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RESUMO



No presente trabalho, estudamos e desenvolvemos um microscépio holografico
digital por transmissdao que pode ser utilizado na analise de amostras bioldgicas. A
microscopia hologréfica digital (MHD) é baseada nos conceitos de holografia digital.
Na holografia digital, o padrdo de interferéncia é gerado pelos feixe objeto e o feixe de
referéncia, este padrdo de interferéncia é gravado num sensor de imagens CCD
(Dispositivo de Carga Acoplada) como meio holografico. Outra caracteristica
importante da holografia digital é o processo de reconstrucdo. Neste caso utilizamos
programas especificos de computador, em geral baseados em conceitos classicos de
difracdo, que é usado para reconstruir a imagem digital do objeto. Neste processo
temos a informacdo da intensidade e da fase do objeto. A MHD foi implementada com
a introducdo de um microscépio em um dos bragos do interferdmetro de Mach-Zender.
O padrao de interferéncia gerado pelo feixe de referéncia e a imagem ampliada do
objeto produzida pela objetiva de microscopio, é gravado no sensor CCD. A técnica
mais utilizada para reconstruir a imagem do objeto é o Método de Dupla Propagacao.
Com a informacao ndo s6 da intensidade, mas também da fase, é possivel obter e medir
com alta precisdo a topografia do objeto.

Palavras- Chaves: Holografia. Microscopia. Microscopia Digital. Interferometria.

ABSTRACT



In the present work a digital holographic transmission microscope was studied
and developed that is indicated to analyze biological samples. The digital holographic
microscopy (MDH) is based on the concepts of digital holography. In the digital
holography the interference pattern is generated by the object beam and reference beam
mixed and recorded in a CCD (ChargeCoupled Device) sensor. Another significant
characteristic of digital holography is image reconstruction process. In this case,
computer specific programs, in general based on classical diffraction concepts, is used
to reconstruct the object image digitally. This process turns available not only intensity
distribution of the image, but also the phase. The MDH has been implemented
introducing a microscope in one arm of a Mach-Zender interferometer. The
interference pattern between the reference beam and the magnified image of the object
produced by the objective lens was recorded in the CCD sensor. The most widely used
technique to reconstruct the image of the object is the Double Propagation Method.
Biological samples were used to test the DHM performance. With the information not
only intensity but also the phase, it is possible to obtain and measure with high
precision the topography of the object.

Key Words: Holography. Microscopy. Digital Microscopy. Interferometry.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Neste capitulo serd apresentada uma breve introdugdo historica da Holografia
Classica, Digital e o surgimento da Microscopia Hologrdfica Digital, apresentando os
principais pesquisadores que desenvolveram as técnicas acima citadas.

1.1 Breve Historia da Holografia

No ano de 1948, um engenheiro eletricista, chamado Dennis Gabor propds um
método de duas etapas para melhorar a resolucao das imagens obtidas com
microscopios eletronicos [1]. Estando incapacitado de demonstrar a possibilidade do
uso de feixes de elétrons, ele relatou em um segundo artigo no mesmo ano, o uso de luz
visivel em ambas as fases do processo para verificacdo experimental de seu “novo
protétipo de microscépio”. Gabor apresentou novos desenvolvimentos em uma séries
de documentos que terminam em 1953 [2]. Naquela época pesquisas realizadas para
aplicar o principio de Gabor para microscopia eletronica e microscopia de raio-X nao
foram bem sucedidas. Holografia de microondas e holografia acustica obtiveram mais
sucesso, mas nenhuma dessas aplicagdes deixaram Gabor mais famoso.

A idéia de Gabor veio a “florescer” no campo da optica. O processo de
gravacao e reconstrucao de frente de onda luminosa havia sido relatado pela primeira
vez por G. L. Rogers [3] em 1950 para verificacdo de efeitos opticos. Rogers foi o

primeiro a usar a palavra “holograma” para o registro codificado da frente de onda
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luminosa. Usando lampadas de mercurio, Rogers e outros pesquisadores conseguiram
obter a reconstrucdo de objetos pequenos e opacos em fundo transparente [3].

O método utilizado por Gabor era chamado de “in-line”, ou seja, todos os feixes
de luz e componentes estdo localizados ao longo de uma unica linha reta. As imagens
reconstruidas apresentavam inumeras superposicoes de outras imagens. Outras
desvantagens da configuracdo de Gabor, eram a limitacdo da natureza do objeto que s6
poderiam ser opacos ou transparentes e a baixa qualidade na reconstrucdo da imagem
do objeto . Estas desvantagens fizeram com que inimeros pesquisadores abandonassem
a holografia no final da década de 1950.

