skalarni vinové teorie, elektrické intenzité priradit komplexni veli¢inu
(skalarni komplexni amplitudu), kterd urcéuje amplitudu a fazi kmitt elektrické intenzity
v daném bodé prostoru a v daném case.

Jestlize se dvé svételné viny setkaji v prostoru, bude vysledna komplexni amplituda
dana souctem dil¢ich komplexnich amplitud, U = U; + Us. Vysledny intenzitni zdznam
na detektoru je vSak vyznamné ovlivnén charakterem fazovych zmén obou vin.

Bude-li fazovy rozdil vin po dobu detekce staly, mizeme viny povazovat za koherentni.
Jejich slozenim vznikne interferencni obrazec. Zapiseme-li komplexni amplitudy obou vin
ve tvaru U; = wujexp (ip;), j = 1,2, kde u; a ¢; znaci amplitudu a fazi vlny, mizeme
v piipadé dvou vin pséat vyslednou intenzitu [ = |U \2 ve tvaru interferenc¢niho zakona,

I'=1+ I+ 2+v/I115cos (Ap), (1)

kde I; jsou intenzity dil¢ich vin a Ay je rozdil jejich fazi. Vysledna intenzita tedy neni
déana pouhym souc¢tem intenzit dil¢ich vln, ale zavisi na interferencnim ¢lenu, ktery je
urcen rozdilem fazi obou vIin. Pokud se rozdil fazi obou skladanych vin v priubéhu detekce
rychle méni, bude po vystiedovani pfes dobu detekce interferencéni ¢len nulovy. Vysledna
intenzita je potom dana pouhym souctem dil¢ich intenzit, I = I; + I5. V tomto pripadé
mluvime o svétle nekoherentnim, které neinterferuje.

Koherentni a nekoherentni svétlo jsou meznimi pripady obecnéjsiho, c¢astecné kohe-
rentniho stavu svétla. Pri praci s takovymto svétlem pouzivame statistické veliiny za-
vedené v ramci teorie koherence druhého tadu. Tato teorie predpoklada stacionaritu a
ergodicitu svételnych poli. RozliSujeme prostorovou a c¢asovou koherenci. Uvazujme sveé-
telné signaly vyslané dvéma prostorové oddélenymi zdroji (Youngiv pokus). Zajima nas
vysledné intenzita v urcitém bodé prostoru. Detektorem méfime intenzitu stfedovanou



pres c¢as. Pro tuto intenzitu bude platit
I=(|Uy (t)+ Us (t+ 7)), (2)

kde 7 je casové zpozdéni skladanych vin. Korelaci dvou skladanych vin, které pochézeji
od dvou prostorové oddélenych zdroji, charakterizuje funkce vzajemné koherence

Fia (1) = (U1 () U2 (t+ 7)) (3)
Jejim normovanim ziskame komplexni stupen koherence

Y2 (1) = T2 (7) /[ 11 L. (4)

Zapiseme-li komplexni stupen koherence pomoci modulu a faze 15 = |y12|exp (Ap),
muzeme prepsat (2) ve tvaru interferenéniho zakona
I = Il +IQ+2\/ [1[2 "')/12 (T)|COS (A(,O) (5)

Schopnost svétla interferovat, nebo také kontrast interferenc¢nich prouzki, lze kvantita-
tivné vyjadrit pomozi vizibility, ktera je definovana vztahem

V = (Imagg - Imzn) / (Imaa: + Imm) . (6)

V pfipadé rovnosti dil¢ich intenzit (I; = I5), dosadime-li za maximélni a minimalni inten-
zitu z vyrazu (5), zjistime, Ze vizibilita je rovna velikosti komplexniho stupné koherence

Vo= |y12(7)] - (7)

Hodnota stupné koherence lezi v intervalu 0 < |y12(7)| < 1 a charakterizuje prostoro-
vou a ¢asovou koherenci. Krajni hodnoty odpovidaji nekoherentnimu (V' = 0) a tplné
koherentnimu (V' = 1) svétlu.

Prostorova koherence souvisi s korelaci svétla v riznych bodech prostoru a jeji stu-
pen koherence lze urcit pomoci Youngova pokusu. Kvantitativni mirou ¢asové koherence
je koherené¢ni délka, kterou zjistime pomoci Machova-Zehnderova interferometru. Casova
koherence ma ptrimou souvislost se spektralnimi vlastnostmi zdroje zareni. Koherencni
délka [ je uréena pomérem [ = A2/A\, kde A je stiedni vlnova délka a A\ $iika spek-
tra. Zatimco koherenc¢ni délka slunecniho svétla je v jednotkdch mikrometri, u lasert
pouzivanych v holografii se jedna o desitky metrii.

2.2 Difrakce svétla

Pii popisu sifeni viln, které vytvareji holograficky zédznam pfedmétu a pii jeho na-
sledné rekonstrukci, hraje vyznamnou roli difrakce svétla. Difrakce je projevem vlnové
podstaty svétla a lze ji pozorovat pii dopadu svételné viny na prekazku, jejiz rozmeéry
jsou srovnatelné s vinovou délkou. Prostorové omezeni viny se nasledné projevi tak, ze se
svétlo za prekazkou §iti i do prostoru geometrického stinu. Tento jev lze vysvétlit pomoci
Huygensova principu. Na jednotlivé body vinoplochy lze nahlizet jako na zdroj sekundéar-

nich sférickych vin, které vzajemné interferuji. Zakladni tloha difrakce predpoklada sireni
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vlny vyzarené bodovym zdrojem, pficné omezeni viny clonou a nasledné urceni komplexni
amplitudy proslého svétla v prostoru za clonou.

Matematickou formulaci Huygensova-Fresnelova principu je difrakéni integral. Tento
vztah ndm umozni ze znalosti komplexni amplitudy v roviné clony vypocitat komplexni
amplitudu difraktovaného svétla v libovolné roviné za clonou. Difrakéni integral mizeme
za jistych slabych pfedpokladt zapsat ve tvaru [7]

400400
2! exp(ikr
U(xlv ylu Z/) = a / / U(I7 y)# dz dyu (8)

kde k = 27/, U(x,y) je zndma komplexni amplituda v roviné clony a U(2’,y’, z’) kom-
plexni amplituda v roviné, kterd je paralelni s rovinou clony ve vzdalenosti z’. Symbol r
udava vzdalenost jednotlivych bodt clony a bodt roviny, na které komplexni amplitudu
pocitame. Tuto vzdalenost lze vyjadrit pomoci Euklidovské metriky

r= \/z’2+(x—x’)2+(y—y’)2. (9)

Difrakéni integral (8) mtizeme zapsat pomoci konvoluce

!
UGy ) = U ) 99 (@9, ). (10)

kde g je funkce impulzové odezvy volného prostoru dana vztahem

exp <zk x4+ y? + 2’2)
22 4 y? + 22 '

g(z,y,2") = (11)
P1i vypoctu integralu je nutné nejprve aproximativné vyjadrit optické drahy mezi jednot-
livimi body na cloné a bodem pozorovani. Kritériem pro zvoleni vhodné aproximace je
Fresnelovo ¢islo NF. Pro hodnotu N F =~ 1 pouzijeme Fresnelovu a pro hodnotu NF' < 1
Fraunhoferovu aproximaci.

Ve Fresnelové aproximaci lze funkci impulzové odezvy psat ve tvaru

ezkz’ $2+y2
/ .
9(z,y,2) = —5 exp (Zk 5 ) (12)

a ve Fraunhoferové aproximaci pfejde vyraz (8) na Fourierovu transformaci

“+o00+00

Ufar £, 2) ~ / / Uz, y) exp{—i2r (fux + fyy)} de dy, (13)

—00—00

kde f, = $/ ()‘Z/) a fy = y/ (/\Z/)



2.3 Optické zobrazeni a zakladni zobrazovaci funkce

Optickou nebo digitalni rekonstrukeci hologramu mizeme chéapat jako trojrozmérné
zobrazeni, které lze analyzovat pomoci obecnych postupt a kriterii znamych z vlnové
teorie optického zobrazeni. Idealni zobrazeni vyzaduje vzajemné jednoznacné prifazeni
bodt predmétu a obrazu a podobnost jejich geometrickych tvart. Téchto pozadavkiu lze
dosdhnout jen v pfistupu geometrické optiky, vlnova podstata svétla presné bodové prira-
zeni vylucuje. Presto je ale mozné v realnych situacich pozadovanych podminek v dobrém
priblizeni dosahnout.

V technické praxi se nejcastéji vyuziva jevlli geometrické optiky zalozené na lomu
a odrazu svétla. V posledni dobé sili vyznam difraktivniho a holografického zobrazeni,
pri kterém je obraz formovan pomoci difrakce svétla na periodickych strukturach. Znamé
jsou i zobrazovaci metody vyuzivajici jevil nelinearni optiky.

Prestoze uvedené zobrazovaci metody pracuji s riznymi jevy, je mozné stanovit obecné
platnou metodiku popisu a hodnoceni optického zobrazeni. Zakladnim problémem v teorii
zobrazeni je urceni obrazu bodového zdroje. Tento 1kol lze formulovat pomoci pupi-
lové funkce, ktera popisuje vliv zobrazovaciho tetézce, ktery obraz vytvari. S pouzitim
Fraunhoferovy teorie difrakce lze komplexni amplitudu pii bodovém zobrazeni urcit jako
Fourierovu transformaci pupilové funkce. Odpovidajici normovana intenzita popisujici
obraz bodového zdroje predstavuje zakladni zobrazovaci funkci, ktera se nazyva bodova
rozptylova funkce.
zvazovat koherenc¢ni vlastnosti pouzitého optického zareni. Metodika hodnoceni obrazu
vychézi z fourierovské analyzy, kterd vyzaduje linearitu systému. V zavislosti na korelac-
nich vlastnostech svétla spliiuji podminku linearity rizné veli¢iny. Pro koherentni svétlo je
zobrazeni linearnim procesem pro komplexni amplitudu, pro nekoherentni svétlo pro in-
tenzitu a v obecném pripadé castecné koherentniho svétla je nutné pracovat s funkci
vzajemné koherence.

V ramci harmonické analyzy je zobrazeni plosného predmétu hodnoceno pomoci optické
funkce pfenosu (OTF - optical transfer function). V ramci fourierovské analyzy se da do-
kazat, ze v ptipadé koherentniho svétla je OTF urcena piimo pomoci pupilové funkce.
Pro nekoherentni svétlo lze OTF ziskat jako Fourierovu transformaci PSF nebo také
autokorelaci pupilové funkce.



2.4 Opticka holografie

Jak jiz bylo feceno, optické holografie tvori zaklad pro holografii digitalni. Z tohoto di-
vodu zde nastinime jeji zakladni principy. Poznatky prezentované v této kapitole vychazeji
z knihy [8].

Holografie je dvoustupniovy proces. Prvnim krokem je vytvofeni holografického za-
znamu, coz je interferencni obrazec vznikly interferenci mezi predmétovou O a referenc¢ni
R vlnou. Podminky vzniku interferenc¢niho obrazce jsme jiz diskutovali v predchozi ka-
pitole, nyni budeme pro jednoduchost uvazovat tiplnou koherenci svételnych vin. Za této
podminky Ize rozlozeni intenzity v roviné zaznamu hologramu rozepsat ve tvaru

Iy = |O + |R]> + OR* + RO, (14)

kde |Of a |R|? jsou intenzity pfedmétové a referenéni viny. O téchto intenzitdch mluvime
jako o ¢lenech nultého difrakéniho fadu a o dvou zbylych vyrazech v rovnici (14) jako
o interferen¢nich ¢lenech. Intenzitou (14) je exponovana fotografickd deska a déle chemic-
kymi postupy vyroben tenky opticky transparent. Nezbytnou podminkou je predpoklad
linearity mezi intenzitou interferenc¢niho obrazce a propustnosti transparentu. Pro potieby
dalsi diskuze budeme predpokladat, ze propustnost je imérna intenzite.

Posvitime-li na transparent rekonstrukéni vinou S, bude komplexni amplituda Ugy
rekonstruované viny v roviné hologramu rovna vyrazu

Uy = SIy = S|U> + S |R|” + SOR* + SRO*. (15)

Treti ¢len ve vztahu (15) obsahuje ptivodni pfedmétovou vinu a ¢tvrty élen komplexné
sdruzenou repliku této viny. Pokud je rekonstrukéni vina identicka s vinou referen¢ni (resp.
komplexné sdruzend vIné referencni) a intenzita této vlny je v roviné zaznamu konstantni,
bude tteti (resp. ¢tvrty) ¢len generovat virtudlni (resp. redlny) obraz predmétu.

