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Resumo

A Microscopia Holografica Digital (MHD) é uma técnica interferométrica que permite a
reconstrucao tridimensional de objetos microscopicos de fase com alta resolucao e sem a
necessidade de marcadores. Este projeto tem como objetivo desenvolver um sistema robusto
de MHD baseado na arquitetura de um interferometro de Mach-Zehnder, precisamente
alinhado sobre uma mesa inercial para garantir estabilidade de fase. O sistema foi
projetado para a aquisicao e reconstrugao numérica de hologramas digitais, fornecendo
imagens de contraste de fase quantitativo. Apresentamos uma estrutura teérica e pratica
abrangente para a montagem do sistema, juntamente com uma andalise detalhada dos
métodos numéricos utilizados para a reconstrucao holografica. As capacidades do nosso
aparato sao demonstradas por meio da imageamento de glébulos vermelhos humanos,
destacando seu potencial para diagnosticos médicos—particularmente na identificacao de
anomalias morfologicas associadas a condigoes como a anemia falciforme. Nossos resultados
reforcam a viabilidade da MHD como uma ferramenta poderosa para analise biologica
nao invasiva e abrem caminho para futuras integragdes com protocolos automatizados de
triagem de doencas.

Palavras-chave: Microscopia holografica digital, holografia digital, amplitude e fase da

luz



Abstract

Digital Holographic Microscopy (DHM) is a powerful interferometric technique that enables
high-resolution, label-free, three-dimensional reconstruction of microscopic phase objects.
This project aims to develop a robust DHM system based on a Mach-Zehnder interferometer
architecture, precisely aligned on an inertial table to ensure phase stability. The system is
designed for the acquisition and numerical reconstruction of digital holograms, providing
quantitative phase contrast imaging. We present a comprehensive theoretical and practical
framework for the system’s assembly, alongside a detailed analysis of the numerical
methods employed for holographic reconstruction. The capabilities of our apparatus are
demonstrated through the imaging of human red blood cells, highlighting its potential for
medical diagnostics—particularly in identifying morphological abnormalities associated
with conditions such as sickle cell anemia. Our results underscore the viability of DHM as
a powerful tool for non-invasive biological analysis and pave the way for future integration
with automated disease screening protocols.

Keywords: Digital holographic microscopy; digital holography; amplitude; light phase.
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1 Introducao

A palavra holografia vem do grego e significa toda escrita ou sinal inteiro , sendo
"holos"(todo, inteiro) e "grafos'(sinal, escrita). A holografia é, segundo o dicionario, uma
técnica para obter imagens em trés dimensoes de um objeto iluminado. (PRIBERAM,
). Em simples palavras, é um método 6ptico que consiste em armazenar e reconstruir as
informagoes da fase e amplitude da frente de onda difratada ou refletida de um objeto,

aproveitando a interferéncia de dois feixes.

A historia da holografia esta profundamente relacionada a compreensao da natureza
ondulatéria da luz. Em 1801, Thomas Young demonstrou de forma satisfatoria essa
natureza ondulatéria por meio de seu famoso experimento da dupla fenda, estabelecendo
os fundamentos para o desenvolvimento futuro da holografia (GABOR, 1971). Mais de
um século depois, em 1947, Dennis Gabor, considerado o precursor da holografia, comecou
a desenvolvé-la enquanto tentava melhorar a resolugdo de microscopios eletronicos. Gabor
descreveu um método para registrar a informagao completa de um campo de luz, incluindo

sua fase e amplitude, em uma placa fotografica (GABOR, 1948).

No entanto, a holografia de Gabor apresentava algumas limitacoes significativas. A
principal delas era a necessidade de uma fonte de luz altamente coerente. Essa limitagao
foi superada com a invencao do laser na década de 1960(LEITH; UPATNIEKS, 1963).
Os lasers proporcionaram uma fonte de luz com a coeréncia necessaria para a holografia,
permitindo a criagao de hologramas mais claros e detalhados. Este avango marcou o

verdadeiro inicio da era moderna da holografia.

O processo de gravacao e reconstrucao da frente de onda luminosa foi inicialmente
descrito por G. L. Rogers em 1950 para investigar efeitos Opticos. Rogers foi o primeiro a
utilizar o termo "holograma'para descrever o registro codificado da frente de onda luminosa,
conforme detalhado em seus trabalhos sobre o design de experimentos para gravacao e

reconstrugao de objetos tridimensionais em luz coerente (ROGERS, 1966).

Quando o holograma gravado é iluminado com o feixe de referéncia, ele difrata a luz
de tal forma que recria a frente de onda original do objeto, permitindo que um observador
veja uma imagem tridimensional (BRITO, 2015). Essa propriedade de recriar a imagem
tridimensional é uma das caracteristicas mais notaveis da holografia e a distingue de outras

formas de imagem tridimensional, como a estereoscopia (BENTON; BOVE, 2008).

Com diversas aplicagoes praticas, a holografia pode ser usada para medir deforma-

goes e vibragoes de objetos, andlise de tensdes em materiais e estudo de fluidos (KREIS,
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2005). Na area da seguranga, hologramas sao amplamente usados em cartoes de crédito,
passaportes e outros documentos importantes para evitar falsificagbes (GOODMAN, 1996).
No campo da arte, hologramas sao usados para criar exposi¢oes tridimensionais impressio-
nantes (GOODMAN, 1996). E, mais recentemente, a holografia tem sido explorada para
uso em tecnologias de realidade aumentada e virtual, abrindo novas fronteiras na interagao

homem-maquina. (BENTON; BOVE, 2008)

Além das aplicagbes mencionadas, a holografia também se mostrou promissora em
areas como a microscopia, sendo usada para gerar imagens tridimensionais de alta resolucgao.
Essa capacidade tem contribuido significativamente para um diagndstico mais preciso de
condigoes médicas, como a anemia falciforme (BRITO, 2015). Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho é estudar e desenvolver um microscopio hologréafico digital, explorando suas

potenciais aplicagoes na medicina e em outros campos cientificos.