Com o advento do laser na década de 1960, a holografia voltou a ser
pesquisada. Neste tempo, Leith e Upatnieks comecaram a trabalhar em algumas
maneiras de separar as imagens hologréaficas espacialmente [4]. Em 1963 Leith e
Upatnieks elaboraram uma configuracdo hologréfica, na qual o feixe de referéncia era
separado em uma direcdo diferente da direcdo feixe objeto, essa configuracdo foi
chamada de “off-axis”[5]. Devido a baixa intensidade e a coeréncia limitada da sua
fonte de luz, que neste momento ainda era uma lampada de descarga de merctrio, eles
ainda usavam objetos transparentes. No ano de 1964 foi acoplado a configuracdo “off-
axis” a tecnologia do laser e as imagens obtidas com essa nova configuracdo
apresentavam uma qualidade muito superior do que a utilizada na configuracdo antiga.
As imagens reconstruidas a partir do holograma confeccionados por essa técnica,
apresentavam todas as propriedades associadas a tridimensionalidade do objeto e nao
podendo ser distinguidas do objeto real ao serem iluminadas pelo mesmo laser. Estes
resultados foram obtidos porque o laser é uma fonte de luz com intensidade e
propriedades de coeréncia muito superior aos da fonte de luz convencional. Com todas

essas melhorias técnicas, a holografia teve um grande crescimento e isto resultou em

13



um aumento de artigos cientificos que descreviam intimeras melhorias e aplicagcdes das
técnicas hologréficas.

Logo apds a fabricagdo dos primeiros lasers, surgiram inimeras aplicacoes
cientificas e industriais, o que causou uma enorme demanda por novas fontes de laser,
criando assim uma 6tima condi¢dao econ6mica para o desenvolvimento de novos lasers
[6]. O principal laser usado para a holografia era o Hélio-Neon (He-Ne). Através de
desenvolvimento do laser em regime continuo, tornou-se um equipamento muito
simples e uma fonte extremamente confidvel. Infelizmente a poténcia do laser era
bastante reduzida (os modelos mais potentes tinham poténcias de saida na ordem de 0,1
mW) comparada com os lasers atuais.

No final da década de 1960 os lasers de Argonio e Cripténio [7] tornaram-se
comercialmente disponiveis. Estes laseres tinham poténcias, que eram de 1 ou 2 ordens
de grandeza maiores que que os lasers de He-Ne. Lasers de argonio sao capazes de uma
chamada "linha tnica" de poténcia de saida superior a 4W. Evidentemente, o tempo de
exposicao necessario para a tomada de um hologramas foi reduzido substancialmente
com tal laser. As instabilidades mecanicas e térmicas, bem como luz de fundo ainda
apresentavam uma certa influéncia sobre a qualidade do holograma. Por outro lado, o
tempo de exposicdo longo pode ainda ser tolerado, com isso podemos gravar maiores
objetos. E este tipo de laser que tem permitido a interferometria holografica com
objetos do tamanho encontrado em pratica industrial (por exemplo, com motores de
automoveis e aeronaves).

Mesmo com tempo de exposicao que pode ser alcancado com o melhor laser,
ainda ndo é um tempo curto o suficiente para eliminar a necessidade de uma mesa
isolada de vibracoOes, e rigida para suportar tanto o objeto quanto a montagem

hologréfica (incluindo a fonte de laser), objetos instaveis como pessoas ou maquinas
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que estdo em movimento ou vibrando para serem holografados. No entanto, para uma
classe de lasers conhecida com lasers pulsados que geram muito pulsos de luz curtos e
com energia suficiente para exposicoes holograficas. A duracdo destes pulsos é
tipicamente cerca de 30 nanossegundos, pequeno o suficiente para permitir a gravacao
holografica de tais objetos.

Com o uso de lasers pulsados foram realizadas uma gama de aplicacdes de
interferometria holografica, criando até situacGes de altos niveis de vibracdao e
iluminacdo ambiente o0 que exigem uma exposi¢ao muito curta. Tem sido mostrado que
é possivel a gravacdo de hologramas em ambientes industriais, levando em conta a
posicdo do material, a gravacao € limitada ao intervalo minimo de tempo contendo o
um par de pulsos e, a luz ambiente indesejada é bloqueada com filtros &pticos.
Atualmente a holografia estd presente na arte com gravacoes das vibragdes das pas de
ventiladores girando por um motor em um ensaio ao ar livre, por exemplo. A
interferometria hologréfica abriu a possibilidade de trabalhar com objetos dindmicos
usados em ensaios ndo destrutivos e uma nova éarea de inspecdo holografica, por
exemplo, fendas e ranhuras podem ser detectadas em materiais com as dobras de ondas
(é atranformacdo de uma superficie de referéncia, geralmente plana, numa superficie
curva) geradas pelos impactos de excitagdes.