Zasadni problém a omezeni holografie spoc¢iva ve skutecnosti, Ze rekonstruovany obraz
predmétu, vytvoreny jednim z interferenc¢nich c¢lenti, bude prekryt prispévky, které jsou
generovany difrakénimi ¢leny nultého radu a druhym interferenénim clenem. Toto prekryti
zpusobuje degradaci obrazu.

V dalsi kapitole kratce prodiskutujeme zakladni geometricka usporadani zaznamu ho-
logramu, zvlasté pak se zaméfime na pouzitelnost téchto metod.

2.4.1 Gaboruv hologram

Prvni geometrické usporadani holografického zdznamu bylo navrzeno Gaborem. Jelikoz
v tomto usporadani dopadé referenc¢ni vina kolmo na hologram, mluvime casto o Gabor-
ove holografii jako o osové holografii. Zaznam i rekonstrukce hologramu je uskutecnéna
rovinnou vlnou, jejiz intenzita ma v roviné zaznamu hologramu konstantni pribéh. Ob-
razek 1 znizoriiuje geometrické usporddani zaznamu. Cocka L kolimuje sférickou vinu
pochézejici z bodového zdroje za vzniku rovinné referenc¢ni viny. Ta dopadéa na predmét
s velkou propustnosti t. Pii priichodu vlny predmétem dojde u casti svétla k rozptylu
a vzniku predmétové viny. Obé viny se $ifi soucasné v prostoru za predmétem, dopadaji
na fotografickou desku, kde spolu interferuji za vzniku interferen¢niho obrazce. Pokud
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Obrazek 1: Sestava pro zaznam Gaborova hologramu.

na vyrobeny transparent posvitime rovinnou rekonstrukéni vinou, mtizeme komplexni
amplitudu v roviné zadznamu hologramu psat ve tvaru

Ui (x,y) = RIRP + RIO (2, y)* + |RI O(x,y) + RO"(x,y). (16)
Jestlize uvazujeme prusvitny predmét se specialni transparenci
t =ty + At, At < 1y, (17)
kde %, je stfedni transparenci, dojdeme k zavéru, ze
0] < |R| (18)

a je tedy mozné druhy ¢len v rovnici (16) zanedbat oproti ostatnim. Pokud bychom
naopak zvolili prfedmét s velkou absorbci, tento ¢len by pfevladl nad interferen¢nimi, coz
by znemoznilo kvalitni rekonstrukci. V této geometrii zdznamu je tedy mozné zobrazovat
pouze predmeéty s velkou propustnosti.

Podstatny problém pochézi z pritomnosti komplexné sdruzeného obrazu. Z tohoto
divodu bylo navrzeno usporadani prezentované v dalsim textu, které tento problém fesi
zménou geometrie zadznamu.

2.4.2 Leithiv-Upatniekstiv hologram.

Na obrazku 2 je znazornéna geometrie zaznamu. Svétlo z bodového zdroje S je ko-
limovano cockou L. Na rozdil od Gaborova hologramu dopada na predmét pouze cast
referencni viny. Zbyvajici ¢ast viny je odklonéna hranolem P tak, aby na detektor do-
padala pod thlem 20. Z tohoto divodu mluvime o této geometrii zaznamu také jako
o mimoosové. Rozlozeni intenzity na detektoru je pak dano interferenci predmeétové viny
a naklonéné rovinné referenc¢ni viny, kterou lze zapsat ve tvaru

R(x,y) = re'. (19)
Prostorova frekvence « souvisi s ndklonem vlny vztahem
a =sin20/\. (20)
11
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Obrazek 2: Sestava pro zaznam Leithova-Upatnieksova hologramu.
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Po dosazeni referen¢ni viny do vyrazu (14) ziskdme intenzitu v roviné zdznamu hologramu
Lu(z,y) = [r] + 10z, y)]> + r*e 2O (x, y) + 1> YO0 (x, y)*. (21)

Zasadni vyhoda této geometrie spoc¢iva v prostorové separaci ostrého obrazu od ptispévki,
které prislusi nezddoucim ¢lenim ve vztahu (21).

Hlavni myslenka je zaloZena na principu §ifeni jednotlivych komponent vztahu (21)
pri rekonstrukci rovinnou vlnou. Prvni ¢len pouze vynasobi amplitudu rovinné rekon-
strukéni vlny konstantnim faktorem. Druhy ¢len generuje vlnu, kterou si lze predstavit
jako superpozici rovinnych vln siticich se pod rtiznymi uhly vzhledem k ose. Tteti ¢len vy-
tvari za hologramem v obrazové roviné rozostieny komplexné sdruzeny obraz predmétu,
ktery je vlivem nosné frekvence o odklonén od optické osy o thel 26. Ctvrty ¢len po-
tom generuje za hologramem realny ostry obraz predmétu. Tento obraz je nyni odklonén
od optické osy o tthel —26. K separaci obrazu dojde, pokud nosna frekvence « referencéni
vlny je dostatecné velkd v porovnani s maximalni frekvenci predmétové viny.

Na obrazku 3 je znazornéno numerické odstranéni vlivu nezadoucich clenti filtraci
spektra mimoosové zaznamenaného hologramu.
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Obréazek 3: Odstranéni vlivu nezadoucich ¢lent z hologramu. (a) Mimoosové zaznamenany
hologram, (b) spektrum hologramu, (c) rekonstrukce obrazu, (d) filtrovany hologram, (e)
spektrum filtrovaného hologramu, d) vysledna rekonstrukce [12].

2.5 Digitalni holografie

Digitalni holografie je moderni zobrazovaci technika zalozena na stejném principu jako
holografie opticka. Zaznam hologramu muze byt proveden jak v osové, tak v mimoosové
geometrii. Zasadni rozdil spoc¢iva v nahrazeni fotografického zdznamu CCD kamerou. In-
terferen¢ni obrazec je zaznamenan v digitalni podobé, data jsou ulozena do pocitace a dale
zpracovana pomoci numerickych rekonstrukénich algoritmiti. Numericka rekonstrukce ob-
razu prinasi fadu vyhod. Odpada zdlouhavy proces vyroby transparentu, coz celou metodu
v tomto piistupu zrychluje a zjednodusuje [11].

Na druhou stranu digitalni holografie piebira problémy spojené s pritomnosti nezadou-
cich ¢lentt v rovnici (14), které zpiisobuji degradaci obrazu. Nabizi vSak nové moznosti,
jak tyto problémy fesit.

Separace ostrého obrazu od prispévki ostatnich parazitnich ¢lent byla tspésné vyte-
Sena jiz v ramci optické holografie zménou geometrie zdznamu. V digitalni holografii je
proces prostorové separace ostrého obrazu proveden velice elegantné numericky filtraci
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spektra [12].

Osova geometrie zaznamu teoreticky dosahuje pro danou CCD kameru vyssiho rozli-
Seni nez mimoosova geometrie [13]. Proto je v uréitych piipadech vyhodné setrvat u osové
geometrie. Pomoci numerickych algoritmt mtzeme za jistych predpokladt vliv komplexné
sdruzeného obrazu potlacit. Tato problematika je feSena v ¢lanku [14] a my ji strucné zmi-
nime v dalsim textu.

Néazornym prikladem vyhod digitalni holografie je numerické odecteni prvniho ¢lenu
v rovnici (14), ktery reprezentuje intenzitu referenéni viny. Mimo holograficky zdznam
provedeme jesté jeden zaznam samotné referencni vlny. Odectenim obou intenzit ziskame
hologram bez pritomnosti tohoto ¢lenu

I=1-|R]*. (22)

Diilezitost tohoto procesu zvlasté ocenime v digitalni osové holografické mikroskopii, kde
se pouziva sféricka referencni vlna. Timto postupem jsou navic odstranény piipadné ne-
Cistoty na CCD kamefte [7].

2.5.1 Digitalni osova holografickd mikroskopie

CCD
PC

laser YRR R R . L
AR R N N IR I numericka

e B O (= j . AN NN RN —> | rekonstrukce
AL ]

Obrazek 4: Typické usporadani pro zaznam hologramu v geometrii DIHM.

DIHM je nova mikroskopické technika, kterd pfebird vyhody optické holografie (ulo-
zeni informace o tiirozmérné struktutre prfedmétu na dvourozmérny hologram) i digitalni
holografie (jednoduchd praktickd numerickd rekonstrukce). Metoda na rozdil od téch kla-
sickych umoznuje v redlném case sledovat pohyb i vice mikroskopickych predméti v troj-
rozmérném objemu. Navic odpada nutnost barveni vzorkt, které by zivy organismus usmr-
tilo. Z téchto divodi ma DIHM Siroké uplatnéni pfedevsim v biologii [7, 11, 15, 16].

Zakladni principy této metody popsal Denis Gabor jiz v ¢lanku [1], ktery se stal
zékladnim kamenem celé holografie. Z praktickych divodi se tato technika zacala plné
rozvijet az ve spojeni s digitalni holografii.

Sestava pro DIHM je velice jednoduchéa. Neobsahuje zadné zobrazovaci prvky a vyuziva
pouze laseru, velmi malé vstupni clony a CCD kamery. Gaussovsky svazek laseru je ostie
fokusovan na clonu. Jestlize je clona dostateéné mala, mtizeme ji povazovat za dobry
zdroj sférické referenc¢ni viny. Blizko za clonou je umistén propustny nebo polopropustny
predmeét. Pri priichodu referenéni viny predmétem dochézi k rozptylu svétla. Rozptyl
referencni vlny si muzeme predstavovat tak, ze kazdy bod predmétu se stava sekundarnim
zdrojem, ktery je koherentni s ptivodni vlnou. V prostoru za predmétem se soucasné

14



s referencni vlnou §iii také predmétova vina vznikla rozptylem referencni viny. Tyto viny
dopadaji na CCD kameru, kde je nésledné zaznamenan interferen¢ni obrazec [7].
Rozlisovaci schopnost této metody je diskutovana v [7]. V [17] je prezentovan zpusob,
jak toto rozliseni vylepsit vyplnénim prostoru mezi CCD kamerou a zdrojem referenc¢ni
vlny kapalinou s vyssim indexem lomu.
Za zminku také stoji usporadani, které nahrazuje koherentni laser zdrojem castecné
nekoherentniho svétla. Prace [18] a [19] diskutuji ztratu rozliSeni takového systému.
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3 Rekonstrukce obrazu a vypocet bodové rozptylové
funkce

Rekonstruovat predmét v holografii znamena ziskat z dvourozmérného hologramu tii-
rozmérny obraz predmétu. Digitalni rekonstrukce probihé numericky v pocitaci na zakladé
analogie s rekonstrukei optickou, ktera byla diskutovana vyse v textu. Hologram (data
ze CCD kamery) je nejprve numericky vynéasoben rekonstrukéni vlnou a takto vznikla
komplexni amplituda je dale Sifena do prostoru za hologramem, coz v praxi znamena
feseni difrakéniho integralu. Souvislost mezi predmétovou a obrazovou vzdalenosti, ktera
nam urcuje polohu obrazu pfi rekonstrukci, budeme diskutovat pozdéji.