A microscopia hologréfica digital é uma técnica avangada de imagem amplamente
utilizada em diversas areas devido a sua capacidade de oferecer informagcoes volumétricas
precisas e detalhadas de objetos microscopicos. Na biologia e medicina, ela permite
o estudo de células, tecidos e organismos vivos em tempo real, sem a necessidade de
corantes ou fixadores, possibilitando a observacao de processos biologicos complexos com
alta resolugao (BRITO, 2015). J4 na engenharia e ciéncia dos materiais, essa técnica é
empregada na andlise de superficies, medicao de deformagoes e inspecao de materiais,
sendo especialmente til para identificar defeitos e irregularidades em componentes e
auxiliar no controle de qualidade de produtos. (MONTEIRO, 2012)

Além de suas aplicacoes praticas, a microscopia holografica digital tem-se consoli-
dado como ferramenta essencial para investigacao cientifica multidisciplinar, permitindo
a analise ndo invasiva de fendmenos microscopicos com precisao tridimensional. Neste
contexto, este trabalho visa desenvolver um sistema avangado de captura e reconstrucao
de hologramas digitais, combinando fundamentos de 6ptica fisica, técnicas experimentais e
processamento computacional. Este trabalho busca nao apenas implementar a técnica,
mas também explorar seu potencial para quantificar dindmicas estruturais em escala
microscopica, com aplicacdoes que vao desde a biologia celular até a caracterizacao de
materiais. Ao integrar hardware especializado e algoritmos de reconstrucao, pretende-se
contribuir para o aprimoramento dessa metodologia, ampliando suas possibilidades no

estudo de sistemas complexos.
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2 Principios da Holografia

2.1 Holografia Classica

A holografia digital foi primeiro apresentada em 1948 pelo Engenheiro hingaro-
britdnico Dennis Gabor, que publicou o artigo A new microscopic principle na revista
Nature(GABOR, 1948), ao tentar resolver o problema da perda de resolugao de imagens
do microscépio eletronico. Ele propds um registro fotografico das imagens chamado de
holografia. Os microscopios 6pticos tinham o problema da limitacao de imagens, ja que os

mesmos s6 obtém resultados bidimensionais. (ZHANG; YAMAGUCHI, 1998)

Dennis Gabor, apés muito pensar e estudar sobre o assunto, fez iniimeros expe-
rimentos no intuito de estudar e aprimorar a holografia. A configuragao inicial desse
processo, descreve um método de imagem sem lentes em duas etapas. Gabor registrou
fotograficamente um padrao de interferéncia gerado pela interacao entre a luz dispersa de
um objeto e uma onda de referéncia coerente, cunhando o termo "holograma."No segundo
estagio, a reconstrucao da imagem ocorria pela difracdo de um feixe coerente por uma

transparéncia correspondente ao holograma desenvolvido (HECHT, 2017).

A holografia é um processo, de dois passos, que registra o padrao de franjas de
interferéncia luminosa entre dois feixes de luz e os reconstréi a frente de onda com as
mesmas caracteristicas da original. (BRITO, 2015) De modo que se possa observar uma,

imagem tridimensional do objeto.

Com o passar dos anos, a holografia evoluiu significativamente, especialmente apos
a invencao do laser em 1960, que forneceu uma fonte de luz coerente ideal para a produgao
de hologramas de alta qualidade. Pesquisadores como Emmett Leith e Juris Upatnieks, nos
Estados Unidos, e Yuri Denisyuk, na Uniao Soviética, desenvolveram técnicas avangadas
que permitiram a criagao de hologramas tridimensionais mais nitidos e detalhados. Hoje,
a holografia continua a ser um campo de pesquisa ativo, com novas tecnologias, como
os hologramas digitais gerados por computador e os displays holograficos, prometendo

revolucionar areas como realidade aumentada, armazenamento de dados e imageamento

médico. (GOODMAN, 1996)

2.1.1 Geragdo do Holograma

A priori, a gravagao hologréfica analégica de um objeto pode ser definida como o

registro do padrao de interferéncia entre uma onda (FO) que emana do objeto e uma onda
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de referéncia (FR) que nao interage com o objeto. Quando a diregdo de propagacao de FR
nao coincide com a de FO, diz-se que uma geometria fora de eixo esta sendo utilizada. O
registro desse padrao de interferéncia por meio de um meio sensivel a luz é o que chamamos
de holograma. (SOSA, 2014)

Considerando o espectro eletromagnético, a faixa 6ptica (400 - 700 nm) destacou-
se como a mais adequada para holografia devido a alta resolugao proporcionada pelos
comprimentos de onda curtos, a sensibilidade do olho humano e a disponibilidade de
materiais de registro otimizados. Dentre as fontes de luz nessa faixa, o laser (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation) sobressaiu-se por oferecer coeréncia,
monocromaticidade e alta intensidade, propriedades essenciais para a formacao de padroes

de interferéncia estaveis no registro holografico (LOPEZ, 2012).

Veja que a imagem abaixo representa um holograma cléassico.

HOLOGRAMA

FR

RN O

LASER BS FO

Figura 1 — Gravagao holografica (em linha) e reconstru¢ao de uma imagem.

O processo de geracao de um holograma, ilustrado na Figura 1, inicia-se com um
feixe laser que é dividido por um beamsplitter (BS) em dois bragos: o feixe de referéncia,
que incide diretamente no meio de registro, e o feixe objeto, que é refletido pelo alvo a
ser holografado. Quando os dois feixes se recombinam no meio de registro (como uma
emulsdo fotogréfica ou um sensor digital), o padrdo de interferéncia resultante é gravado,
codificando tanto a intensidade quanto a fase da luz refletida pelo objeto. Esse padrao,
ap6s processamento, reconstitui a onda luminosa original, criando a ilusao tridimensional

caracteristica dos hologramas.

Note que os dispositivos de detecgao sao sensiveis apenas a intensidade da luz, logo,
analisaremos esse fenomeno de acordo com a intensidade luminosa (I). Esta intensidade,
distribuida sobre um anteparo, resulta da sobreposigao dos feixes objeto (O) e referéncia

—

(R). Cada feixe é representado pelos vetores de campo elétrico, e ao combiné-los, obtemos
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o campo elétrico total E = O + R. (SOSA, 2014) (LOPEZ, 2012) Com isso,

I=|EP=|0+RP?=0O+R)" (O+R)=|0P+|R?+0"-R+RF-0 (21)
onde os dois primeiros termos sao os de ordem zero (ou autocorrelacao), e o terceiro

e 0 quarto sao as imagens real e virtual, respectivamente (BRITO, 2015).

Quando,
O = Oye (2.2)

R = Rye'? (2.3)

A funcao da intensidade torna-se:

I =100 + |Ro|* + 2(Ry - Op) cos(¢y — o) (2.4)

Essa equacao representa a intensidade sobre o plano do holograma, no qual é

registrada a interferéncia dos feixes.

Um aspecto importante da holografia é que cada ponto do holograma armazena
informacoes sobre todo o objeto registrado. Isso significa que, diferentemente de uma
fotografia comum, qualquer parte do holograma contém dados sobre toda a cena capturada.
Essas informagoes sao gravadas através de um processo chamado interferometria, que
compara e registra as diferencas entre dois estados diferentes da luz (como antes e depois

de interagir com o objeto).