A possibilidade de formagdo de imagens tridimensionais despertou interesse da
comunidade artistica e publicitaria do mundo. Ap6s o abandono de técnicas nao-
hologréficas tridimensionais de video, a holografia foi planejada para ser uma forma
rentavel comercialmente. Mas a busca pelo uso da holografia diminuiu gradualmente
quando percebeu-se que muitos sonhos futuristas de aplicacdes, como por exemplo,
filmes hologréficos e televisdao ndo poderiam ser tornar realidade devido a tecnologia

daquela época e os custos inaceitaveis. Mesmo as tecnologias que foram pensadas para
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serem simples como imagens multicoloridas com fontes de luz convencionais, ainda
ndo estavam ao alcance dos cientistas.

Os materiais usados para a gravacao dos hologramas foram estudados
amplamente desde o inicio da holografia [8]. A pesquisa sobre as emulsdes de haleto de
prata foi bastante decepcionante. Foram feitos intiimeros esforcos de pesquisas,
direcionadas para busca de outros materiais fotossensiveis que permitiriam hologramas
de boa qualidade, com tempos de processamento curtos e de baixo custo.

Desde os meados de 1970, um novo material fotossensivel e muito promissor
entrou no campo da holografia [9]. Este material especial ndo necessitava de qualquer
tratamento quimico. O seu funcionamento combinava os fenomenos fisicos de
fotocondutividade e termoplasticidade. Os materiais deste tipo sdo dados o nome
"fototermoplasticos". Inicialmente, esse material fototermoplastico foi utilizado para
aplicacbes xerograficas. Mais tarde, perceberam que estes materiais eram
particularmente adequados para a gravacao de hologramas. Um pedaco desse material
era usado para gravacdo do padrao fototermoplastico, que consistia em um substrato
coberto com uma camada fotocondutora, e uma camada termoplastico em cima. Depois
de posicionado na configuracdo holografica, esse material é exposto a incidéncia da
radiacdao, gerando uma modulacdo especial de sua condutividade. Na gravacao
holografica este padrao é formado pela interferéncia entre o feixe de referéncia e o
feixe objeto. O resultado da exposicao é que um campo de forca electrostéatica interage
com a camada de termoplastica que é modulada com o mesmo padrao [10].

Nesta fase, um relévo é formado pela modulacdo da espessura da camada
termoplastica. Desta forma, a distribuicdo de luz incidente durante a exposicdo é
armazenada em um holograma por modulacdo espacial através do comprimento do

caminho 6ptico do outro lado do material fototermoplastico. A fotossensibilidade desse
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é comparavel a do haleto de prata holografico utilizado também para gravacdo. Assim,
os tempos de exposicOes estdo na mesma ordem. Os materiais fototermoplasticos
podem facilmente ser processados "no local", ou seja, no proprio conjunto sem
remove-los. A tnica condicao é que toda a iluminacdo seja interrompida durante este
processamento. O processamento € seco, e é através de cabos que usam o calor
produzido pela corrente eléctrica. Uma vez que a sensibilidade do fotocondutor, é
controlada a cabo pelo processo eléctrico, a sua gravacdo holografica é controlada por
circuitos eletronicos.

Outro trunfo de materiais fototermoplasticos é o fato de que por causa do seu
processamento especial, eles ndao estdo sujeitos a encolhimento, e nem exibem
alteracOes de indice de refracdo. Por outro lado, a baixa frequéncia de corte do material
fototermopléstico permite alguma iluminacdo de fundo incoerente que pode ser usada
durante as gravacoes holograficas. Isto é ttil, por exemplo, para gravacdes utilizando
velas e lampadas incandescentes. Até agora, os dois sistemas de gravacao holografica
fototermoplasticos tornaram-se disponiveis comercialmente. Um sistema com o
primeiro filme fototermoplastico foi introduzido em 1975. O filme e um protétipo
desse sistema foram desenvolvidos pela empresa alema Kalle. Em 1980, a Newport
Research Corporation da Califérnia anunciou uma adaptacdo comercial de um sistema
desenvolvido pela empresa Honeywell. Neste sistema em particular, o material
fototermoplastico é acoplado a um substrato de vidro. O mais importante é que o
processamento do material também permite também a eliminacdo da informacao,
podendo ser reutilizado para gravacdo. Este processo de gravacdo e de reconstrucao
podem ser realizadas centenas de vezes sem a deterioracao notavel de holograma

qualidade.
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A investigacdo de materiais fototermoplasticos e seu processamento foram
estudados em muitos laboratorios de pesquisa de universidades e na industria. O
nimero de aplicacdes foi crescente até meados dos anos 80, quando declinou diante
dos precos de filmes hologréficos cada vez baratos.