V této kapitole podrobné odvodime pricny a podélny profil PSF, kterda nam poslouzi
k odvozeni dvoubodového rozliSovaciho kritéria. Jelikoz pouze jeden z ¢lenti v rovnici (14)
generuje v dané rekonstrukci obraz predmétu, pro nazornost ostatni rusivé cleny zane-
dbame. Rekonstrukci provedeme jen s interferen¢nim ¢lenem, ktery obsahuje komplexné
sdruzenou predmétovou vlnu. Abychom do modelu zahrnuli kone¢né rozméry detektoru,
vynésobime hologram funkci h (z, y). Tato funkce ptisobi v roviné holografického zaznamu
jako clona. Nejjednodussim zptisobem, jak rekonstrukci provést, je nejprve vynasobit holo-
gram komplexné sdruzenou referenéni vlnou (touto specidlni volbou rekonstrukéni viny se
vyhneme skalovani obrazovych soutadnic). Komplexni amplitudu lze v této roviné za vyse
uvedenych podminek psat ve tvaru

Un(a,y) = h(z,y) |R(z,y)|" O*(z,y). (23)

Abychom odvodili tvar PSF, uvazujme pfedmétovou vlnu ve tvaru sférické viny. Ozna¢me
(u,v) pFicné souradnice bodového zdroje této viny a z vzdalenost od roviny, kde je ho-
logram zaznamenan. Jestlize vzdalenost z je ve srovnani s pri¢nymi rozméry detektoru
velka, lze ve Fresnelové aproximaci nahradit sférickou vlnu paraboloidni a difrakéni in-
tegral psat pomoci konvoluce komplexni amplitudy s funkci impulzové odezvy volného
prostoru (jeji Fresnelovou aproximaci),

U(x/ay/a Z/) - UH (1’79) ®9(37a3/a2/) . (24)
Dosadime-li komplexni amplitudu (23) do vyrazu (24), miizeme rovnici rozepsat v in-
tegralnim tvaru
+o0+4-00
Uy, 2)=A / / h(:ic,y)e”'k(”%b”)e”'k(ay%byy) dz dy, (25)
—00—00

kde koeficienty A, b, a b, jsou rovny

1 1
a= 5—2—2//, (26)
u o x
b, = —;+ZI/ (27)
b, = —g+%, (28)
Azi%%ﬁ%fe}(p{—ik (z+U22—;U2)}. (29)
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Zde jsme predpokladali, Ze intenzita referen¢ni vlny nezavisi na integrac¢nich proménnych.
Odvozené vysledky budou obecné platné pro osovou holografii a pro holografii se sférickou
referencni vlnou DIHM (ve Fresnelové aproximaci). V mimoosové holografii je rekon-
strukce uskute¢néna nenaklonénou rovinnou vlnou. Referen¢ni vlna bude v rekonstrukei
figurovat, avsak tvar a parametry PSF zistanou nezménéné (linearni faktor v argumentu
exponencialy posouva pouze obrazové soutadnice).

3.1 Geometrické priblizeni

Polozime-li ve vztahu (25) koeficient a roven nule, kvadraticky ¢len v exponenciale
se timto eliminuje a vztah prejde na skalovanou Fourierovu transformaci clonové funkce
h(z,y). Tuto podminku splnime specidlni volbou polohy zastavovaci roviny 2’ = z.

Vyznam této volby vynikne v limitnim pfipadé, kdy komplexni amplituda neni v ho-
lografické roviné prostorové omezena a za aperturni funkci ve vztahu (25) tedy muZzeme
dosadit konstantni funkci h = 1, predstavujici homogenni propustnost v celé roviné. Za to-
hoto pfedpokladu ziskdme Feseni integralu (25) ve tvaru Diracovy d funkce

Uy, 2') = Ad(by, by). (30)

Z podminek b, =0, b, = 0 a z pfedpokladu @ = 0 obdrzime polohu maxima této funkce,

T, = u, (31)
Yo = U, (32)
2o = Z. (33)

Za povsimnuti stoji skutecnost, ze pfedmétovy bod o pii¢né poloze (u, v), ktery se nachézi
v predmétové vzdélenosti z, se zobrazi na bod o pfi¢nych souradnicich (z,,y,) a obrazové
vzdalenosti z,. V limitnim pripadé je tedy splnéna jednoznacnost prifazeni mezi predmeé-
tovou rovinou a specialné zvolenou zastavovaci rovinou, jejiz poloha plyne z podminky
a = 0. Tato rovina je rovinou ostrého obrazu a z tohoto divodu ji budeme dale nazyvat
obrazovou rovinou.

Navratime-li se zpét k obecné aperturni funkci, mizeme vztah mezi predmétovou
a obrazovou rovinou dale zjednodusit. S ohledem na skutecnost, ze koeficienty u, v pouze
posouvaji stied Fourierovy transformace, ziskdme transformaci pfimo ve tvaru Fourierovy

transformace
—+oco+o0

U(for f,) = / / (2, y)e U0 g dy, (34)

—00—00

kde frekvenéni proménné zavisi na obrazovych proménnych vztahy f, = (@' —u)/(\2)
a f, =y —v)/ (A2).

Doposud jsme diskutovali pouze rekonstrukei, pti které byla rekonstrukéni a referencéni
vlna zvolena identicky. Jestlize je zdznam proveden pomoci paraboloidni referenc¢ni viny
a rekonstrukce pomoci viny rovinné, vztahy (31), (32) a (33) jiz platit nebudou. V tomto
pripadé dojde ke skalovani obrazovych souradnic faktorem

B =d/(d-=z), (35)
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kde z je predmétova vzdalenost a d vzdalenost zdroje paraboloidni viny a roviny v niz je
porizen holograficky zaznam. Pro polohu Diracovy é-funkce v tomto pripadé obdrzime

x, = Pu, (36)
Yo = ﬂ’U, (37)
2, = fz. (38)

3.2 Kruhova clona

Pii¢ny a podélny profil PSF v jednoduchém analytickém tvaru ziskame, jestlize vinu
v roviné holografického zaznamu pticné omezime kruhovou aperturni funkci odpovidajici
homogenné propustné kruhové cloné

h(z,y) = circ <7‘a:2+y2) : (39)

L

Tuto funkei dosadime do vyrazu (34) a vzhledem k symetrii prejdeme do polarnich sou-
fadnic s radialni soutradnici 7. Tvar PSF se nezmeéni, jestlize uvazujeme zobrazeni osového
bodu. Pri¢ny pribéh normované intenzity v obrazové roviné pak dostaneme v jednodussim
tvaru NA
In(7', z0) = jinc® (—/\ r') : (40)
kde NA je numerickd apertura dand vztahem NA= L/z.
Pro pribéh normované intenzity pfi malém rozostfeni obrazu (A,, << z,) podél
optické osy obdrzime
NA?
In(0,2") = sinc? (WAZO) : (41)

Funkce sinc a jinc jsou definovany vztahy sinc = sinwz/ (mx) a jinc = 2.J, (2nx) / (27x).

3.3 Obdélnikova clona

S ohledem na obvykly tvar i¢inné plochy CCD je vhodné vypocet provést také pro ob-

délnikovou clonu . Y
h(x,y) = rect <i> rect <i> : (42)

Dale postupujeme stejné jako v ptedchozim ptipadé. Pro pricny intenzitni pribéh zaostie-
ného obrazu ziskame

NA NA
In(2',y/, z0) = sinc® (2795’) sinc? (27y’) (43)

a intenzitni priubéh p¥i malém rozostfeni obrazu (A, << zo) podél optické osy bude dan
vztahem
C(T)* + S(T)?

]N (0,0,2,) = T2

(44)

Symboly C(T') a S(T') znaci Fresnelovy integraly s argumentem 7" = 2]\;A2 |A,|.
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Obrazek 5: Rozlozeni normované intenzity pii zobrazeni bodu (obdélnikova clona):
(a) pfi¢ny Fez rovinou (x’, y’), (b) podélny Fez rovinou (x’, z’).
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Obréazek 6: RozloZeni normované intenzity pii zobrazeni bodu (obdélnikova clona): (a) za-
vislost na piiéné obrazové souradnici x’; (b) zavislost na podélné obrazové souradnici z’.

Na obrazku 5 je zndzornén dvourozmérny piicny (a) a podélny (b) profil PSF, vy-
tvofeny pomoci numerického modelu DIHM (NA=0,02, A=633 nm). Na obrazku 6 jsou
pak pro srovnani teoreticky odvozené jednorozmérné grafy funkei (43) (a) a (44) (b) pro
stejné hodnoty numerické apertury a vlnové délky, které byly pouzity v numerickém mo-
delu. Obrazové souradnice jsou uvedeny v milimetrech.

3.4 Clona s Gaussovskou propustnosti

Predpokladejme nyni aperturni funkci ve tvaru neomezené Gaussovské funkce

2 + y?
h(z,y) = exp <_2T> . (45)
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Smérodatnou odchylku volime o = L/2. Po dosazeni do (34), s vyuzitim stejnych pred-
pokladt jako v predchozi ¢asti, se vyrazy intenzitnich pribéht zjednodusi. Pro piic¢ny
intenzitni pribéh v obrazové roviné dostaneme Gaussovskou funkci

NA /)2

In(r', z0) = e (75t (46)
a pro intenzitni pribéh pii rozostieni podél osy ziskdme Lorentzovu funkci
NA? ?
In(0,2)) = |1+ (gT |AZO\) (47)

3.5 Dvoubodové rozliseni

Dilezitou vlastnosti zobrazovaciho systému je rozliSeni dvojice predmétovych bodi.
Jelikoz pfi zobrazeni v koherentnim svétle neni intenzita obrazu dvou predmétovych bodi
dana pouhym souc¢tem jejich dil¢ich intenzit, je diskuze dvoubodového rozliseni takového
zobrazovaciho systému obecné netrivialni zalezitosti. Uzite¢nym odhadem vSak mohou byt
kritéria pouzivana pro nekoherentni osvétleni. S touto problematikou tizce souvisi bodova
rozptylova funkce, resp. polositky jejiho pricného a podélného fezu. Tyto parametry jsou
vzdy definovany jako polositky difrakéni stopy, jejiz okraj je urcen poklesem PSF na jistou
hodnotu. Polositku pfi¢ného a podélného profilu PSF uréime poklesem této funkce na nulu
(pro sinc a jinc funkce) nebo na hodnotu % (pro exponenciélni dalsf funkce).

Srovname-li vysledky pfedchozich ¢asti, kde jsme urdili profily PSF pro rtizné clonové
funkce, jednotlivé funkce maji rizny tvar, ale vzdy se v nich objevuje stejny argument.
V pripadé pii¢ného profilu to je vyraz NA/) a pro podélny profil N A?/\.

Budeme-li uvazovat obdélnikovou clonu, snadno odvodime pfislusnou polosiiku pric-
ného profilu

A
- 4
P=SNA (48)
a podélného profilu
A
~ 1. . 4
) 7 SN A2 (49)
Témto vysledkiim odpovida dvoubodové kritérium pti¢ného
| >
|75 T1|—2NA (50)
a podélného rozliseni
A
— 2| > 17— 1
|22 — 21| > 72NA2’ (51)

kde |ro — r1| a |22 — 21| je pritnéd a podélnd vzdalenost dvou pfedmétovych bodi. Odvo-
zend kritéria jsou plné ve shodé s vysledky [7], uvdzime-li aproximaci NA.

Pri¢né rozliSeni tizce souvisi s maximalni prenesenou frekvenci v zobrazovacim sys-
tému. Dosadime-1i do rovnice (34) clonovou funkci (42), ziskdme pro maximalni obrazovou

frekvenci vztah NA
f Tmax — T (52)

Problematika rozliseni v DIHM je podrobnéji diskutovana napt. v [18] nebo [19]. Tyto
clanky resi zobrazovani v castecné koherentnim svétle.
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3.6 VIiv rozméru vstupni clony na rozliseni

V predchozi ¢asti byla diskutovana kritéria rozliseni dvou predmétovych bodi. Ukéazali
jsme, ze tato kritéria budou identickd pro zéznam s rovinnou i paraboloidni referenc¢ni
vinou.

V DIHM osvétlujeme kruhovou vstupni clonu Gaussovskym svazkem. Pokud je clona
dostatecné mald, lze ji povazovat za dobry zdroj sférické viny (v nasi aproximaci para-
boloidni vlny). V dalsim textu budeme analyzovat vliv vétsich rozmérit vstupni clony
na rozliseni. VIiv rozméru vstupni clony zahrneme do modelu, jestlize za referenc¢ni vlnu
zvolime Gaussovsky svazek tak, aby jeho pas lezel v misté vstupni clony a jeho primeér od-
povidal pfi¢nym rozmérim clony. Komplexni amplituda referen¢ni vlny bude mit potom
v roviné zaznamu hologramu rozlozeni [9]

AW, 2?24 y? e N A
R(z,y) = W exp{—m —zkd—zkm +iC (d)}, (53)

kde R, W, W, popisuji polomér kiivosti vlnoplochy, polositku svazku a polositku pasu.
Parametr ( predstavuje fazové zpozdéni vzhledem k rovinné viné. Pro tyto veli¢iny plati

vztahy [9]:

W, = /2, (54)
()] )
" (%)2] | (56)

¢(d) = arctg (dio) | (57)

W (d) = W,

R(d) =d

kde dy je Rayleighova vzdalenost.