Na prética, a reconstrugao ocorre ao iluminar o holograma com um feixe idéntico
ao utilizado como referéncia durante o processo de gravacao, como na equagao 2.5 que
representa o campo ondulatorio reconstruido. Isso permite a formacgao de uma imagem
virtual na mesma posicao em que o objeto original se encontrava. Para o observador,
essa imagem parece estar localizada atras do holograma, proporcionando a sensacao de

tridimensionalidade. Matematicamente, o processo de reconstrugao pode ser escrito como:

IR = R|O)? + R|R|* + R(O* - R) + R(|R| - O) (2.5)

Adicionalmente, uma imagem real é gerada no mesmo lado onde o observador
se encontra, mas esta nao é visivel diretamente, pois esta fora de foco. No entanto,
ao posicionar uma tela em um local adequado, é possivel visualizar essa imagem real,

ampliando as possibilidades de andlise e exploragdo do holograma. (FANTIN, 2003).
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A reconstrucao 6ptica dos campos ondulatérios que representam um objeto a partir
de seu holograma gera simultaneamente uma imagem real e uma imagem virtual. A
imagem real se forma pela convergéncia da frente de onda, resultando em uma imagem
nitida. J& a imagem virtual é criada pela divergéncia da frente de onda, dando a impressao
de que a luz esta sendo emitida pelo objeto, tal como estava posicionado durante a gravagao

do holograma. (KREIS, 2005)

2.2 Holografia Digital

A holografia classica, apesar de produzir hologramas de alta qualidade, é um
processo notoriamente moroso e intensivo, no qual é recorrente o uso de métodos quimico-
fotograficos. Em contrapartida, a holografia digital permite uma reconstrucao numérica e
a geracao de imagens digitais, utilizando um método muito mais simples de gravagao de

imagem, com laser, camera CCD e computador. (FLORES, 2019)

Uma das capacidades fundamentais da holografia - tanto cldssica quanto digital
- ¢ registrar simultaneamente a amplitude e a fase do campo 6ptico. O diferencial da
holografia digital esta na quantificacdo numérica direta desses parametros, possibilitada pelo
processamento computacional dos padroes de interferéncia capturados por sensores digitais.
Esse avanco, aliado ao desenvolvimento de técnicas de armazenamento e processamento
digital, permite calcular com precisao tanto a amplitude quanto a fase separadamente -
uma analise quantitativa que na holografia convencional exigia processos indiretos e mais
complexos (MONTEIRO, 2012).

Veja que é comum ver na literatura diversos termos para descrever "holografia',
entre eles, um dos mais utilizados é a interferometria. Com o avanco das tecnologias
de laser e o aprimoramento da resolucao dos sensores de imagem, foi possivel, também,
aprimorar as técnicas de holografia. Como resultado, as fronteiras entre interferometria
de Michelson, interferometria de Mach-Zehnder, interferometria de Twyman-Green e
holografia interferométrica tornaram-se consideravelmente mais fluidas do que antes. O
propésito unificador dessas abordagens é registrar e reconstruir a frente de onda optica,
independentemente de sua textura. Isso indica uma interconexao fundamental entre a
holografia e a interferometria, estreitando ainda mais seus lagos.(PICART; LI, ) Neste
trabalho, como é possivel ver a seguir, foi usado um interferémetro de Mach-Zender para

a montagem experimental.

Como dito anteriormente, o holograma é uma representagao digital do padrao de
interferéncia resultante da interacao coerente entre a onda proveniente do objeto e a onda

de referéncia. A frequéncia espacial desse padrao é influenciada pelo angulo formado entre
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esses dois campos de onda interferentes. A reconstrugao digital da onda complexa, que

incorpora informacoes sobre a amplitude e a fase, é realizada com base na integral de
difracao de Kirchhoff. (FERNANDEZ, 2017)

2.3 Aplicagoes

A holografia, uma técnica avancada de imagem tridimensional, possui uma ampla
gama de aplicacoes em diversas areas, desde ciéncia e medicina até arte e entretenimento.
Na medicina, por exemplo, a holografia é utilizada para visualizacao e anélise de estruturas
anatomicas complexas, permitindo uma melhor compreensao das relagoes espaciais entre
6rgaos e tecidos. Além disso, na industria, a holografia é empregada em testes nao
destrutivos e inspecao de qualidade de produtos, proporcionando uma analise detalhada
de superficies e estruturas. Na area de seguranga, a holografia é utilizada em sistemas de
autenticacao e identificagao, como cartoes de crédito e passaportes, devido a sua capacidade
de criar imagens dificeis de serem falsificadas. Na arte e entretenimento, a holografia é
explorada para criar experiéncias visuais imersivas e cativantes, como em exposicoes de arte
holografica e espetéculos de hologramas em concertos e eventos. (ZHANG; YAMAGUCHI,
1998)
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3 Microscopia Hologrética Digital

3.1 Principios da Microscopia

A microscopia é uma técnica essencial na ciéncia e na medicina, permitindo a
visualizacao de estruturas invisiveis a olho nu. Com o desenvolvimento de diferentes
tipos de microscopios, os cientistas puderam explorar o microcosmo com detalhes sem

precedentes.

Um microscopio 6ptico convencional é composto principalmente por dois tipos
especificos de lentes: a objetiva e a ocular. A lente objetiva é responsavel pela primeira
etapa da ampliacdo, criando uma imagem ampliada do objeto observado. A lente ocular,
por sua vez, amplia ainda mais essa imagem, tornando-a visivel ao olho humano. Além
das lentes, uma fonte de luz é crucial para a iluminacao da amostra. Esta luz atravessa a
amostra, ou é refletida nesta, permitindo que detalhes finos, como os globulos vermelhos
do sangue, por exemplo, sejam visualizados com clareza. A combinacao dessas lentes
e da iluminagao adequada nao apenas amplia as estruturas mintsculas, mas também

melhora o contraste e a resolugdo da imagem, facilitando a analise detalhada das amostras
(MURPHY; DAVIDSON, 2013).

O desenvolvimento de técnicas avancadas de microscopia, como a microscopia
de fluorescéncia e a microscopia eletronica, expandiu ainda mais as capacidades dos
microscopios. A microscopia de fluorescéncia utiliza fluoréforos para marcar componentes
especificos das células, permitindo a visualizagdo de processos biolégicos em tempo real
(SLAYMAN, 2001). J& a microscopia eletrdnica, que inclui a microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e a microscopia eletronica de transmissao (MET), utiliza feixes de
elétrons em vez de luz para obter imagens com resolu¢ao muito superior, revelando detalhes

ultrafinos das estruturas celulares e moleculares (FUNK, 2008).

Como visto anteriormente, Gabor desenvolveu a holografia para superar as limitagoes
dos microscépios Opticos convencionais, permitindo a obtencao de imagens tridimensionais
de amostras microscépicas (GABOR, 1948). A microscopia hologréfica digital, uma das
aplicagoes mais eficientes da holografia moderna, alcanga esses objetivos com vantagens
préticas significativas. Ao substituir os processos analégicos por captura digital (sensores
CMOS) e reconstrugao computacional, a técnica elimina dificuldades inerentes aos métodos

tradicionais.

Entre suas principais vantagens, destaca-se a profundidade de campo estendida, que
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contorna a limitacao imposta pela alta magnificacdo em microscopia convencional. Além
disso, permite o foco a posteriori em diferentes planos da amostra, facilitando analises
tridimensionais precisas (JUNIOR, 2012). Esses avangos tornam a técnica particularmente
valiosa para estudos que demandam reconstrugao tridimensional de estruturas microscépicas

sem perda de resolugao.