Quando os primeiros interferogramas holograficos foram feitos, descobriu-se
que os padrdes de franjas encontrados eram bastante diferentes daqueles encontrados
na interferometria classica. Logo foi reconhecido que a falta de uma teoria adequada
com algoritmos para interpretacdo dos padroes de franjas inibiu a expansao da técnica
e, portanto, limitou a utilizacdo de um grande nimero aplicagbes. A partir do
desenvolvimento e analise nas ultimas décadas, novas técnicas de interferometria e
interferometria holografia tem surgido para investigar como e onde franjas sdo
formadas, e de que maneira elas estdo relacionadas com o fenémeno em estudo.

Os conceitos da holografia[11] sdo amplamente difundidos em nosso cotidiano. A
holografia estd presente em hologramas de reflexdo impressos em cartdo de crédito,
deteccdo de distor¢oes micrométricas em objetos sujeitos a tensdes ou aquecimento,
inspecOes em motores, reducao de ruidos nos sistemas de transmissao em automoveis e
aplicacdes na area bioldgica tais como a microscopia holografica digital. Esta pode ser
utilizada como uma ferramenta metrolégica ndo invasiva para inspecdo e
caracterizagdo de estrutura Micro-Eletro-Mecanicas (MEMS). Uma das configuragoes
da Microscopia Hologréafica Digital é a de transmissdo que sera apresentada no cépitulo
3. Com a configuracdao do microscopio holografico podemos obter informacdes sobre a

superficie da amostra.
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1.2 Inicio da Holografia Digital

A holografia digital é um ramo da holografia que faz uso de dispositivos
eletdnicos para aquisicdo de imagens, realizando sua digitalizacao através de um sensor
de estado s6lido, chamado CCD (Charge Couple Device) [12]. A evolugdo das cameras
digitais a base de CCDs e sistemas de processamento de imagens viabilizaram o
desenvolvimento da holografia digital. Neste caso, o filme fotografico é substituido por
sensores CCD de elevada resolucdo, capazes de registrar os complexos padroes de
interferéncia. O holograma, neste caso, é a gravacao digital da interferéncia do feixe
objeto com o feixe de referéncia, onde essa interferéncia é denomida de holograma
digital [13].

O surgimento da holografia digital ocorreu no ano de 1994,[14] com a
combinacdo da aquisicdao digital de imagens e o uso de algoritmos para reconstrucao
de hologramas por computadores. Existem diferencas entre o holograma andalogico e o
holograma digital, onde a visualizacdo da imagem acontece através da reconstrucao
hologréfica. A reconstrucdo holografica digital dispensa o uso experimental para
realizar a observacdo da imagem de uma respectiva amostra. E feito um processamento
numérico no holograma digital para reconstrucao, tornando possiveis as reconstrucoes
hologréficas separadas respectivamente por fase ou intensidade. O holograma classico
utiliza um filme de alta resolucdo, onde observamos de forma direta a imagem do
objeto, ja o holograma digital torna-se um arquivo de imagem com formato especifico,
que passa por um tratamento numérico para a visualizacdo dos parametros de interesse
[15].

A holografia digital herdou algumas limitacdes da holografia classica. Um fator

limitante que inviabiliza medi¢cdes em campo é sua elevada sensibilidade as
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perturbacdes externas. E fundamental que o arranjo hologréafico seja isolado de
vibracdes, o que torna a pratica das medicOes restrita a um ambiente de laboratorio.
Além disso, na holografia digital, o angulo entre as ondas de referéncia e do objeto é

limitado pela resolucao espacial do CCD.

1.3 O Microscopio Holografico Digital

O Microscépio Holografico Digital surgiu imediatamente nos anos seguintes ao
surgimento da holografia digital, assim sendo pertence a uma sub-drea, composta
respectivamente pela conjugacdao de holografia digital com microscopia optica [16].
Basicamente, tem como finalidade estudos e aplicagGes baseados na apropriacao das
vantagens ja citadas para holografia digital para a microscopia éptica classica, ou seja,
a disponibilidade da amplitude e fase das imagens microscépicas armazenadas
digitalmente, ampliando bastante as possibilidades de andlise e testes em varias areas
do conhecimento. Para elaboracdao experimental, é preciso a unido de dois conceitos

para concretizar o processo holografico, provenientes das areas de microscopia e

holografia. O surgimento da microscopio holografico digital foi em 1999, como
inferéncia de estudos e aplicacdes envolvendo toda experiéncia de holografia digital
como vantagens interessantes.