Nyni jiz nelze pred rekonstrukeci odstranit vliv referencni viny tak, jak jsme to provedli
v predchozim pfipadé. Argument exponencidly Gaussovského svazku lze vsak rozdélit
na realnou a imaginarni ¢ast. Zatimco imaginarni ¢ast pouze skaluje obrazové soutradnice,
realna c¢ast tlumi komplexni amplitudu v okrajové ¢asti roviny holografického zaznamu,
kde je ulozena informace o vyssich frekvencich. Tato ¢ast argumentu tak bude mit primo
vliv na rozliSeni. Dalsi tivahu si znacné zjednodusime, jestlize odstranime skalovani tim,
ze hologram vynasobime komplexné sdruzenou ¢asti referencni vlny nesouci exponencialu
s imaginarni jednotkou. Abychom byli schopni provést vypocet pricného a podélného
profilu PSF analyticky, uvazujme Gaussovskou clonu roviny holografického zdznamu (45).
Komplexni amplitudu v roviné holografického zaznamu lze za vyse uvedenych podminek
psat ve tvaru

U (2,y) = ;%; exp {—%} exp {-2%}0* (5.9). (58)
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Dosazenim (58) do (24) ziskdme analogii vztahu (25)

oo +oo
Uy, ,2)=A / exp { —(ap + ika;)z® — ikb,x } dx / exp { —(ap + ikar)y® — ikbyy} dy,
h h (59)
kde (ag +ias), by, b, a A je rovno
a3+m,~=(%+é)+'(%—%), (60)
u
by = —; +— (61)
b, = —; + % (62)
A= eXpA(ikz) Kj‘ éfg()’ exp {—ik (z + “2;;”2) } (63)

Pokud je vzdalenost roviny holografického zdznamu od pasu Gaussovského svazku mno-
hem vétsi nez Rayleighova vzdélenost svazku, mizeme priblizné psat W(d) = Ad/(7W,).
Polozime-li a; = 0, eliminujeme tim imaginarni kvadraticky ¢len v exponenciile a ob-
drzime pfi¢ny intenzitni pribéh ostrého obrazu

NA \?
In(r', 20) = exp [— (7r 3 r’) : (64)
kde NA je zobecnéna numericka apertura
2
1/NA=— I3 (65)
Intenzitni pribéh pro malé rozostieni podél osy dostavame ve tvaru
, 7w N A? 48
IN(0,0,Z) = ].+ 2 )\ |Azo‘ (66)

Pri¢ny intenzitni pritbéh ostrého obrazu a intenzitni pribéh pro malé rozostieni podél osy
maji stejny tvar v porovnani s prislusnymi vztahy pro paraboloidni referenc¢ni vinu. Nume-
rickou aperturu jsme zobecnili tak, aby zahrnovala rozmeér vstupni apertury. Dosadime-li
tuto numerickou aperturu do (50), dostavame zobecnéné kritérium p¥i¢ného rozliseni dvou
predmeétovych bod.

|7“2-7"1|> W\/ 142 ’/TLW) (67)

Budeme-li vstupni aperturu zmensovat W, — 0, numerické apertura limitné prechazi
na tvar NA = L/z a dostavame kritérium pfi¢ného rozlisSeni (50) z pfedchozi kapitoly.
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Tento model je tedy konzistentni s modelem pro idealizovanou paraboloidni referenc¢ni
vinu.

Naopak pro velké rozméry vstupni apertury (W, /Ad)? > 1/L? lze odmocninu ve vztahu
(67) rozvést v fadu. Zanedbame-li vSechny ¢leny rozvoje az na prvni, dostaneme pri¢né

rozliSovaci kritérium .
‘7“2 —7"1’ Z gWO. (68)

Jestlize je vzdalenost zdroje referencni viny a predmeétového bodu v porovnani se vzda-
lenosti d malé, potom z/d ~ 1 a rozliSovaci mez bude rovna pouze poloméru vstupni
clony.
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4 Zakladni rekonstrukéni algoritmy

V nasledujici kapitole stru¢né zminime zakladni numerické pristupy k feseni difrakéniho
integralu (8). Podstatou téchto algoritmu je vhodné vyuziti Fourierovy transformace, kte-
rou lze numericky velmi efektivné provést pomoci tvz. rychlé Fourierovy transformace
(FFT- Fast Fourier Transform). Tyto algoritmy maji zasadni vyznam pro numerickou
rekonstrukci obrazu v digitalni holografii, kde je na zakladé znalosti komplexni amplitudy
v roviné holografického zaznamu nutné numericky vypocitat komplexni amplitudu pred
nebo za touto rovinou. Vzhledem k Sirsimu vyuziti téchto algoritmi budeme rovinu, v niz
byl porizen holograficky zdznam, nazyvat zdrojovou rovinou. Pro ptfehlednost zachovame
dosavadni znaceni soutadnic, ale tam, kde to bude vyhodné, pouzijeme vektory

r = xi+ yj, (69)
r =21+ ], (70)
kde r je polohovy vektor zdrojové a r’ zastavovaci roviny (|r| = r, |[r/| = r’). Vzorkovani

téchto rovin oznacme A a A’ a symbolem N pocet vzorki. Vztah mezi vzorkovanim
zdrojové a zastavovaci roviny je zasadnim kritériem pfi volbé vhodného algoritmu. Jak
ukazeme v dalsi kapitole, v dlisledku nekorektniho vzorkovani dochéazi k degradaci obrazu.

Difrakéni integral lze Tesit v riznych aproximacich. Nejprve se zaméfime na algoritmy
vyuzivajici Fresnelovy aproximace. Ukazeme, Ze existuji dva rtizné tvary Fresnelovy apro-
ximace difrakéniho integralu. Prvni tvar je zalozen na rozkladu exponencialy uvniti inte-
gralu a druhy vyuziva konvolu¢ni teorém. Tato problematika je podrobnéji fesena v [20].
V prvni ¢asti kapitoly budeme z této literatury vychazet (jednostupnové a dvoustupriové
Siteni, konvoluéni metoda). V zévéru kapitoly popiseme Kirchhofftiv-Helmholtziv rekon-
strukéni algoritmus [21] vyvinuty specialné pro rekonstrukei obrazu v DIHM a vyuzivajici
specifickou aproximaci.

’

4.1 Jednostupnové a dvoustupnové sifeni
Podstata tohoto pristupu spociva v rozkladu kvadratického ¢lenu uvnitt Fresnelovy
aproximace difrak¢éniho integralu
k +oo+o00
exp (tkz
Uy, 2)= exp (ik2) / / (x,y) exp {z— [(a: — 2V 4 (y — y')2] } dedy. (71)
A A2
Exponencidlu rozdélime na tii ¢asti, pricemz ta s linedrnim ¢lenem je identifikovana jako

jadro Fourierovy transformace. V prvni fazi tedy algoritmus provede Fourierovu transfor-
maci

V (far fys 2) = FAU (z,y) exp [im (2 +9%) / (\)] }, (72)
kde f, = ' /N2, f, = y//A2’ jsou piislusné frekvence a F znaci Fourierovu transformaci.

Ptfechodem k soufadnicim zastavovaci roviny a vynasobenim (72) fazovym faktorem je
ziskana pozadovana komplexni amplituda zastavovaci roviny

1
Uy, 7)) = W] exp (ikz") exp [iw (x'2 + y'2) / ()\z')} Vi, y, 7). (73)
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Zakladni vlastnosti tohoto algoritmu je vazba mezi vzorkovanim zdrojové a pozorovaci
roviny

, A
A= NA (74)
kterd nam neposkytuje prilis velky prostor pro volbu vzorkovani zastavovaci roviny. Di-
sledkem toho se mtze stat, ze dané vzorkovani nebude korektni.

Pro tyto ptipady byl vytvoren sofistikovanéjsi algoritmus. Ze zdrojové roviny je kom-
plexni amplituda nejprve sifena prostiednictvim vyse popsaného algoritmu do roviny, jejiz
polohu si vhodné zvolime, a teprve poté sitena do zastavovaci roviny. Jestlize vzdalenost
pomocné roviny od zdrojové a zastavovaci roviny oznacime 2| a zj, musi byt splnéna
rovnost

2 =2+ 2. (75)

Pro 2{ zaporné je zahrnut i ptipad, kdy pomocna rovina lezi pfed zdrojovou rovinou.
Vzhledem k tomu, ze vzorkovani zdrojové a zastavovaci roviny bylo v pfedchozim algo-
ritmu uréeno vztahem (74), pro dvoustupiiové siteni dostavame vztahy

A2
Am - )
NA (76)
Az
Al — 2
NA,,’ (77)

kde A,, je vzorkovani pomocné roviny. Dosadime-li nyni A, do rovnice pro A’, obdrzime
pozadovany vztah mezi vzorkovanim zastavovaci a zdrojové roviny

/
22

A = (78)

!
<1

Clen |2}/2;| zde hraje roli skdlovactho parametru. Vhodnou volbou vzdalenosti 2] a 2} lze
tedy ménit vzorkovani zastavovaci roviny.

4.2 Konvoluéni metoda

Nasledujici algoritmus opét vychazi z Fresnelovy aproximace difrakéniho integralu
(71), ale na rozdil od ptfedchoziho pfistupu je vyuzit teorém o konvoluci, ktery tvrdi, ze
konvoluci lze zapsat jako inverzni Fourierovu transformaci souc¢inu dvou funkci. Prvni je
urcena Fourierovou transformaci konvolu¢niho jadra a druhd je dana Fourierovou transfor-
maci funkce, kterda do konvoluce vstupuje. Vztah mezi komplexni amplitudou zastavovaci
a zdrojové roviny lze potom zapsat ve tvaru

Uy, 2)=Ulz,y) @ g(z,y,z) = F{F (U) F(9)}, (79)

kde g je Fresnelova aproximace pifenosové funkce volného prostoru (12). Tento vtah nam
nicméné neposkytuje moznost ovliviiovat vzorkovani v pozorovaci roviné, jelikoz vzorko-
vani zastavovaci roviny je pevné svazané se vzorkovanim zdrojové roviny vztahem

A = A, (80)
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Jak bylo popsano vyse, nemit pod kontrolou vzorkovani miize mit nepfijemné disledky.
Nasi snahou bude zavést do algoritmu Skalovaci parametr m tak, aby A’ = mA.
Za timto tucelem prepiSeme integral (71) do tvaru
k2’ e

e T
U((r',2) = W / U (z,y)exp {ZE v’ — r\Z} dr, (81)

—00

Kvadraticky ¢len v exponenciale rozepiSeme

exp{—z7 Tm ’2} k km |r ?
Ur',2') = 2 / (r1) exp 22—%(1 —m)r? p exp [yl et dr.
(83)
Zavedeme-li substituci
p=1'/m, (84)
¢'=2/m, (85)
ziskame opét tvar konvoluce
y2 o0
U (m, ’)—M/U’(r)ex o —rf? (86)
P)="""0C P'ac 1P
kde ) )
~ 2
U'(r) = EU (r)exp {zgm(l —m)r } (87)

4.3 Kirchhoffav-Helmholtzav rekonstrukéni algoritmus

V nasledujicim textu se sezndmime s algoritmem publikovanym v [21]. Tento algorit-
mus je prizptsobeny geometrii zaznamu osového hologramu se sférickou referencni vinou.
Situace je zndzornéna na obrazku 7, kde S znaci zdroj stérické viny, O zkoumany predmét
a H hologram. Pokud pocatek souradnic umistime do zdroje sférické referencni viny, po-
lohy bodti pfedmétu a roviny, v niz je pofizen zaznam hologramu, budou popsany vektory
s = (u,v,w) ar = (z,y,d). Jestlize hologram vynasobime komplexné sdruzenou sféric-
kou referen¢ni vinou, bude obraz predmétu pii rekonstrukci generovan pied hologramem
ve stejné vzdalenosti jako puvodni pfedmét s’ = s, kde s’ = (v/, v/, w’) je vektor popisujici
polohu obrazu. Z obrazku 7 vyplyva, ze pro malé predméty bude vzdalenost od zdroje
k predmétu a tedy i k obrazu podstatné mensi nez vzdalenost k detektoru

Iv[ > s = |s']. (88)
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Obrazek 7: Vektory popisujici polohu predmétu a hologramu v geometrii zdznamu DIHM.