3.2 InterferOmetro de Mach-Zehnder

O interferometro de Mach-Zehnder (Fig. 2), desenvolvido por Ludwig Mach e
Ludwig Zehnder, é uma engenhosa invencao que permite explorar a interferéncia da
luz. Composto por dois divisores de feixe e espelhos, ele divide um feixe de luz em dois
caminhos distintos e depois os recombina. As diferencas de fase entre esses caminhos
geram padroes de interferéncia, revelando detalhes sutis sobre as propriedades 6pticas e

fisicas dos materiais.

Laser BS

. "N\

FO
Anteparo 1
\ -
|
Anteparo 2

Figura 2 — Esquema da configuragao experimental para um interferémetro de Mach-
Zehnder

A versatilidade do interferometro de Mach-Zehnder o torna indispensavel tanto em
pesquisas fundamentais quanto em aplicagdes praticas. Na holografia digital, por exemplo,
ele pode ser utilizado para gerar os feixes de referéncia e objeto com controle preciso de
fase e intensidade, essenciais para a captura de hologramas de alta qualidade. Além disso,

sua configuracao permite o estudo de fenémenos como variagoes de indice de refracao
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em materiais e a detecgdo de minimas deformagoes mecanicas, demonstrando sua ampla

utilidade em metrologia 6ptica e imageamento cientifico.

Além disso, a escolha do Mach-Zehnder para aplicacoes em microscopia holografica
digital é estratégica devido a sua configuragao de dois caminhos separados. Essa separagao
permite que o microscopio, que contém a amostra, seja facilmente inserido em apenas um
dos bragos (o feixe de objeto), enquanto o outro brago permanece livre como o feixe de
referéncia. Essa arquitetura de feixes fisicamente separados confere grande flexibilidade
e facilita o alinhamento, o que seria significativamente mais dificil de ser alcangado em
interferometros de reflexao, como o de Michelson, onde os feixes de objeto e referéncia

geralmente compartilham o mesmo percurso ou sao sobrepostos

3.3 Montagem Experimental

A montagem experimental deste trabalho baseia-se em um interferémetro de Mach-
Zehnder modificado, utilizando um laser de He-Ne (632, 8nm) como fonte luminosa coerente.
O sistema 6ptico inicia-se com um filtro espacial (FE) (composto por uma lente objetiva
e um pinhole de 30um) que retira a colimagao do feixe laser, produzindo uma frente de
onda plana ideal para interferometria. O feixe é entao dividido pelo primeiro divisor de
feixe (BS) (90/10) que transmite 90% da luz que recebe e reflete os outros 10% em dois
bragos: o feixe de referéncia (10%) e o feixe objeto (90%).

O feixe objeto (FO) é direcionado para a amostra (A) e, subsequentemente, para
uma lente objetiva (LO) que amplifica a imagem, enquanto o feixe de referéncia (FR)
percorre um caminho separado com controle de intensidade, feito com o uso de filtros de
densidade neutra. A recombinacao dos feixes a partir do segundo divisor de feixe (BS)
(50/50) gera o padrao de interferéncia que é capturado por uma cdmera CMOS, permitindo
o registro digital do holograma. Esta configuracao oferece vantagens significativas em
termos de resolugao espacial e sensibilidade quando comparada a sistemas convencionais.

Observe o esquema a seguir:
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"

Laser
(632,8 nm)

LO BS
A 50/50) CcCD

Figura 3 — Esquema experimental usado para Microscopia Holografica Digital.

Aqui tém-se uma foto da montagem experimental na mesa Optica:

Figura 4 — Foto da configuragdo experimental para Microscopia Holografica Digital.

No protétipo desenvolvido, a lente objetiva foi posicionada a uma distancia fixa
da camera CMOS, estabelecendo uma relagdo de magnificagdo constante para andlise
dimensional direta das amostras. A calibracao do sistema foi realizada utilizando uma
régua de calibragdo padronizada (escala de 10um, Fig. 7), permitindo a conversao pixel-
para-micrometros. Mediante este procedimento, determinou-se que os globulos vermelhos
analisados apresentam didmetro de 6,53 4+ 0, 16um (Figuras 5 e 6), valor condizente com

a literatura para eritrocitos humanos (BRITO, 2015).

Para garantir a estabilidade do padrao de interferéncia, a montagem foi realizada

em uma mesa Optica com isolamento vibratorio, minimizando perturbac¢oes mecanicas
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Figura 6 — Medida do tamanho de um

Figura 5 — Medida do tamanho de trés )
glébulo

glébulos em um holograma

externas. Adicionalmente, filtros 6pticos foram inseridos no braco de referéncia para
equilibrar a intensidade dos feixes, otimizando o contraste dos padroes de interferéncia

capturados pela camera CMOS.

Os hologramas capturados foram processados no software HOLODIG (desenvolvido
por Francisco e Guillermo Palacios no MATLAB®), que implementa alguns métodos de
reconstrucao: transformada de Fourier, método do espectro angular e o método da dupla

propagacao cujos detalhes computacionais serdo discutidos na Secao 4..

Figura 7 — Régua de Calibracao

3.4 Aplicacoes

A técnica empregada neste trabalho consiste em um método avancado, que tem
sido amplamente utilizado em diversas areas devido a sua capacidade de oferecer uma
visualizacao precisa e detalhada de objetos microscopicos em trés dimensoes. Na biologia

e medicina, por exemplo, ela permite o estudo de células, tecidos e organismos vivos
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em tempo real, sem a necessidade de corantes ou fixadores que poderiam interferir na

integridade da amostra.

Como demonstrado por (MONTEIRO, 2012), esta técnica permite a andlise tridi-
mensional quantitativa de superficies com resolugdo nanométrica, superando as limitagoes
dos campos 6pticos convencionais com relagao a profundidade de campo e capacidade de
medicao precisa.

No contexto da engenharia e ciéncia dos materiais, a técnica tem-se mostrado
eficaz para aplicagoes em metrologia de superficies, possibilitando medigoes precisas de
rugosidade e topografia (KREIS, 2005). Outra aplicagao significativa encontra-se na éarea
de inspecao nao destrutiva, onde o método permite a identificagdo precisa de defeitos

internos e trincas em componentes industriais.

No ambito industrial, a microscopia holografica digital vem sendo incorporada em
sistemas de controle de qualidade, onde sua capacidade de fornecer imagens tridimensionais
de alta resolucao possibilita a verificacdo dimensional de microcomponentes e a detecgao
precoce de falhas em linhas de producgao. A versatilidade do método permite sua aplicagao
em diversos setores industriais, desde a fabricacdo de componentes eletronicos até a
industria aeronautica, onde a precisao dimensional é critica. Essa ampla aplicabilidade
corrobora o potencial da técnica como ferramenta indispensavel para avangos em pesquisa
e desenvolvimento de materiais. (MONTEIRO, 2012)
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4 Reconstrugdo do Holograma

A reconstrugao de hologramas constitui etapa fundamental para as aplicagoes
cientificas e tecnoldgicas da holografia, sendo o processo responsavel pela recuperacao da
informacao tridimensional contida na amostra. Na holografia digital, esse procedimento
apresenta vantagens significativas em relacao aos métodos classicos: a reconstrucao numé-
rica dispensa o uso de componentes 6pticos fisicos, sendo realizada inteiramente através
de algoritmos computacionais. Essa abordagem oferece maior flexibilidade operacional,
permitindo ajustes nos parametros de reconstrucao e facilitando analises quantitativas

posteriores.