Para a producdo das imagens de uma amostra sao utilizados a inclusdo de um
um microscopio 6ptico, que pode ser de trasmissdo ou de reflexdo, dependendo da
amostra a ser utilizada e de sua caracteristicas, como feixe objeto. Na verdade, para o
processo de interferéncia entre feixe de referéncia e feixe objeto, que é necessario para
a geracao de hologramas, utiliza-se a configuracdo de um interferémetro de Mach-

Zehnder [17] que apresenta maior estabilidade. Assim, a colocacdo de um microscépio
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optico adaptado em um dos bracos do interferdmetro, cujo padrao de interferéncia
resultante é projetado em uma camera, que ¢ um dispositivo de captura digital de
imagens, caracteriza desta forma o microscopio holografico digital que é o tema
central desta dissertacdo e sera apresentando com mais detalhes nos préximos

capitulos.
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Capitulo 2

CONCEITOS DE HOLOGRAFIA

Neste capitulo serdo apresentados os conceitos de holografia cldssica e digital
em duas secoes, envolvendo suas aplicagdes, funcionamento bdsico e formulagdo
matemadtica.

2.1 — Holografia Classica

A holografia [17] é uma técnica de reproducdao de imagens que é capaz de registrar
ndo apenas a distribuicdo de intensidade desta imagem, mas também os detalhes de
profundidade que em ultima instancia, é a tridimensionalidade do campo luminoso ou
da imagem que estd sendo reproduzida. Esta técnica foi descrita por D. Gabor,
ganhador do prémio Nobel, ainda nos anos 40, mas que s teve um impulso
fundamental nos anos 60 com o advento do Laser. O processo holografico consiste em
registrar o padrdo de franjas de interferéncia luminosa entre dois feixes de luz: um
proveniente do objeto, iluminado previamente, e outro que é encarado como um feixe

de referéncia. A Figura 2.1 ilustra o processo de gravacdo do holograma.
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Figura 2.1: Esquema classico para gravacao do holograma (Fonte: Oliveira, A. P.,
Caracterizacao de matérias por interferometria holografica em cristais fotorrefrativos
utilizando laser de diodo multimodo.2009.Dissertacao (Mestrado em Engenharia:
Microeletronica) Escola Politécnica da universidade de Sdo Paulo)

A interferéncia entre os dois feixes é chamado de padrdo de interferéncia que é
gravado em um material apds um processamento quimico (materiais fotograficos,
fotorresinas, gelatinas dicromatadas, etc.), fisico (cristais fotorrefrativos, filmes
calcogenideos, ndo linearidade foto-induzida, etc.) ou eletronico digital (como veremos
a seguir), gerando uma amplitude de transmitancia que é superficial se o material é

pouco espesso ou ao longo do volume se o material é espesso. A amplitude de

Transmitancia (T(x,y)) vale:

T (xy) =K [0(xy) O'(xy) + R(xy) R'(x,y) + O'(x,y) R(x,y) + O(x,y) R (x,y) ]  (2.1)

Onde, O (x,y) é amplitude da onda refletida pelo objeto, R(x,y) é a amplitude da
onda de referencia, o simbolo () significa complexo conjugado e K uma constante de

proporcionalidade que depende da natureza do material. Uma vez gerada a amplitude
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de transmitancia, o holograma é confeccionado e para se visualizar a imagem
tridimensional é necessario voltar a iluminar o holograma, agora com a amplitude de

transmitancia gerada pelo mesmo feixe usado como referéncia na gravagao, ou seja:

R(x,y) T(x,y) = R(x,y) K[O(x,y) O'(x,y) + R(x,y) R'(x,y) ] + K[R(x,y) O'(x,y) R(x,y)]
+K[R(x,y)O(x,y)R'(x,y)] (2.2)

Nesta equagdo um tnico termo, R(x,y)O(x,y)R’(x,y) fornece a imagem virtual
do objeto, reconstruida através do espalhamento de luz por difracdo pelo holograma, a

partir do feixe de referéncia, conforme esta ilustrado na Figura 2.2.

HOLOGRAMA

O (%)

Imagem virtual.,

.
.

B

Observador

ey

R (x,y)
Referéncia

Figura 2.2: Esquema da reconstru¢ao da imagem virtual do objeto.