Nerovnost (88) je vychozim bodem specifické aproximace difrakéniho integralu (8).
Prepiseme-li rozdil vektori r a s’ ve tvaru

r—§'| = \/\r|2—|— |s'|> — 2rs’ (89)

a dale provedeme rozvoj této odmocniny, za predpokladu (88) mizeme zanedbat Cleny
vyssiho Tadu nez prvniho. Nasledné tak dostaneme aproximaci

/ /
v —§'| = |r| 1—2r—s2%|r\ [1—r—s2} (90)
x| x|

Dosazenim této aproximace do difrakéniho integralu (8) a provedenim transformace sou-
fadnic

§ = zd/|r], (91)
n=yd/|r|, (92)

r| = Va* +y?+ d?, (93)

ziskdme transformaci ve tvaru [21]

UE) = [ [ (& myexp ik (we ') ja) dc (99
kde
Ly (&) = It (2 (&,m) 9 (€,m)) (d/v)" exp (ikwp/d) (95)

a ) = \/d? — & — n?. Tutu transformaci lze numericky provést pomoci FFT algoritmu.
Vzhledem k tomu, Ze k odvozeni vyrazu (95) nebyla pouzita Fresnelova aproximace, pouze
jsme predpokladali (88), 1ze tento algoritmus vyuzit pfi rekonstrukei obrazu predmétu,
ktery se nachazi velmi blizko pfed hologramem (za hranici Fresnelovy aproximace).
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5 Diskretizace signalu

5.1 Vzorkovaci teorém

V digitalni holografii je hologram zaznamenan CCD kamerou, data jsou ulozena do pa-
méti pocitace a déle zpracovana pomoci rekonstrukénich algoritmii. Vysledkem je digitalné
rekonstruovany obraz predmeétu. Vzhledem ke skutecnosti, ze numerické algoritmy mohou
ze své podstaty pracovat jen s koneénym poctem dat, musime brat v iivahu omezenou
kapacitu paméti pocitace. Jiz pfi samotném zaznamu hologramu na CCD kameru dochazi
k vzorkovani interferenc¢niho obrazce, tj. pivodné spojita dvourozmérna funkce je nahra-
zena, obdélnikovou matici koneéného poctu prvki. Zde se nabizi otazka, jak blizko sebe
data vzorkovat. P¥ili§ husté vzorkovani zbytecné zabird pamét pocitace a v konecném
disledku prodluzuje vypocetni cas. Naopak, jestlize zvolime vzorkovani ridké, ztracime
¢ast informace o puvodni funkei. V diskuzi vychazime z [8].

V nésledujici ivaze bez jmy na obecnosti predpokladejme spojitou jednorozmérnou
funkci g(z). Nasi snahou bude nahradit omezenou funkei vektorem s co mozné nejmensim
poctem prvku za podminky, Ze z vektoru lze vypocitat ptvodni spojitou funkci pomoci
interpolace.

Matematicky proces vzorkovani popiseme pomoci Diracova hiebene (funkce comb)

gu(x) = comb (%) g(x), (96)

kde A je vzdalenost sousednich hodnot navzorkované funkce. Fourierova transformace
vyrazu (96) bude déna vyrazem

“+00
n

Gs(fe) = D Glfe= %) (97)

n=—oo

kde G(f,) je Fourierova transformace g. Ze vztahu (97) je zfejmé, Ze spektrum vzorko-
vané funkce je dano souctem vzajemné posunutych spekter pivodni funkce. Tato spektra
se obecné navzajem prekryvaji a dochéazi k degradaci obrazu. Predpokladejme existenci
maximalni frekvence tak, ze plati G(f,) = 0 pro |f.| > fimae. Pokud je dale splnéna

nerovnost 1

fmax S ﬁ? (98)
budou jednotlivé posunuté kopie ptivodniho spektra navzajem separované a ptuvodni spek-
trum G muzeme obnovit filtraci. Vztah (98) nazveme vzorkovaci podminkou. Optimalni
vzorkovani A ziskame, jestlize nerovnost v podmince (98) zaménime za rovnost.

Whittaker-Shannoniiv teorém fika, Zze za podminky (98) lze ptvodni funkci ziskat

ze vztahu .
o0 = X o (g5 ) sine |26 (2= 57— )| (99)

n=—oo

Pokud bude vzorkovaci podminka porusena, dochéazi k efektu, ktery nazyvame aliasing.
Na obrazku 8 je demonstrovan vznik tohoto jevu.
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Obrazek 8: Zaznam osového hologramu bodového predmétu pii pouziti parametri
z=400 mm, A=633 nm, NA= 89 mm: (a) nedostate¢né vzorkovani se vznikem aliasingu,
N=100, (b) korektni vzorkovani, N=1000.

5.2 Soudin prostorové a frekvencni Sirky signalu

Pokud je funkce ¢(z,y) frekventné omezend a navic lze zanedbat jeji hodnoty vné
obdélniku
—Tmax S T < Tmazs —Ymax S Y < Ymaz; (100)

existuje minimalni mnozstvi vzorkt potfebné k diskrétni reprezentaci funkce

SW - ]-6xmaxymaxfxma:cfymax- (101)

Tato veli¢ina predstavuje soucin prostorové a frekvenéni sifky signalu [8] (SW Space-
Bandwith product), poskytuje ndm informaci o slozitosti funkce a navic je mirou kvality
optického systému, ktery je schopny tuto funkci zpracovat.

5.3 Zaznam hologramu a vzorkovaci podminka

Na zacatku kapitoly jsme odvodili vzorkovaci podminku (98) a ukézali, ze pfi poru-
Seni této nerovnosti dojde ke vzniku nezadoucich artefakttt v datech jako pfimy disledek
chybného vzorkovani. V nésledujicim textu se zaméfime na proces zadznamu v digitalni
holografii. Ukazeme, ze nerovnost (98) klade dodateéné omezeni na geometrii zdznamu a
pfimo zavisi na technice, jakou byl zdznam potizen (osova holografie, mimoosova hologra-
fie, zaznam osového hologramu s paraboloidni referen¢ni vlnou).

Analyza bude provedena pro hologram, ktery vznikne interferenci rovinné (parabo-
loidni) referen¢ni a paraboloidni pfedmétové viny. Jedné se tedy o hologram bodového
zdroje ve Fresnelové aproximaci. Za tohoto predpokladu lze rozdil fazi predmétové a re-
ferenc¢ni viny psat v separovaném tvaru

O (x,y) =do+ ¢ (z)+ ¢ (y). (102)
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Bude tedy korektni se dale pro jednoduchost omezit na jednorozmérny pripad. Prvnim
krokem je vypocet maximalni frekvence, ktera dopada na detektor. Tu priblizné odhad-
neme prostfednictvim vztahu pro lokalni frekvenci

1 0

Jatoe = O (), (103)
do nehoz dosadime za fazi hologramu, ktery jsme zaznamenali danou technikou. V nasle-
dujicim textu pristoupime ke konkrétnim prikladim.

Pro fazi osového hologramu pfedmétového bodu o pfi¢nych souradnicich (u,v), ktery
je ve vzdalenosti z pfed hologramem a je zaznamenan pomoci rovinné referenc¢ni viny, lze

snadno ve Fresnelové aproximaci odvodit vztah

¢ (z) = 2; (ﬁ;#) : (104)

Provedeme-li dale parcialni derivaci tohoto vyrazu podle proménné z, ziskame vztah
pro lokélni frekvenci hologramu
T—u
fxloc - \z
Najdeme-li maximalni frekvenci (105), dosazenim do vzorkovaciho kritéria dostaneme
primo podminku, ktera nam omezi geometrii osové holografie

(105)

L+ Lo - 1

i 106
Az T 2A7 (106)
kde 2L a 2L jsou pricné rozmeéry detektoru a predmétu, A je velikost vzorkovani holo-
gramu.
Fazi mimoosového hologramu lze vyjadrit ve tvaru
2 22
6 (x) = 7” (%) + orau. (107)

Posledni ¢len je dan ptispévkem od sikmo dopadajici referenc¢ni viny. Aby byl obraz pied-
métu prostorove separovan od obrazil, které jsou generovany rusivymi ¢leny, musi pro nos-

nou frekvenci platit [§]
Lo
a > 3—. 108
- Az (108)
Dalsi postup je analogicky pfedchozimu pripadu. Provedenim prislusnych vypocti ziskame
maximalni frekvenci mimoosového hologramu, kterou dosadime do vzorkovaci podminky.
Ziskanou podminku, kterd omezuje geometrii zaznamu mimoosového hologramu, lze psat

ve tvaru I I 1
+ Lo 30

Az * Az T 2A
kde jsme za « dosadili spodni hranici nerovnosti (108). Provedeme-li porovnani tohoto
vysledku s predchazejicim pro Gaborovu holografii, je na prvni pohled ziejmé, ze v pii-
padé mimoosového hologramu je nutné pii danych parametrech soustavy volit jemnéjsi
vzorkovani CCD kamery. Oba vysledky jsou zjevné totozné pro a = 0.

(109)
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Féaze hologramu s paraboloidni referencni vinou, jejiz zdroj se nachazi ve vzdalenosti
d od hologramu, je dana vztahem

2 2
o0 = (552 5)- (110)

Stejné jako v predchézejicich pripadech ziskdme obdobné omezeni kladené na geometrii
sestavy zaznamu hologramu. Toto omezeni mizeme psat ve tvaru

L(d—Z) LO 1
Lld=z) Lo 1 111
d e S oA (111)

5.4 Analyza zobrazovani v digitalni holografii

V predchozim textu jsme odvodili nerovnice nutné k dodrzeni vzorkovaci podminky
pii zdznamu hologramu. Z téchto nerovnic vyplynuly omezeni jeji geometrie. V ¢lanku [13]
bylo provedeno srovnani osové a mimoosové holografie pomoci funkce SW a analyzovan tak
vykon téchto optickych systémi. Nasim cilem bude porovnat zadznam osového hologramu
s paraboloidni referenc¢ni vinou s osovou i mimoosovou technikou zaznamu.

Abychom byli schopni optické systémy porovnat, nerovnice (106), (109) a (111) nejprve
preménime na rovnice tak, ze budeme uvazovat pro dané zorné pole 2Ly nejmensi moznou
vzdalenost predmétu od detektoru z,,;,. Vyjadrenim Az,,;, z rovnic obdrzime pro osovou
holografii

Azinoline — 9N(L + Lo), (112)
mimoosovou holografii
A0 =aris — 9N(L + 4Lo), (113)
a pro zaznam s paraboloidni referenc¢ni vinou
APTHM — 9N(L/B + Lo). (114)

Vztah (52) ndm spojuje maximalni prenesenou frekvenci obrazu s numerickou aper-
turou optického systému. Dosadime-1i maximalni frekvenci do vztahu pro SW (jednoroz-
mérny pripad)

4LoL
SW = 4Lo finas = AO (115)
z
a dale za \z ze vztahu (112), (113) a (114), obdrzime vysledny SW pro konkrétni techniky
zédznamu hologramu

LoN
SVVinf ine — 7 1 116
: L+ Lo (116)
LoN
of f—axis — 5 11
SWors L+4Lo (117)
LoN
SW, = 118
DIHM L(l/ﬁ‘f‘LO/L)’ ( )

kde f = d/(d—=z) a N = 2L/A Vysledky pro osovou a mimoosovou holografii jsou
plné ve shodé s [13]. V grafu na obrazku 9 dosahuje nejlepsich vysledk osova holografie
s paraboloidni referen¢ni vlnou. Pokud bychom se ale divali na paraboloidni vlnu jako
na Fresnelovu aproximaci vlny sférické, bylo by nutné také diskutovat meze Fresnelovy
aproximace.
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Obrazek 9: Zavislost prostorové a frekvenéni sirky signalu (SW) na zorném poli (2Lg)
pro hodnoty N=1376, 2L=8,9 mm, =5.
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Obrazek 10: Zavislost maximalni pfenesené frekvence ( f,4.) na zorném poli (2L) pro hod-
noty N=1376, 2L.=8,9 mm, [$=5.

5.5 Numericka rekonstrukce a vzorkovaci podminka

Vzhledem ke skutecnosti, ze numericka rekonstrukce probiha ze své podstaty diskrétné,
je nutné dbat na splnéni vzorkovaci podminky pro maximalni frekvenci béhem celého
procesu numerické rekonstrukce. Na tomto misté se zamérime specialné na numerickou
rekonstrukci spocivajici v pfimém feseni Fresnelovy transformace a vyuzijeme skalovanou
variantu rekonstrukce (rekonstrukce rovinnou vlnou). Cely proces numerického zpracovani
dat, od zdznamu hologramu na CCD kameru az po kone¢ny rekonstruovany intenzitni ob-
raz predmeétu, lze rozlozit na tii po sobé jdouci kroky. Hologram je nejprve vynasoben
kvadratickou exponencialni funkci, ktera popisuje sifeni do cilové rekonstrukéni roviny.
Nasleduje skalovana Fourierova transformace a na zavér je z komplexni amplitudy vypo-
¢itana intenzita.