A holografia esta diretamente ligada ao principio ondulatério da luz e pode ser
explicada pelos principios de difracao e interferéncia. Neste trabalho, a holografia é
realizada essencialmente através da interferéncia. O holograma é definido como o padrao

de interferéncia resultante da combinacao de duas ondas: a onda do objeto e a onda de

referéncia (PICART, ).

A reconstrugao do campo ondulatério complexo a partir do holograma digital
envolve a multiplicagdo do holograma pela onda de referéncia. Esse procedimento pode ser
comparado a iluminacao da placa holografica pelo feixe de referéncia em uma reconstrucao
optica tradicional, onde se ilumina uma placa holografica com um feixe semelhante ao
feixe de referéncia para revelar a imagem armazenada. No caso digital, em vez de usar

um holograma fisico, utiliza-se um holograma digital armazenado em um computador

(ALVAREZ, 2011).

Para a holografia digital, o desafio central reside no calculo eficiente e preciso da
integral de difragdo. Trés abordagens amplamente utilizadas para este fim sdo o método
da transformada de Fourier, o método do espectro angular e a dupla propagagao (KIM,
2010).

O Principio de Huygens postula que cada ponto de uma frente de onda primaria
atua como uma fonte de ondiculas esféricas secundarias. Essas ondiculas se propagam
para fora, e a nova frente de onda em um momento posterior é formada pela envoltoria
dessas ondiculas. Esse principio permite determinar a forma e a direcdo da onda a medida
que ela se afasta de sua fonte. Fresnel propos que o principio de Huygens poderia ser

entendido como um fenémeno de interferéncia, resultando assim no denominado principio

de Huygens-Fresnel.(COSTA, 2005).
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4.1 Meétodo da Transformada de Fourier

Algo importante a se saber para a reconstrugao digital do holograma sao diversos
parametros experimentais, tais como as caracteristicas da fonte de iluminacao, o tamanho
do pixel do sensor eletronico e a distancia do objeto ao sensor. (MONTEIRO, 2012)

Para reconstruir digitalmente o holograma, um dos métodos mais diretos em-
prega a transformada de Fourier. Esta abordagem ¢é derivada da integral de difracao de
Fresnel-Kirchhoff e permite o calculo eficiente do campo de onda no plano da imagem.
Adicionalmente, o dominio de Fourier é propicio para a aplicagao de filtros espaciais que
visam atenuar ruidos experimentais. (ALVAREZ, 2011)

Para obter a reconstrugao do holograma digitalmente, realiza-se uma reconstrugao
numérica da imagem utilizando a transformada de Fourier. A expressao utilizada na
reconstrucao de hologramas digitais é derivada a partir da integral de Fresnel-Kirchhoff,
que descreve a difracao de uma onda luminosa ao passar por uma abertura em um plano
perpendicular ao feixe incidente. Esta integral, amplamente empregada em Optica, permite
calcular a distribuicao espacial da onda difratada, baseando-se na sua propagacao através

da abertura (FLORES, 2019).

Consideram-se dois planos: o plano do holograma e o plano da imagem reconstruida,
como ilustrado na Figura 8. A fungao h(&,n) representa a amplitude do campo no plano
do holograma, enquanto a distancia p denota a separacao entre um ponto no plano do
holograma e o ponto correspondente no plano da imagem. A funcao ¥ (z,y) descreve a

amplitude no plano da imagem reconstruida.

Adicionalmente, R(&,n) é a fungao que representa a amplitude do feixe de referéncia
no plano &,7m, e A é o comprimento de onda da luz utilizada. O angulo € ¢é definido entre a
linha que une os pontos correspondentes em p e o eixo z, que é perpendicular a ambos os

2
descrever a modulacao angular da intensidade do feixe em relagao a normal dos planos.

(FLORES, 2019)

planos. A expressao (% + 1 cos 9) é conhecida como fator de obliquidade, e é usada para



4.1. METODO DA TRANSFORMADA DE FOURIER 25

1l / R
1 p

& X

/

L/

Figura 8 — Sistema de coordenadas adotado no processo de simulagao da difracao da luz
por um holograma digital.
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W) =5 [ menRE n)W (5+5c000) dedy  (a1)

onde p = \/d2 +(x = &)+ (y — n)?
Veja que, se a distancia d entre o holograma e a imagem real é muito maior que a

maxima dimensao do sensor da camera, poderd ser usada a teoria da difracao escalar de

Fresnel para campo préximo (MONTEIRO, 2012). Esta condi¢ao se cumpre desde que

@ > @ =+ (1= 1) (42)

No contexto da montagem de um microscopio holografico digital, a aproximacao

de Fresnel p = d + % + (y;g)Q é comumente empregada devido a condigao dada pela
equacao 4.2 ser facil de se conseguir experimentalmente, sua simplicidade e eficiéncia
computacional, bem como a sua capacidade de fornecer resultados precisos em muitas
situagoes praticas, e com ela, a equagao (4.1) torna-se, a equagdo do campo ondulatério

(COSTA, 2005)

W,y d) = exp [ +7)] [ & RE maleon) x exp |57 (6o + )| dean.
(4.3)

(ALVAREZ, 2011)
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Onde a fungao de fase quadratica g(&,7n) é a resposta de impulso (4.4), R(&,n) é
a funcdo que representa a amplitude do feixe de referéncia no plano {n e Iy(€,n) é a

amplitude do holograma.

. 7:27rd

9(&n) = Zicz e (€47 (4.4)

A Integral de Fresnel-Kirchhoft descreve o campo no plano como resultante da

superposicao de infinitas fontes pontuais secundarias, todas localizadas na prépria abertura,

que neste caso corresponde ao holograma. (BRITO, 2015)

Algo importante a se saber para a reconstrugao digital do holograma sao diversos
pardmetros experimentais, tais como as caracteristicas da fonte de iluminagao, o tamanho
do pixel do sensor eletronico e a distancia do objeto ao sensor. (MONTEIRO, 2012)

4.2 Método do Espectro Angular

O nome 'método do espectro angular’ deve-se a interpretagao da decomposicao de
Fourier de um campo U, que representa a amplitude complexa de uma onda eletromagnética.
Esse campo U pode ser visto como uma soma de ondas planas que se propagam em
diferentes dire¢oes. (GOODMAN;, 1996)A ideia central é que, ao decompor o campo em
suas componentes de Fourier, é possivel analisar e manipular a propagacao da luz em

diferentes diregoes e planos.