Basicamente, no termo R(x,y)O(x,y)R'(x,y) temos representada como
reconstrucdo da imagem, a intensidade do feixe de referéncia dada por R(x,y) R'(x,y)
modulada pela amplitude do feixe objeto O(x,y), ou seja, o holograma espalha luz do
feixe de referéncia por difracdo exatamente como se esta energia luminosa estivesse

vindo diretamente do objeto. Portanto, um observador colocado em frente ao
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holograma tem a plena sensac¢do visual, tanto em intensidade quanto em profundidade,

de estar diante do préprio objeto.

Na préxima secao abordaremos os conceitos de holografia digital e a sua

diferenca com relagdo a holografia classica.

2.2 — Holografia Digital

Com o avango da eletr6nica digital podemos adquirir as informacdes do campo
luminoso, basicamente imagens digitais que sdao armazenadas e analisadas, com o
auxilio de camaras de video CCD acopladas a computadores. Esta tecnologia, que é
uma vertente atual de Holografia Dinamica, vem sendo classificada como Holografia
Digital [18]. Devido a sua grande versatilidade, tais técnicas vem sendo aplicadas com
sucesso numa grande variedade de situacOes onde seja necessario controlar, testar,
medir parametros (espessuras, comprimento e outros) e processar imagens. A
Holografia Digital acaba agregando o poderio das técnicas hologréaficas em geral com
as vantagens da digitalizacdo em escalas de dimensdes variadas, em interesses

diversificados em termos de aplicacdes de reconhecida importancia tecnoldgica.

Basicamente se tomamos como base a ilustracdo da Figura 2.3, o holograma, ou
seja qualquer meio fisico anal6gico usado para registrar a informacao Optica, é
substituido por um sensor de imagem (camara CCD) acoplado a um computador, que
através de algoritmos apropriados, opera digitalmente todas as propriedades e

aplicacdes mencionadas acima para Holografia Dinamica.
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Figura 2.3: Esquema de gravacdo do holograma digital.

Neste caso, a interferéncia entre os dois feixes gera um padrdo de interferéncia

que é gravado [19] no computador através da camara CCD e todas as etapas posteriores

sao realizadas até a etapa final de reconstrucdo [19]. Com o uso dos programas de

computador apropriados onde a técnica mais utilizada consiste na recuperacao da

imagem do objeto através de sua amplitude complexa, por sua vez determinada pela

implementacao da Transformada Discreta de Fresnel (TDF)[18].

2.2.1 Reconstrucao numeérica de hologramas digitais

A reconstrucao da imagem na Holografia Digital [20] é realizada através de

operacdoes matematicas envolvendo a teoria de difracdo. Estes principios serao

abordados através da teoria de difracdo, a equacdo fundamental para reconstruir os

hologramas € a integral de Fresnel-Kirchhoff [Apéndice A]:

i exp (_izfp } 11
' n)= 7 T T h(x Y)R(x y)—(

—00 —00

—+=-cos6-
2 2 7cb<dy

(2.3)
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Com

p=J(x=&7 +(y-n) +d 2.4)

Onde h(x,y) é a Funcdo holograma, R(x,y) é a onda de reconstrucdo, A é o

k=27

comprimento de onda, A é o niimero de onda e p é a distancia entre pontos do
holograma e a imagem.

l+lc050}
2 2

A expressao 7 é conhecida como fator de obligiiidade, que permite

caracterizar a direcdo das emissOes secundarias, é aproximadamente 1, pois 0=0 para
que a onda nao se propague na direcao da fonte.

As coordenadas do plano (X, y) se referem ao plano do holograma, onde ele é

confeccionado, ja as coordenadas (§,m) corresponde ao plano imagem, onde é

visualizado Figura 2.4.

B

Plano-objeto

Holograma

Z

L
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Figura 2.4: Esquema de formagdo de Imagens

Mediante as relagoes entre as coordenadas, realizamos calculos com as devidas

aproximagOes para descrever o método de reconstrugdo. Assumindo (x, y) e (&,1)
valores numéricos muito menores que a distancia d entre o plano do holograma e o

plano imagem, a equacao (2.4) pode ser sustituida pela expansdao em série de Taylor:

0

_ g &0 -y _1{(5—x)2+(n—y)ZT+”_zd+(§—x)2 L=

2d 2d 8 2d 2d 2d 2.5)

Substituindo a aproximacdo de 6=0 junto com a expansdo de série de Taylor na

equacao (2.3), temos:

L& m= lidexpt—i %dn T h(x Y)R(x y)exp[—i%( (P +(n—y)2)}dxo}/
e (2.6)

Efetuando o produto notdvel no termos exponencial dentro da integral,

obtemos:

r(&m :éexp(_i%‘d}]“ [ hox RO y)exp[ 3% +(n—y)2)}dxdy

i
. Ad @.7)
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Esta equacdao é chamada de aproximacdo de Fresnel, ou transformada de
Fresnel. Ela permite a reconstrucdo do campo de onda no plano atras do holograma,

neste caso, no plano da imagem real.