Vzorkovaci podminku pro hologram jsme jiz se vSemi disledky na geometrii sestavy
podrobné diskutovali v predchozim textu.

32



Pokud vynéasobime hologram kvadratickou exponencialni funkci, dostaneme fazi

_2r (x2 +2xu  2? x2)

o) = -5

2z 20d 2 (119)

kde posledni ¢len je prispévek od kvadratické exponencialni funkce. Proménna 2’ vyjadiuje
rekonstrukéni vzdalenost. Vzorkovaci podminku odvodime znamym postupem pomoci

lokalnich frekvenci. Obdrzime
1 1\ L Lo 1
T R -
(zo z’) BTN (120)

kde jsme oznadili zo = zd/ (d — z) obrazovou vzdalenost. Ze vztahu je ziejmé, ze v okoli
roviny z’ = zo bude korektné vzorkovany zaznam na CCD implikovat splnéni vzorkovaci
podminky pro diskutovanou komplexni amplitudu.

Po provedeni Fourierovy transformace ziskame komplexni amplitudu v obrazové ro-
viné. Abychom odhadli korektni vzorkovani, je nutné opét znat maximéalni frekvenci.
Vzhledem ke skutecnosti, ze spektrum této komplexni amplitudy je tvoreno skalovanou
clonovou funkci roviny zdznamu hologramu, maximéalni frekvence bude rovna

L

fma;r - g (121)
a vysledna vzorkovaci podminka

L1 (122)

Az T 2A

Vzorkovani v rekonstrukéni roviné znacime symbolem A’. Provedeme-li Fourierovu trans-
formaci pomoci algoritmu rychlé Fourierovy transformace, budeme mit vzorkovani sva-
zano vztahem

A7
- NAT
Vezmeme-li v Gvahu, ze 2L = NA a porovname oba vztahy, dojdeme k zavéru, ze algo-
ritmus voli vzorkovani na spodni hranici rovnosti.

A’ (123)
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6 Numericka separace komplexné sdruzeného obrazu

Jak jsme jiz zminili, hologram obsahuje dva vzajemné komplexné sdruzené interfe-
rencni ¢leny, z nichz kazdy generuje obraz predmétu. Jestlize vyjdeme z roviny, v niz byl
zadznam potizen, jeden ostry obraz vznika pred a druhy ve stejné vzdalenosti za touto
rovinou. Obraz pfedmétu, ktery je generovan jednim z interferencnich c¢lenti, bude pfe-
kryt rozostfenym obrazem druhého interferencniho clenu. Tato skutecnost je zdrojem
degradace obrazu v holografii. Existuje né€kolik zptisob1, jak tento problém fesit. V nasle-
dujici diskuzi a potom zejména pii popisu dekonvolucniho a iteracniho algoritmu vyjdeme
z ¢lanku [14].

Jednim ze zptusobi, jak problém komplexné sdruzeného obrazu resit, je metoda fazo-
vého posunu [22]. Tento pfistup je vSak vhodny pouze pro stacionarni objekty.

Efektivnich vysledkti 1ze docilit metodou, o které jsme se jiz zminili. Jedné se o zdznam
mimoosového hologramu. Zménou geometrie zaznamu dojde v obrazové roviné k prosto-
rové separaci prispévkl pochézejicich od jednotlivych komplexné sdruzenych interferenc-
nich ¢lenit a ¢lent nultého difrak¢éniho fadu. Vzhledem ke skutecnosti, Ze mimoosova
geometrie omezuje rozliseni, je v mikroskopii vyhodné ztistat u osové geometrie zaznamu
a vliv komplexné sdruzeného obrazu potlacit numericky.

Déle se budeme zabyvat nékterymi numerickymi metodami, které umoznuji potlacit
vliv komplexné sdruzeného obrazu v Gaborové osové holografii. Zde miizeme plné vy-
uzit potencidlu digitalni optiky. Prostfednictvim pocitacovych algoritmii lze manipulovat
s hologramem nebo piimo s rekonstruovanym predmétem. V nasledujicim textu budou
rozebrany zakladni principy téchto algoritmii.

Nejprve podrobné popiseme proces zaznamu a rekonstrukce. Uvazujme malé Castice,
na které dopada rovinna referenéni vlna. Cést proslé referenéni viny se na éasticich roz-
ptyli. Pokud jsou vsak c¢astice dostatecné malé, lze predpokladat, ze se referencni vina
prichodem pfili§ nezméni. Kazda ¢astice je charakterizovana svou polohou (u;,v;, 2;),
kde z; je jeji vzdélenost od hologramu a (u;,v;) jsou ptfiéné soutadnice. PFi¢né rozmeéry
odrazi funkce . Bez Gjmy na obecnosti predpokladejme, Ze referen¢ni rovinna vlna ma
jednotkovou amplitudu. Zvolime-li ve vzdalenosti d < z; od hologramu rovinu, potom
pro komplexni amplitudu v této roviné plati

Ud =1+ aq, (124)

kde a4 je dano vztahem

a g,,—q je funkce impulzové odezvy volného prostoru, jejiz index znaci vzdalenost Sifeni.
Potom miizeme intenzitu na hologramu psat ve tvaru

In = |Us® ga|* = Io + I, (126)

kde jsme oznacili ¢leny nultého fadu Iy a komplexné sdruzené interferencni cleny Ip.
Pro Ir pak vychazi
It = a4 ®ga+a;® g_q. (127)
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Rekonstrukci komplexni amplitudy a, ziskdme obracenim procesu zaznamu, tj. dekon-
voluci

ay=Ir®@g_qg=a4+a;® g_s. (128)

7 rekonstrukce je zfejmé, Ze se zde kromé c¢lenu ay objevuje také nezadouci clen.
Dale budeme prezentovat dva pristupy vedouci za jistych predpokladii k potlaceni
komplexné sdruzeného obrazu. V obou piipadech vychazime z [14].

6.1 Dekonvoluéni pristup

Uvazujme nyni specialni ptipad, kdy vSechny castice jsou ve stejné vzdalenosti z; = d
pred hologramem

aqg = Z 191 ® 6ui,vi' (129)

Jestlize je funkce ¥ realnd, potom bude redlnd také funkce a; a lze ji ve vztahu (128)
vyseparovat
afi =aq X (5 + g_zd). (130)

Rovnice (130) pfedstavuje konvoluci funkce a4 se znamou funkci. Jestlize na spektrum
funkce a, aplikujeme inverzni filtr

1 1
F{0+g )} 1+exp|[—i2nAd(f2+ f2)]’

(131)

po provedeni Fourierovy transformace ziskame pifimo pozadovanou funkci ag.

6.2 Iteracni pristup

Predpokladejme opét malé castice umisténé ve stejné vzdalenosti d od hologramu.
Rekonstruovany obraz c¢astic bude obsahovat prispévky od obou komplexné sdruzenych
interferenc¢nich ¢lent hologramu. Zatimco jeden z téchto ¢lent vytvaii ostry lokalizovany
obraz Castic, druhy c¢len v této obrazové roviné generuje rozostireny obraz a z tohoto di-
vodu je rozprostieny po celé této roviné. Tato ivaha tvori zaklad ke konstrukci nékterych
iteracnich algoritmii.

Nasledujici metoda potlaceni komplexné sdruzeného obrazu je zalozena na konstrukci
binarni masky. Mame-li alespon hrubou predstavu o poloze ostrych obrazti jednotlivych
¢astic, mizeme vytvorit filtr nabyvajici hodnoty M = 1, jestlize v bodé je pritomny obraz
a M = 0 v pripadé opac¢ném.

Na pocatku iteracniho procesu aplikujeme masku v obrazové roviné

ap = Ma), (132)

a tuto komplexni amplitudu $ifime do obrazové roviny komplexné sdruzeného interfe-
renc¢niho ¢lenu. Jelikoz jsme jiz vétsinu informace o obrazu, ktery je generovan komplexné
sdruzenym c¢lenem odstranili maskou, bude v této roviné pritomen pouze rozostieny obraz
témér bez pritomnosti ostrého obrazu. Odecteme-li od sebe komplexni amplitudy obou
rovin, docilime lepsi kvality obrazu. Iteraci lze nasledné opakovat

a, = M(al, — an_1 ® g2q). (133)
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V kazdé iteraci lze také navic ménit filtr M.

Tento pristup je mozné zobecnit na malé predméty umisténé v objemu [14]. Na rozdil
od predchoziho je komplexné sdruzeny obraz odstranovéan z hologramu filtraci (1 — M (z;))
ve své obrazové rovin€ z;. Vzhledem k tomu, zZe se jedna o pfedméty umisténé v prostoru,
filtrace bude probihat pro kazdou obrazovou rovinu oddélené. Vysledné komplexni am-

Vv

nasledovné

ag = Ir, (134)
ay () = (1= M(2))(ay @ g,), (135)
apyy = Z a) () ® g—s,. (136)

6.3 Frekvencni filtrace ¢asti hologramu

Za zminku stoji nedavno publikovand metoda [23], kterd je zaloZena na frekvenéni
filtraci komplexné sdruzeného obrazu ve spektru rozdéleného hologramu. Popsany postup
je nasledujici. Hologram je rozdélen na ¢tyti sektory a v kazdém uvazujeme novou sou-
stavu pravouhlych soufadnic s pocatkem ve stfedu sektoru. Dale vypocitame spektrum
kazdé c¢asti. Timto postupem dojde k separaci frekvenci obou komplexné sdruzenych c¢lenti
a muzeme tedy provést filtraci.
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7 Experimentalni vysledky

7.1 Ovéreni zakladnich principu v DIHM

Cilem experimentu je oveéreni zakladnich vztahi v digitalni osové holografické mikro-
skopii. Nejprve ovérime vztahy, které davaji do souvislosti polohu predmétového a obra-
zového bodu. Pri rekonstrukci rovinnou vlnou, budou pro souradnice obrazového bodu
platit vztahy

xo = Bu, (137)
2o = [ (d—w), (138)
B =djw. (139)

Symbolem d je znacena vzdalenost bodového zdroje referencni viny a roviny, v niz je
hologram zaznamenan. Namisto predmétové vzdalenosti z budeme polohu predmétového
bodu méfit od zdroje referencni viny. Tuto vzdalenost jsme oznacili symbolem w. Mezi
témito velicinami plati jednoduchy vztah w = d — z. Experiment je nutné navrhnout tak,
aby bylo mozné efektivné ménit polohu predmétového bodu.

F-View II
CCD Olympus

. laserovy svazek

. optické vlakno

. bodovy zdroj referen¢ni viny

. bodovy zdroj pfedmétové viny
. déli¢ svazku

AR WN =

N

\/\D He-Ne laser
L

Obrazek 11: Experimentalni sestava urcena pro ovéfeni zakladnich principid DIHM.

Na obrazku 11 je znazornéna sestava, kterou jsme pouzili pro ovéreni uvedenych
vztaht. Referencni i pfedmétova vina je vytvorena pomoci optického vldkna, jehoz konec
lze povazovat za bodovy zdroj sférické referencni viny. Konec vldkna modelujici pred-
métovou vinu jsme umistili na posuvu tak, aby bylo mozné ménit pfedmétovou vzda-
lenost i pri¢nou polohu bodu. Do obou vldken byl navazan svazek z laseru (A=633 nm,
vykon = 15 mW). Hologram jsme zaznamenali na CCD kameru F-View 2 Olympus (1376 x
1032, velikost pixelu 6,45 um). Vzdalenosti zdroje sférické referenéni viny od predméto-
vého bodu w a od hologramu d byly zvoleny tak, aby ztstala v platnosti paraxialni apro-
ximace (mald numerickd apertura) a zaroven splnéna vzorkovaci podminka. Po umisténi

37



optickych elementii jsme pro d a w namérili d=214 4+ 10 mm, w=20 £ 5 mm. Tyto hod-
noty i jejich smérodatné odchylky je nutné brat s velkou rezervou, jelikoz je ndm samotné
optické elementy (objimky atd.) neumoznily pfesné méfit. Proto s témito veli¢inami déle
nebudeme pfimo pocitat.