Imagine uma onda monocromética que incide no plano (x,y) e se propaga na dire¢ao
z. Onde U(x,y,0) é o campo complexo no eixo z, e queremos obter o campo U(x,y,z),
que pode ser expresso como uma soma de ondas planas, cada uma com uma direcao de
propagacao especifica. Para tal, vamos escrever esse plano tomando a transformada de
Fourier bidimensional (ROQUE, 2013)

+oo  ptoo .
U, 0) = [ [ Alhe, by, 0)ee (4.5)

onde U(x,y,0) é a amplitude complexa da onda no plano z=0, representando a
intensidade e a fase do campo luminoso no holograma. A(k,, k,,0) é o espectro angular
da onda no plano z=0, ou seja, a decomposicdo da onda em ondas planas. e'?7(ka2+kyy)
representa uma onda plana que se propaga em z=0 com os componentes k, e k, do vetor
de onda. E dk,dk, sao os elementos diferenciais que somam todas as contribuicoes das

ondas planas.
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Essa equacao ¢é a transformada inversa de Fourier bidimensional. Ela reconstréi o
campo U(x,y,0) a partir do espectro angular A(k,, k,,0), que pode ser expresso da seguinte

forma:

+oo ptoo )
A(ky, Ky, 0) :/ / Uz, y,0)e” 2 haethyy) dp.qy, (4.6)

onde k, e k, sdo as frequéncias espaciais nas dire¢oes x e y.(ROQUE, 2013)

O campo para um z qualquer pode ser expresso como:

+oo +oo
Ulz,y, 2 / / Aky, ky; 2)e 2 ksathon) g _dk. (4.7)

Como U (z,y, z) satisfaz a equacao de Helmholtz, temos que (GOODMAN;, 1996)

VU (z,y,2) + k*U(z,y,2) = 0. (4.8)

logo,

v?/ / kx,ky,z z27r (kzz+kyy) dk,dk +l€2/ / kamkya ) 127 (kxx+kyy) dk, dk =0

(4.9)
-Resolvendo o laplaciano, teremos
02 . ,
ﬁA(kx, ky; 2) e ket thiy) — _ (97 k )2 A(ky, ky; z)em ket thuy) (4.10)
x
o? .
WA(k ky; 2)e 2Rt thoy) — _(onk V2 A(ky, ky; 2)e/2m Re ) (4.11)
Y
o2 . d?
@A(k ky; z)ettrhanthyy) — gi2mkoathyy) 7 —— Alkz, ky; 2) (4.12)
Com isso

/_;oo /+Oo<dcf2‘4(k ky; 2)+[— (27")2[(km)2+(ky)2]—i—kz]A(kx,ky;z))eiQ’T(kI”kyy)dkwdky —0
(4.13)

Podemos calcular a transformada de Fourier para chegar na equacao diferencial,

Ay 2) IR = Ok )? = (kAR 2 2) =0 (414
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cuja solucao é,

Alkg, iy, 2) = Ak, ky, 0)e S VIZOk =002 (4.15)

Voltando para a expressao do campo, teremos:

Ulz,y,2) = FFT [A(ky, ky, 0)e' 5 V1= Oka)2=(ky)22] (4.16)

No plano z=0, o espectro angular A(k,, k,,0) é dado pela transformada de Fourier

do campo U(x,y,0)

A(ky, ky,0) = FFT[U(x,y,0)] (4.17)

Substituindo 4.17 em 4.16, teremos:

Uz, y,z) = FFT FFTU(z,y,0)]e s V1-Oka)? = k)2 (4.18)

Veja que a FFT (Transformada Rapida de Fourier) é preferida em relagao a DFT
(Transformada Discreta de Fourier) devido a sua maior eficiéncia computacional. Enquanto
a DFT requer O(N?) operagoes (ou seja, N? multiplicagoes e somas complexas), a FFT
reduz essa complexidade para O(N log N). Essa melhoria é alcancada ao dividir o problema,
em partes menores e aproveitar simetrias matematicas, tornando a FF'T muito mais rapida,

especialmente para grandes valores de V.

O método do Espectro Angular (MEO) é amplamente preferido em comparagao
com o CV (Convolugao) e o SFTF (Transformada de Fourier de Fragao de Seno) devido
a sua flexibilidade e eficiéncia. Diferente do CV, que exige uma distdncia minima de
reconstrucao e demanda mais tempo de calculo, o MEO néao possui restri¢oes de distancia,
permitindo a reconstrugao de hologramas plano-imagem, onde o plano da imagem coincide
com o do CCD. Além disso, o ASA mantém as dimensoes da imagem reconstruida idénticas
as do holograma original, ao contrario do SF'TF, que altera a escala da imagem, o que

pode ser problematico em aplicagoes como a reconstrugao de hologramas de cor.

Outra vantagem do MEQO ¢ sua capacidade de lidar com objetos maiores que o
CCD, uma limitacao do método CV, que s6 funciona para objetos menores, resultando em
imagens reconstruidas com poucos pixels e qualidade reduzida. O ASA, por outro lado, é
aplicavel a uma variedade de cenarios, incluindo a reconstrucao de hologramas de objetos
extensos, sem comprometer a resolucao ou a precisao dimensional. Essas caracteristicas
tornam o ASA mais versatil e eficiente, consolidando-o como o método mais utilizado na

reconstrucao de hologramas em aplicacoes praticas. (ROQUE, 2013)
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4.3 Dupla Propagacao

O método de dupla propagacao baseia-se em dois estagios fundamentais de pro-
cessamento do campo 6ptico. Na primeira etapa, o campo é propagado até o plano focal
posterior da lente objetiva - conhecido como plano de Fourier - onde ocorre uma separagao
espacial natural dos componentes espectrais. Esta caracteristica permite a aplicacao de
filtragem espacial seletiva, eliminando termos indesejados como a ordem zero e a imagem
conjugada (real), que se encontram fisicamente separados do termo 1til no dominio de
Fourier. A segunda etapa consiste na propagacao das amplitudes complexas filtradas até o
plano de imagem final. Esta abordagem sequencial oferece vantagens significativas para
microscopia quantitativa, ja que combina a remocao de artefatos com a preservacao da
informacgao estrutural relevante da amostra, resultando em imagens com maior resolugao

espacial e rela¢do sinal-ruido aprimorada. (JUNIOR, 2012)

O campo produzido pela lente objetiva pode ser reconstruido em qualquer plano
ao longo da direcao de propagacao do campo. Normalmente, como vimos nos métodos
de reconstrucao anteriores, o campo 6ptico 1 (z, y) no plano da imagem é calculado pela
propagacao da frente de onda (£, n) a uma distdncia z = d do plano do holograma (&, ),
fig. 8.

No método da dupla propagacao, desenvolvido por Palacios e colaboradores (PA-
LACIOS et al., 2011), tém-se dois estdgios que envolvem os campos de propagacao das
ondas. No primeiro estagio, fig. 9 vamos reconstruir a onda de distribui¢ao &(u, v) no

plano (u,v) a uma distancia z = D do plano de reconstrugao.