A intensidade é calculada por:

IEm)=[TE ) 2.8)

A fase é calculada por:

Im[T'(&, n)|

1) =arct
@(&,m)=arc anRe[r(g,n)] .

A reconstrucdo da imagem virtual também é possivel pela introducdo das
propriedades da imagem de uma lente no processo de reconstru¢do numérica. Estas
lentes correspondem as lentes dos olhos de um observador olhando através do

holograma como ilustrado na Figura 2.5.

Lente
numerica

| Plano da
Imagem virtual imagem

e d d

Figura 2.5: Reconstrucao da imagem virtual [13]
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As propriedades da imagem da lente com distancia focal f sdo consideradas

pelo fator complexo:

L(xy):exp{il(my?)}
Af (2.10)

d
f==
Para a normalizagdo, a distancia focal de 2 tem que ser usada. A amplitude
complexa no plano imagem é entdo calculada por:
24 2 X+ P27 xE+
M= e e [[hxyRixyLixye ™ e axay
(2.11)
i —i27” —i%(ézﬁ-nz) i/lld[xz+ x§+yr]
Dignj=—e e " [[nxyRxye axdly

Comparada com a equagdo (2.7) somente o sinal do argumento da primeira fungdo

exponencial na integral mudou. A seguir a discretizagdo da aproximagao de Fresnel.

2.2.2 Discretizacdao da aproximacao de Fresnel

Esse método equipara-se a uma troca de coordenadas para facilitar a

digitalizacdo da transformada de Fresnel. Utilizando as seguintes trensformacoes

y=t =l
Ad e Ad e substituindo na equacao (2.7), temos:
22d _imd v TR ol
L(v,u)=—e * e h(xyR(xy e 2 ~'d ™" dxdy
vl == [T hxy Rixy o1
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_i2%q

O fator de fase global € * pode ser omitido, uma vez que sO afeta a
totalidade da fase. Esse fator ndo afeta a intensidade e a interferéncia de fase da
interferéncia holografica. A comparacdo da equacdo (2.12) com a definicdo da
transformada bidimensional de Fourier [13] mostra que a aproximacao de Fresnel é um
fator de fase esférico da transformada inversa de Fourier como mostra a equacao (2.13)

que sera util para descricao do método de Dupla propagacao.

L N (CTLEE
(2.13)

A funcao I' pode ser digitalizada se a funcdo holograma h(x,y) for representada

por uma matriz retangular de N x N pontos, com passos Ax e Ay ao longo das

coordenadas (Ax e Ay sdo as distancias entre os pixels vizinhos no CCD nas direcoes
horizontal e vertical). Com estes valores discretos as integrais da equacdo (2.13) sdo

convertidas para somas infinitas:

Flva = g™ 5 P e 5|

(2.14)

Param=0,1,..,N-1;n=0, 1, ..., N-1.
De acordo com a teoria da Transformada de Fourier entre Ax, Ay, Ap e Av

existe a seguinte relacao:

Av=——ro Ap=——
NAX NAy (2.15)
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Utilizando as tranformacdes de coordenadas e substituindo na equacao (2.15),

temos:
NAX NAy (2.16)
Com a equacdo (2.16) modificamos a equacao (2.14), logo:
[ '”—iﬂi+nz)** T 202 ing{ KM In
(mn)=—-e'7’ S Rk ke g
Ad pariyan (2.17)
A equacdo (2.17) é a transformada discreta de Fresnel. A matriz I" é calculada
—iﬁ KA+ Ay
pela multiplicacdo R(k,1) com h(k,1) e € , aplicando a transformada inversa

discreta de Fourier para o produto. O calculo é feito mais eficazmente usando o
algoritmo da transformada rapida de Fourier (FFT). O fator na frente da soma afeta
somente a fase e pode ser negligenciado para a maioria das aplicagoes.

Realizamos enfim a gravacao e reconstrucao de um holograma digital, usando a
montagem da mesa de holografia digital do Laboratério de Optica Ndo linear e

Aplicada, como mostra a Figura 2.6.
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Figura 2.6: Montagem experimental de Holografia Digital.

Utilizamos como objeto para o teste de gravacdo e reconstrucao da técnica de

holografia digital, um dado mostrado na Figura 2.7.