7.1.1 Pfiény posun

Za dané konstantni predmeétové vzdalenosti bylo postupné provedeno pét hologra-
fickych zaznami pro rizné pticné polohy s vzajemnymi rozestupy po 0.1 mm. Protoze
z méteni jsou znamy pouze rozdily téchto hodnot, budeme ovérovat vztah

kde d; = |u; — w11 je rozdil polohy pfedmétového bodu a dj = |zo] — 0}, | rozdil polohy
obrazu tohoto bodu.

pfiény posun

di | |Adi| | di | |Ad]
0.100 | 0.005 | 1.214 | 0.5
0.100 | 0.005 | 1.215 1
0.100 | 0.005 | 1.281 | 1.5
0.100 | 0.005 | 1.214 2

d; o d, o
0.100 | 0.005 | 1.23 | 0.02

SR oS

Tab.1: P¥i¢ny posun (tdaje v tabulce jsou uvedeny v mm).

Z tabulky 1 plyne pro viechna i existence konstantniho parametru 3 = d’/d. Po do-
sazeni hodnot z tabulky 1 a uzitim zakona Sifeni chyb dostavame 3 = 12.3 £ 0.7. Jak jiz
bylo feceno, tento parametr interpretujeme jako pti¢né skalovani obrazovych souradnic.

7.1.2 Podélny posun

Za dané pricné polohy predmétového bodu bylo postupné provedeno deset hologra-
fickych zaznamu pro rtuzné podélné polohy s vzajemnymi rozestupy 0.5 mm. Vysledky
experimentu byly zapsany do tabulky 2. Symbol w zna¢i vzdalenost od zakladni podélné
polohy w,, kterou jsme zvolili tak, aby odpovidala podélné poloze w z predchozi ¢asti,
kde jsme urcovali parametr 3. Mezi témito velicinami plati jednoduchy vztah w = w, —w.

podélny posun
n| w z0 | n | w 20
1.1-2512033 | 6 | 0.5 | 2449
2.|1-1.5 2152 | 7 1 | 2527
3. 1 2222 | 8 | 1.5 | 2607
4.1 05 2283 | 9 | 2 | 2697
5.1 0 | 2363 | 10 | 2.5 | 2811

Tab.2: Podélny posun (udaje v tabulce jsou uvedeny v mm).

38



Data z této tabulky déle fitujeme vztahem (138) pro dva neznamé parametry d a w,.
Vysledek fitovani je zndzornén na obrazku 12. Pro parametry fitu vychazi d=209,0 £+ 0,8 m
aw, = 17,0+ 0.1 mm. Tyto hodnoty jsou velmi blizko tém predpokladanym. Dosadime-li
do vztahu (139) lze opét vypocitat parametr 8 = 12,29 4+ 0.09. Coz je ve velmi dobré
shodé s predchozi c¢asti, kde jsme tento parametr urcili z pricného posunu.

-3 2 1 0 1 2 3
2000l b Lo c e i b pgp
2800 = 2 800
2700 = 2 700
2600 - - 2 600
"E2500 o -2 500
E ] N
82400 2 400
2300 2300
2200 E 2200
2100 - 2100
2000 - LI S I B S B B N B B ) B B N N B B B B B B -2 000

-3 2 -1 0 1 2 3

w[mm]

Obrazek 12: Prolozeni experimentalnich dat z tabulky 2 vztahem pro podélnou polohu
predmétu a obrazu.

7.1.3 Pri¢ény a podélny profil PSF

V nasledujicim textu prezentujeme experiment, kde jsme zmérili polosirky podélného a
pti¢ného profilu PSF (p/,d’). Tyto hodnoty nasledné porovname s teoretickou predpovédi.
Vzhledem ke skutecnosti, ze v tomto experimentu zavisi obrazové soutadnice na pred-
métovych vztahem (137), mizeme pfimo vypocitat rozliSovaci mez (p,0) = (p'/3,6'/5).
Polosiiky pfi¢ného a podélného fezu jsme definovali (pro sinc funkci) poklesu PSF na nulu.
PSF byla rekonstruovana ze stejného holografického zaznamu, pro ktery jsme v predchozi
¢asti presné urcili parametry sestavy d a w,.

Po provedeni fezu rovnobézné s osou x’ bude normovand intenzita v obrazové roviné
pro obdélnikovou clonovou funkci dana vztahem

In(2,0, z0) = sinc®(2ax’). (141)

Experimentalné zmérena data fitujeme touto teoreticky odvozenou funkci. Nagim cilem je
odhadnout parametr a. Z teoretické predpovédi vime, ze a = NA/ (\G).

Pti numerické rekonstrukei je vyhodné provést substituci ¢’ = 2’/G\/N A. Po takovémto
skalovani obrazové proménné, bude numericka rekonstrukce pracovat pouze s obrazovou
vzdalenosti a vlastni odhad parametru tak ocistime od zbytec¢nych neptesnosti. Koeficient
a po provedeni substituce ozna¢me symbolem as.
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Pri¢ny profil PSF
ac a P lpm] p [pm]
analyticky vypocet 1 2.234+0.02 | 224 +2 | 18.26 £ 0.08
experimentalni vysledek | 0.987 £+ 0.001 | 220 +0.02 | 227 £ 2 | 18.50 £0.08

Tab.3: Srovnani experimentalné zméreného pricného profilu PSF s teoreticky odvozenou
funkci.

experiment

0.9 fit
teorie

-4 -3 -2 -1 0 1 2
x NA/A B

Obrazek 13: Srovnani experimentalné zméteného pricného profilu PSF s teoreticky odvo-
zenou funkeci.

Jak je zirejmé z tabulky 3 a z grafu na obrazku 13, teoretické predpovédi jsou ve velmi
dobré shodé s experimentem. Nepiesnosti vSak nelze vysvétlit danymi smérodatnymi od-
chylkami. Problém bude v procesu fitovani dat, kdy velké mnozstvi dat nenese informaci
o tvaru krivky, ale ani destruktivné neovliviiuji vysledek - jsou témér nulové, svym poctem
vsak zmensuji smérodatnou odchylku.

Pti ovéreni polosirky podélného fezu PSF postupujeme podobné jako v predchozim pii-
padé. Teoreticky pribéh podélného profilu PSF se zjednodusi, jestlize prejdeme od obdél-
nikové clonové funkce roviny zaznamu hologramu ke kruhové clonové funkci. Interferencni
zédznam jednoduse vynasobime kruhovou clonou. Experimentalni data nyni fitujeme funkci

In(0, 2') = sinc? (SAZO) : (142)

kde odhadujeme parametr b = N A? /\3%. Tento parametr nasledné porovname s teoretic-
kou predpoveédi.
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Podélny profil PSF

b[1073] 8" [mm] § [mm)]
analyticky vipocet | 3.14 + 0.02 | 640 + 10 | 4.21 + 0.04

experimentalni vysledek | 2.93 +0.05 | 680 £ 10 | 4.51 = 0.07

Tab.4: Srovnani experimentalné zméreného podélného profilu PSF s teoreticky odvozenou
funkci.
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0.9F fit
teorie

0.8

0.7

0.6

041

0.3

0.2F

0.1

.,
.....
.....
vo,

........

0 L
1000 1500 2000

2500 3000 3500

z

Obrazek 14: Srovnani experimentalné zméreného podélného profilu PSF s teoreticky od-
vozenou funkci.

Z tabulky 4 a z grafu na obrazku 14 plyne dobra shoda mezi teoretickou predpovédi

a experimentem. Je tfeba zdtraznit, Ze teoreticka ktivka plati jen v blizkosti obrazové
vzdalenosti zp. Odtud pravdépodobné pochazeji ptrislusné odchylky.

41



7.2 Zobrazeni testu

7.2.1 Priimy zaznam

1. svazek laseru
2. optické vlakno

CCD
3. bodovy zdroj referencni viny
4. vzorek

4 \ \
He-Ne laser

-

Z
<>
w

Obrazek 15: Experimentalni sestava urcena pro zaznam hologramu v geometrii DIHM.

Cilem prezentovaného experimentu bylo ovérit rozliseni DIHM na c¢arovém testu.
Zaznam hologramu byl porizen standardni technikou DIHM, kterad je znazornéna na ob-
razku 15. Za zdroj sférické referen¢ni viny jsme jako v pfedchozim piipadé zvolili ko-
nec optického vldkna, do néhoz byl pfedem navazan svazek z helium-neonového laseru
(A=633 nm) . V blizkosti bodového zdroje referen¢ni viny byl umistén ¢arovy test a ve
vzdalenosti d od tohoto bodového zdroje CCD kamera F View II Olympus.

Obrazek 16: Hologram a vysledna rekonstrukce ¢arového testu (d=130 mm, z=100 mm).

V této konfiguraci jsme zaznamenali nejprve hologram v pritomnosti testu a nasledné
intenzitu samotné referencni vlny. Oba hologramy byly ulozeny do paméti pocitace a
numericky provedeno jejich vzajemné odecteni, kterym se z hologramu odstranila intenzita
referenc¢ni viny, ale také pripadné necistoty pritomné na CCD kamefe. Takto upraveny
hologram byl pomoci numerického algoritmu rekonstruovan.

Na obrazcich 16 a 17 vidime zaznamenany hologram (vlevo) a naslednou rekonstrukci
¢arového testu (vpravo). Prvni rekonstrukei odpovida teoreticky odvozené rozliseni 80 (65)

¢ar/mm a druhé rekonstrukei 87 (71) ¢ar/mm. V zavorkach je uvedeno rozliseni v druhém
smeru.
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Obréazek 17: Hologram a néslednd rekonstrukece ¢arového testu (d=106 mm, z=92 mm).

Zdrojem degradace obrazu je pravdépodobné na jednu stranu pritomnost komplexné
sdruzeného obrazu a na druhou pfitomnost nezadouci intenzity predmétové viny. Oba
zdroje degradace budou mensi pro ¥idsi vzorky [14]. Zavérem je nutné Fict, Ze tento typ
objektt neni prilis vhodny pro zobrazovani technikou DIHM.

Obrazek 18: Hologram a nasledna rekonstrukce latexovych kulicek (4 pm).

Na obrazku 18 je prezentovan hologram a nasledna rekonstrukce latexovych kulicek
o pruméru 4 pm. I kdyz kulicky vytvorily ve vzorku shluky, podafilo se zaznamenat i
par kulicek samostatné. Zaznam byl porizen se stejnymi parametry jako v predchozim
pripadé. Dale jsme provedli zaznam a rekonstrukci hrotu jehly. Zaznam i rekonstrukce
jsou prezentovany na obrazku 19.
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Obréazek 19: Hologram a néslednd rekonstrukee jehly (d=309 mm, z=202 mm).

7.2.2 Zaznam v sestavé Machova-Zehnderova interferometru

F-View II

I_J CCD Olympus

5 1. optické vlakno
2. bodovy zdroj sférické referenéni viny
3. vzorek
4. déli¢ svazku

4 5. svazek

He-Ne laser

1

Obrazek 20: Experimentalni sestava pro zaznam hologramu v geometrii DIHM (Machtv-
Zehndertuv interferometr).

Uspotradani znazornéné na obrazku 15 lze upravit pomoci dvou déli¢ti svazku do po-
doby Machova-Zehnderova interferometru na obrazku 20. Svazek z laseru je pomoci délice
svazku vyveden do dvou optickych vldken, jejiz konce povazujeme za bodové zdroje re-
ferencni vlny. Svazek z jednoho konce prochézi vzorkem, zatimco druhy dopadé pfimo
na deli¢, kde se oba svazky setkavaji. V této geometrii zaznamu uvazujeme vzorky, které
odstini podstatnou c¢ast referenéni viny. Za tohoto predpokladu budeme mit v jednom
rameni interferometru predmétovou a v druhém referen¢ni vinu. Polohy obou koncti vla-
ken je nutné velmi presné nastavit tak, aby jejich vzdalenost od CCD kamery byla stejna
a fazovy rozdil referencnich vln na detektoru nulovy (vymizi interferenéni prouzky).

Meéreni probihé néasledujicim zptisobem: Nejprve je proveden zaznam interference z obou
vétvi interferometru. Nasleduji dva intenzitni zéznamy, vzdy pii jedné vétvi zakryté.
Timto zptisobem zaznamename intenzitu predmétové i referencéni viny. Odec¢tenim vsech
t11 hologramti ziskame hologram bez pfitomnosti téchto nezadoucich ¢leni.

44



(@) (b) (c)

Obréazek 21: Rekonstrukce ¢arového testu pro parametry d=80 mm a w=10 mm: (a) rekon-
strukce idealniho obrazu, (b) rekonstrukce po odecteni referencni vlny, (c) rekonstrukce
po odecteni referen¢ni a predmétové viny.