Figura 9 — Reconstrucdo da onda de distribuicao (u, v) no plano (u,v) a uma distancia
D do plano de reconstrugao.

Aplicando o método do espectro angular (MEA), visto anteriormente, é possivel

calcular a distancia D. Em seguida, usa-se a transformada simples de Fourier para a
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primeira propagacao.

Y(u,v;2) = AeX=WHA Flp(€, p)exs €+ (4.19)

onde z ¢ a distancia da reconstrucao, F ¢ o operador da transformada de Fourier e
A=eir pode ser considerado uma onda plana de referéncia, h(£,n) é o campo 6ptico no
plano do holograma e ez (€47 ¢ aplicado ao campo no plano inicial do holograma, h(&,n),
antes da transformada de Fourier. Ele atua como um "modulador de fase'. Basicamente,
ele adiciona uma curvatura quadratica a frente de onda, preparando-a para a propagacao.
Com isso, em z = D filtra-se o espectro angular para suprimir o termo de ordem zero e a

imagem real.

0l (w0 D) = AcBCT O F [ (€, ) e B (4.20)

Note que exb (W +v?) ¢ aplicado apos a transformada de Fourier. Ele ajusta a fase
de cada componente de frequéncia espacial da onda no plano de Fourier, garantindo que a
propagacdo para a distancia z seja calculada corretamente. ¥/ (u,v; D) é o campo éptico
filtrado no plano (u,v) a uma distancia D, o superescrito 'f’ indica que o campo foi filtrado.
D ¢é a distancia especifica da primeira propagacio. E h/(£,n) é o campo éptico no plano
do holograma, mas ja filtrado para suprimir o termo de ordem zero e a imagem real.

O campo complexo 1/ (u,v; D), como visto em (PALACIOS et al., 2011), é seme-
lhante a distribuicao de plano complexo QZ(u, v) no plano focal posterior da lente objetiva,

que pode ser expresso por

@Nu? U) = S(b(uv U)}-[O(ﬂfm Yo, Af)] = W(% v; D) (4'21)
onde
Su(u0) = e MDA 05 (122)

sendo Sy(u,v) um fator de fase, Sy a distancia entre o objeto e a lente, f a distdncia
focal, A o comprimento de onda da onda plana incidente e £ o nimero de onda, onde

_ 2
k=12
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Figura 10 — Reconstrugao da onda 6ptica ¢ (z,y) no plano da imagem a partir do plano

(u,v).

Na segunda parte desse método, o campo complexo ¥ (z,y;d’) que estd a uma
distancia arbitraria d’ pode ser obtido pela propagacao do campo &(u, v) a uma distancia

d', onde o resultado serda uma transformada inversa de Fourier,

Yla,yd) = F i (u, 03 D)l VIR (4.23)

onde k = 27”, k. e k, correspondem as frequéncias espaciais de u e v, respectivamente.

A implementac¢ao numérica dessa equagao é chamada de algoritmo da dupla propagacao e

é dada por:
- . 1 l Jj
7Y — —1 D drid ] (=)2 )2 —Z )2 4.24
Somns ) = FET0(: Diearizmid | (1 + (g + (V) (42
onde j,I,m,n sdo inteiros (—% < j,l < %) e (l,7; D) é a formulacio discreta

da equagao 4.21. Pela equagdo 4.24 podemos obter a intensidade da imagem [I(z,y;d")
calculando o médulo quadrado de 4.24 (|[¢o(m,n;d')|* e a imagem de fase (¢(z,y;d')

calculando arg[y(m,n; d’)].

O método de Dupla Propagacao é particularmente 1til em microscopia hologréfica
digital porque permite compensar distor¢oes épticas e melhorar significativamente a
resolugao espacial da imagem reconstruida. Ao decompor o processo em dois estagios -
primeiramente propagando para o plano focal da lente objetiva e depois para o plano de
imagem final - o0 método consegue separar e corrigir eficientemente os efeitos de difracao
das imperfei¢oes do sistema 6ptico. Essa abordagem é mais precisa do que os métodos
de propagacao tnica, pois preserva melhor as informacoes de fase e amplitude do campo

optico.
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A eficacia do método reside em sua capacidade de reconstrugao quantitativa precisa
do campo de onda, permitindo analises tanto da intensidade quanto da fase da luz.
Isto é especialmente valioso para aplicacoes como imageamento de células biologicas ou
estruturas micro/nano, onde pequenas variagoes de fase podem conter informagoes criticas.
A filtragem no dominio espectral entre as duas propagacoes ainda permite a supressao

seletiva de ruidos e artefatos, resultando em imagens mais limpas e confiaveis.

44 Unwrapping

Em sistemas de interferometria 6ptica, a fase medida é wrapped (envolvida) no
intervalo (—m, 7] devido a natureza periédica das fungdes trigonométricas utilizadas na
aquisicao. O phase unwrapping (desdobramento de fase) consiste na recuperagao da fase
absoluta continua a partir desse sinal descontinuo, removendo os saltos de 27 decorrentes
do enovelamento. Formalmente, o objetivo é reconstruir um campo de fase ¢(z, y) continuo
a partir de sua representacao wrapped W p(x,y)], onde:(GHIGLIA; PRITT, 1998)

Wip(x,y)] = ¢(x,y) mod 27 € (—m, 7. (4.25)

Sendo W{p(z,y)] a fase enovelada (wrapped) que é medida, ¢(x,y) a fase absoluta
continua (que queremos recuperar) e mod27 a operacao de médulo 27, que garante que o

resultado esteja no intervalo (—m, 7.

A fasewrapped associada ao sinal ¢(t) pode ser expressa como

W((t)) = 6(t) + 2mhs(t) (4.26)

T—3(t)

onde ky(t) = T’ envolve (wraps) os valores da fase ¢(t) ao intervalo (—m, ],

W é o operador de wrapping e ¥(t) = W(¢(t)) é a saida wrapped.

O processo de phase unwrapping é aquele em que os saltos artificiais de 27 no sinal
wrapped (t) devem ser detectados e eliminados, com o objetivo de reconstruir o sinal

continuo original ¢(t).

Uma reconstrugao nao ambigua da fase por unwrapping é possivel apenas se for
satisfeita a condigao de Itoh, em que a diferenca entre duas amostras em uma fase continua
nao excede w. (GHIGLIA; PRITT, 1998)

O unwrap é usado porque o mapa de fase tem uma descontinuidade na funcao
arco-tangente, que é representada como um grafico bidimensional limitado ao intervalo de

valores de fase de —m a m. Desse modo, o mapa gerado apresenta saltos que correspondem
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a variagao desse intervalo. Para remover essa ambiguidade, fazemos um processo chamado
phase unwrapping (desdobramento de fase). (BRITO, 2015)

4.5 HOLODIG

Gracas a generosa colaboragao do Dr. Guillermo Palacios, que gentilmente cedeu o
programa HOLODIG - um software desenvolvido para reconstrucao digital de hologramas
- foi possivel realizar de forma agil e eficiente a reconstrugao das imagens hologréficas.
Com os métodos da transformada de Fourier, do espectro angular e da dupla propagacao
disponiveis no software, a reconstrucao dos hologramas obtidos na montagem experimental

tornou-se significativamente mais simples.
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5 Resultados

Como resultado, conseguiu-se montar um microscopio holografico, cujos hologramas
deram resultados satisfatérios. Foram utilizadas amostras de sangue com leucemia, com o

intuito de obter reconstrugoes digitais dos gléobulos vermelhos.
Usando uma régua de calibracao para calibrar o sistema, pode-se medir o compri-

mento dos globulos e obteve-se que eles tém ~ 7pum de comprimento, o que esta de acordo

com a literatura.

Figura 11 — Régua de calibracao através da lente de 40x

O processamento computacional dos hologramas foi realizado mediante o software
HOLODIG, permitindo a reconstru¢ao numérica tridimensional dos eritrocitos. As imagens
obtidas revelam a morfologia biconcava caracteristica dos globulos vermelhos, além de sua

distribuicao espacial no campo de observacao.

O experimento demonstrou desempenho satisfatério, produzindo imagens que
contém informacoes adicionais de fase e tridimensionais, as quais nao estao acessiveis
através de microscopia Optica convencional. A Figura 12 apresenta uma imagem de
microscopio 6ptico convencional, enquanto a Figura 13 mostra o holograma correspondente
obtido pelo sistema de microscopia holografica digital (MHD). Ambas as imagens foram
capturadas por um sensor CMOS acoplado ao sistema, utilizando uma lente objetiva de 60x
para observacao dos glébulos vermelhos. A Figura 12 foi obtida sob iluminacao convencional
(lanterna branca) sem o aparato interferométrico, enquanto a Figura 13 requeriu iluminagao
coerente com laser de He-Ne (A = 632,8nm) e todo o arranjo experimental previamente

descrito para registro dos padroes de interferéncia.
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Figura 12 — Globulos com leucemia observados por um microscopio 6ptico

Figura 13 — Holograma de glébulos com leucemia

Observa-se que a imagem convencional exibe caracteristicas estéticas mais nitidas,
enquanto o holograma do MHD apresenta um padrao de interferéncia menos intuitivo, com
aparéncia manchada. Contudo, embora menos atraente visualmente em sua forma bruta,
o registro hologréafico codifica informacgoes tridimensionais completas da amostra. Através
dos principios da holografia digital, a Figura 13 pode ser reconstruida numericamente

para extrair seu mapa de fase, permitindo uma visualizagao tridimensional dos glébulos
vermelhos, conforme demonstrado na Figura 14.
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Figura 14 — Reconstrucao do holograma dos glébulos vermelhos

Foi observado que a preparacao das amostras é uma etapa importante no processo
de captura do holograma. A Fig. 13 foi obtida a partir de uma amostra fixada com
corantes, os quais sao adequados para visualizagdo em microscopios Opticos convencionais.
Entretanto, quando se substitui a luz branca por luz laser, os corantes perdem sua finalidade

e acabam mais atrapalhando do que ajudando, como pode ser observado na Fig. 15, que

mostra um holograma obtido de uma amostra sem corante.

Figura 15 — Holograma de amostra de sangue sem corante

Cuja reconstrugao, realizada utilizando o método da dupla propagacgao, obteve os
seguintes resultados:
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Figura 16 — Reconstrucao do holograma sem corantes

Verificou-se, em ambos os hologramas, que parte das aberracoes 6pticas observadas
decorre de caracteristicas intrinsecas do sistema laser (como desvios de alinhamento e
imperfeigdes de coeréncia) e da sensibilidade inerente ao arranjo experimental (como
vibragdes mecénicas e instabilidades térmicas). Conforme ilustrado na Figura 17, que
mostra o padrao de interferéncia do laser sem amostra, é possivel identificar aberragoes

provenientes tanto da fonte luminosa quanto da lente objetiva utilizada.

Para melhorar essa interferéncia, implementou-se o ajuste dinamico de filtros 6pticos
no feixe de referéncia, otimizando assim o padrao de interferéncia em funcao da lente
objetiva empregada (40x, 60x ). Esse procedimento permitiu a aquisigdo de hologramas

para diferentes configuragoes de magnificacao.

Figura 17 — Imagem do laser com interferéncia visto através da lente objetiva de 100x

Particularmente notavel é a capacidade de analise quantitativa proporcionada
pela técnica, que possibilita medi¢oes de parametros volumétricos e superficiais em trés
dimensodes, superando as limitagoes bidimensionais da microscopia convencional. A repre-
sentacao tridimensional obtida nao apenas confirma a viabilidade do método, mas também

demonstra seu potencial para estudos morfométricos detalhados em hematologia.
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6 Consideracdes finais

O presente trabalho teve como objetivo principal implementar e desenvolver um
sistema de microscopia holografica digital, explorando seus principios teéricos, metodologias
experimentais e aplicacoes praticas. A técnica mostrou-se eficaz na captura e reconstrucao
de imagens tridimensionais de amostras microscopicas, em particular de globulos vermelhos,

demonstrando seu potencial para analises quantitativas em biologia e medicina.

A montagem experimental baseada em um interferémetro de Mach-Zehnder permitiu
a obtencao de hologramas digitais, superando algumas limitacdes dos microscépios opticos

convencionais.

Os resultados obtidos confirmaram a viabilidade da técnica para aplicagoes médicas,
como o estudo de células sanguineas e a deteccao de anomalias como a anemia falciforme.
A resolugao alcangada permitiu visualizar glébulos vermelhos com dimensoes préximas a

8um, em concordancia com valores encontrados na literatura.

Embora os resultados confirmem o potencial da técnica, sua trajetéria de conso-
lidagado passa necessariamente pela superacao de limitagoes identificadas, tais como a
sensibilidade a ruidos, a complexidade do aparato experimental e a carga computacional
inerente ao processamento. O aprimoramento continuo nestas frentes—seja pelo refino de
algoritmos, pela criagdo de sistemas mais compactos e acessiveis, ou pela incorporacao
de ferramentas de analise automatizada—¢é fundamental para transformar o promissor
potencial aqui demonstrado em uma ferramenta robusta e ubiqua para diagnodstico e
pesquisa.

Este trabalho contribuiu para o avanco do conhecimento na area de microscopia
holografica digital, demonstrando sua eficicia como ferramenta para imageamento mi-
croscopico tridimensional. Os resultados obtidos refor¢cam o potencial da técnica para
revolucionar diversas areas da ciéncia e tecnologia, abrindo caminho para pesquisas futuras
que poderao explorar todo o seu potencial. Acredita-se que, com os devidos aprimoramen-
tos, a microscopia holografica digital podera se tornar uma ferramenta indispensavel em

laboratérios de pesquisa e diagnostico médico.
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