Rekonstrukce provedené v této geometrii mély i po odecteni obou intenzit velmi niz-
kou kvalitu. Degradace obrazu byla zptisobena také v diisledku nedokonalého vzajemného
sefizeni bodovych zdrojt sférickych referen¢nich vin. Z tohoto divodu byl proveden za-
znam hologramu numericky. Na obrazku 21 a 22 jsou prezentovany rekonstrukce ¢arového
testu a amplitudové masky. Obraz USAF testu jsme zaznamenali pfimo na CCD kameru
a tento zaznam pouzili pti simulaci hologramu numericky v pocitaci. Z rekonstrukce je
patrna degradace obrazu i po odec¢teni intenzity referen¢ni a predmétové viny, a tedy silny
vliv komplexné sdruzeného obrazu. Tyto rekonstrukce demonstruji moznosti metody za
danych geometrickych parametri zaznamu.

(@) (b) (c)

Obrazek 22: Rekonstrukce amplitudové masky pro parametry d=80 mm a w=10 mm:
(a) rekonstrukce idedlniho obrazu, (b) rekonstrukce bez jakékoli upravy, (c) rekonstrukce
po odecteni referen¢ni a pfedmétové viny.
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8 Priklady aplikaci digitalni holografické mikroskopie

Zékladni omezeni digitalni holografie vychazi ze vzorkovaciho kritéria. Pokud jsou vsak
zkoumané vzorky malé, je mozné objekty zobrazovat s dostateénym rozlisenim. Z tohoto
divodu nachéazi digitalni holografie své uplatnéni predev§$im na poli mikroskopie pii zob-
razovani biologickych objekti [6].

Holograficky mikroskop miize pracovat v osové i v mimoosové konfiguraci. Mikroskopy,
které jsou zndzornény na obrazcich 23 a 24, vyuzivaji rovinné referenc¢ni viny. Na obrazku
23 je znazornéna mimoosova konfigurace, kde naklonem zrcadla lze ménit sklon referenc¢ni
vlny, a na obrazku 24 je potom typické osové schéma zaznamu hologramu. Jak jsme jiz
zminili, provadime-li zaznam v osové konfiguraci, je nutné pracovat pouze s propustnymi
nebo polopropustnymi vzorky, jinak dochazi k degradaci obrazu [6].

Tyto mikroskopy nachézeji své uplatnéni naptiklad pii manipulacich s mikroc¢asticemi
pomoci optické pinzety nebo také pii analyze pii¢né polohy, pri¢nych rozméri a rych-
losti souboru c¢astic. Jelikoz obrazy jsou rozostreny v podélném smeéru, nelze primo urcit
souvisejici podélné veliciny [6].

Beamsplitter

Mirror HCCD-
 Array
Reference IMicroscope

Arm Objective
AL Specimen

Beam- Holder

Collimator splitter
=

Obrazek 23: Sestava pro mimoosovou holografickou mikroskopii [6].

3 e -

Collimator Samples CCD-Array

Obrazek 24: Sestava pro osovou holografickou mikroskopi [6].

DIHM pracuje se sférickou rekonstrukéni vinou a dokéze dosdhnout dobrého rozliseni
i v podélném sméru [7]. Tato technika proto nachazi své uplatnéni pti studiu proudéni te-
kutin skrze mikrokanalky nebo pfi obtékani riznych mikroskopickych prekazek. Pochopeni
téchto principi je uzitecné nejen pro védu, ale také napriklad pro vyvoj biomedicinskych
nastroji. Proudnice jsou zviditelnény pomoci latexovych kulicek, jejiz pohyb je zazna-
menan sekvenci holografickych zaznamu. Kazdy z téchto zaznamu je schopny zmapovat
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velkou cast sledovaného prostoru bez jakéhokoli preostrovani, které by bylo nezbytné
v tradi¢ni mikroskopii [7].

400

350 . (c)

300 = b4 PN e st b

250 .'_--......___ N . YRR A
. e 2 A

Bead Speed (um/s)
n
8

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Bead Position (um)

Obrazek 25: Pohyb latexovych kulicek (5 pm) kolem sférické prekazky (140 pm)
(A=532 nm, NA=0,2) [7].

Na obrézku (25A) je zachycen pohyb latexovych kulicek kolem sférické prekazky. Re-
konstrukce byla provedena z hologramu, ktery vznikl souc¢tem dvou stovek hologrami
zaznamenanych v intervalech 67 ms. Ze sousednich poloh kulicek byla vypocitana rych-
lost proudéni znazornénd na obrazku (25B) [7] .

Obrazek 26: Organismy pozorované podvodni sestavou DIHM. A, Paramecium. B-D, Tra-
jektorie rtuznych druhii organismil zaznamenané rychlosti 15 zaznamii za sekundu. B, (-
liate; C, Didinium; D, Rotifer, [7].

V biologii se DIHM uplatiiuje pfi studiu pohybu mikroorganismu. Jelikoz ve srov-
nani s konvenc¢ni mikroskopii neni potieba vzorky jakkoli upravovat, tato nova technika
umoznuje studovat mikroorganismy v jejich prirozeném prostiedi. Obvykle se v urcitych
casovych intervalech zaznamend sekvence hologramii, které jsou od sebe navzajem odecte-
ny a vysledny hologram rekonstruovan. Timto postupem dojde k odecteni stacionarnich
struktur spolu s riiznymi nezadoucimi artefakty. Ve vysledné rekonstrukci vidime jen po-
hybujici se objekty [7].
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Obrazek 27: Podvodni sestava pro DIHM [7].

Rozmach metody je také patrny v ¢lanku [11], kde je prezentovan algoritmus umoz-
nujici automatické sledovani mikroskopického organismu v prostoru. Algoritmus obsahuje
funkci vyhledavani a preostieni na dany objekt.

Pro potieby studia zivota v oceanech byl vyvinut podvodni mikroskop zalozeny na DIHM.
Sestava je znazornéna na obrazku 27. Cely systém se sklada ze dvou tlakovych komor.
V jedné je umistén laser a v druhé komote CCD kamera. Mezi témito komorami volné
proudi voda. Prototyp byl testovan patnact metrt pod hladinou. Rekonstrukce organismi
pofizené timto piistrojem jsou znazornény na obrazku 26 [7].

Obrazek 28: (a) Hologram latexovych kulicek (4 pm) zaznamenany v transmisnim rezimu
DIHM, (b) odpovidajici rekonstrukce, (c) stejny zdznam porizeny konvenénim mikrosko-
pem (40x objektiv, NA=0,6) [24].

V [24] je demonstrovan mikroskop pracujici na principu DIHM, umoziiujici pfepinani
mezi mimoosovym reflexnim a osovym transmisnim rezimem. V obou rezimech je pouzita
sférickd referenc¢ni vlna. Na obrazku 28 je znazornéna rekonstrukce latexovych kulicek
zaznamenand timto mikroskopem v transmisnim rezimu. RozliSovaci moznosti jsou de-
monstrované na obrazku 29.
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Obrazek 29: Demonstrace rozliSeni v osovém transmisnim mikroskopu. (a-c) hologram
US-AFT, (d-e) pfislusné rekonstrukce [24].

Obrazek 30: Studie pohybu fasy v zavislosti na teploté (d=15 mm, w=1 mm) [16].

Nazornym prikladem uzitecnosti metody pfi studiu chovani mikroskopickych orga-
nismi je studie vlivu teploty na pohyb fasy (Alexandrium). P¥irozenou teplotou pro tyto
fasy je 16°C. Pri vyssi teploté vlivem ztraty bic¢iku nejsou tyto jednobunécné organismy
schopné primocarého pohybu a pohybuji se po kruhovych trajektoriich. Obréazek 30 obsa-
huje zdznamy pohybt této fasy pro dvé rtizné teploty. Zaznam byl pofizen z hologramu,
ktery vznikl sou¢tem sta hologrami zaznamenanych v ¢asovém rozmezi 0,33 s [16].

Dalsi pfiklady rekonstrukei mikroskopickych organismii najdeme napiiklad v [15].
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9 Zavér

V této diplomové praci byly shrnuty zakladni fyzikalni a matematické principy digitalni
holografie se specidlnim zaméfenim na digitalni osovou holografickou mikroskopii (DIHM).

Prvni ¢ast prace dava do souvislosti polohu predmétového a obrazového bodu v za-
vislosti na geometrii zdznamu hologramu. Pozornost je predevsim vénovana podrobnému
odvozeni pri¢ného a podélného profilu bodové rozptylové funkce. Prislusné vypocty byly
provedeny ve Fresnelové aproximaci. Ukazali jsme, ze vysledky jsou spolecné pro osovou
holografii, mimoosovou holografii a pro osovou holografii s paraboloidni referen¢ni vlnou
(Fresnelova aproximace DIHM). Na zékladé ziskanych poznatki bylo odvozeno podélné
a pritné kritérium rozliseni. Vysledky jsou ve shodé s rozliSovacimi kritérii [7] pro DIHM
se sférickou referen¢ni vlnou. Ve Fresnelové aproximaci je dvoubodové piicné rozliseni
nepfimo imérné predmétové vzdalenosti a pfimo imérné rozmértim detektoru.

Digitalni holografie je dvoustupnovy proces. Sklada se ze zaznamu hologramu a na-
sledné digitalni rekonstrukce. Pro tcely rekonstrukce byl v programu MATLAB naprogra-
movan rekonstrukéni algoritmus vyuzivajici Fresnelovu aproximaci difrakéniho integralu.
Algoritmus je zaloZeny na principu jednostupnového sifeni, ktery jsme popsali ve ¢tvrté
kapitole.

Podstatnym omezenim digitalni holografie je vzorkovaci kritérium, které piimo ome-
zuje rozlisSeni dané zobrazovaci soustavy. V paté kapitole jsme podrobné diskutovali pod-
minky omezujici geometrii zaznamu pro osovou holografii, mimoosovou holografii a oso-
vou holografii s paraboloidni referen¢ni vlnou. Vypocty byly opét provedeny ve Fresnelové
aproximaci. Odvodili jsme, Ze nejlepsiho rozliSeni je schopna dosdhnout v dané aproximaci
osova holografie s paraboloidni referen¢ni vilnou. Zobrazovaci vykon v zavislosti na zorném
poli byl pro jednotlivé techniky zadznamu ohodnocen veli¢inou SW. Rozdily mezi témito
zavislostmi byly nejpodstatnéjsi pro maléa zorna pole, pricemz nejvyssich hodnot SW do-
sdhla osova holografie s paraboloidni referen¢ni vinou. V ¢lanku [13] byly tyto zavislosti
odvozeny pro osovou a mimoosovou holografii. Nase vysledky jsou plné ve shodé.

Druhéa c¢ast diplomové prace obsahuje experimentalni vysledky. Cilem téchto experi-
mentt bylo ovérit zakladni fyzikalni principy DIHM. Nejprve byly pro rekonstrukeci rovin-
nou vlnou ovéreny vztahy mezi polohou obrazového a predmétového bodu. Nésledovalo
ovéreni zavislosti polositky pricného a podélného profilu PSF na parametrech soustavy.
Vysledky ukazuji na dobrou shodu mezi teorii a experimentem.

Na zavér byly zobrazovany realné objekty, napt. ¢arové testy. Rekonstrukce téchto
objektt vykazuji znatelnou degradaci obrazu vlivem pritomnosti komplexné sdruzeného
obrazu. Zaznam jsme také provedli pomoci dvou vétvi Machova-Zehnderova interferome-
tru. Diky tomuto usporadani je mozné od hologramu odecist intenzitu referencni a pred-
meétové viny. Vyslednd rekonstrukce byla velmi nekvalitni, proto byl zaznam hologramu
USAF testu modelovan numericky. V rekonstrukei tohoto hologramu byly pfitomny neza-
douci artefakty i po odecteni referen¢ni a predmétové intenzity. Podle [7] by se vliv kom-
plexné sdruzeného obrazu mél podstatné redukovat s vétsimi rozméry detektoru a mensi
predmétovou vzdalenosti.

Experimentalni ¢ast prace tedy na jednu stranu ovérila zakladni principy DIHM a na dru-
hou upozornila na omezeni pii zobrazovani skutecnych vzorkd za danych geometrickych
parametri geometrie zaznamu. Tyto parametry jsme zvolili tak, aby byla splnéna Fresne-
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lova aproximace (misto sférické referenéni vlny jsme pracovali s paraboloidni referenéni
vlnou).

Tato diplomova prace rozsituje diplomové prace vénujici se digitalni holografii na ka-
tedfe optiky [25].
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