Figura 2.7: Objeto utilizado na montagem holografica.
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O holograma é gravado conforme a montagem experimental apresentado na

Figura 2.6. E esse padrdo de interferéncia digital é observado na Figura 2.8.

Figura 2.8: Imagem de um holograma digital.

A imagem do holograma reconstruido digitalmente pela FFT do programa
ImageJ corresponde a Figura 2.9, onde o dado foi posicionado na frente do
CCD.Utilizamos um laser de He-Ne, com 8mW de poténcia. O quadro luminoso no
centro é chamado reconstrucao de ordem zero, isso ocorre por que na geometria fora do

eixo a imagem real e a virtual sdo espacialmente separadas do termo de ordem zero.

Figura 2.9: Imagem reconstruida do holograma, usando a técnica de Transformada de
Fourier rapida.
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Através dos conceitos sobre o que é um holograma digital, como é gravado,
como é reconstruido numericamente e computacionalmente. Podemos entdao comegar a
descrever um microscopio holografico digital que serd apresentado no proximo

capitulo.
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Capitulo 3

O MICROSCOPIO HOLOGRAFICO DIGITAL

Neste capitulo serdo apresentados o microscopio optico convencional e
microscopio hologrdfico digital envolvendo suas defini¢oes, funcionamento bdsicos e
seus respectivos esquemas experimentais.

3.1 Microscopio optico convencional

O microscopio convencional[21] é um instrumento de alta precisdo Optica que é
composto por: fonte luminosa, lente condensadora, amostra, lente objetiva

microscopica e ocular como mostra a Figura 3.1.

Figura 3.1: Microscépio Convencional
O microscopio tem como finalidade, produzir imagens ampliadas de amostras

pequenas ou objetos, especialmente quando ndo sdo visiveis a olho nu. E utilizado uma

fonte de luz para melhor visualizacdo da amostra ou objeto.
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A amostra a ser estudada esta localizada préxima da objetiva cuja a sua fungdo é
formar uma imagem real, invertida e geralmente maior que a amostra, no plano do

diafragma da ocular como mostra a Figura 3.2.

Ocular

Imagem 1 \

objetiva de
microscépio

Objeto *\

Imagem 2

Figura 3.2 : Esquema de um microscopio optico.

As dimensdes desta imagem sdo limitadas pelas dimensdes fisicas da lente. Os raios
correspondentes a cada ponto da imagem intermediaria emergem da ocular paralelos
entre si, e ao passar pela ocular a imagem sofre mais uma ampliagcdo. Logo temos como
ampliacgao total do sistema:

At = Aoetia X Aocutar (3.1)
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onde Aodeﬁva é o aumento dado pela lente objetiva e o Acciar é 0 aumento dado pela

lente ocular.
A resolucao é determinada pela abertura numérica (NA), da lente objetiva:

NA =nsand (3.2)

Onde n é o indice de refracdo entre a amostra e a objetiva e 6 é o angulo que

corresponde a metade da abertura angular da objetiva.

t NA

: ¥
Cone de luz/ -

NA=n(sin ©)

Figura 3.3: Esquema para o calculo de abertura numeérica (Retirado das notas de

aula de microscopia holografica digital do Professor Francisco Palacios)

A resolucdo do plano da amostra é:
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5= 0.61(i)
NAJ (3.3)

Como é esperado NA sera maior que um, logo o valor provavel para a resolucdo é a
metade do comprimento de onda. Assumindo que a abertura numérica do condensador
(Ac) seja maior ou igual a abertura numérica da objetiva (A,). Se as aberturas

numeéricas ndo seguirem a condigdo anterior, usaremos uma expressao mais precisa:

5=1.22 —1
) (3.4)

Tendo visto nesta secao o conceito e o funcionamento de um microscopio
composto, e no capitulo 2 os conceitos de holografia digital. Podemos agora descrever

com clareza o funcionamento de um microscopio holografico digital na préoxima segao.

3.2 Microscopio Holografico Digital

O microscépio Hologréfico digital [22] é um instrumento éptico composto por
um interferometro de Mach-Zehnder , um microscépio convencional e um dispositivo
digital. E geralmente implementada a partir de um arranjo experimental para holografia
digital, mediante a colocacdo de uma lente objetiva de microscopio num dos bracos de
um interferometro de Mach-Zehnder, a qual produz uma imagem aumentada do objeto

resultando na interferéncia entre essa imagem e o feixe de referéncia.
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Figura 3.4: Esquema do microscopio holografico de transmissao. BE:
colimador; E1: Espelho; E2: Espelho; P1 e P2: Polarizadores; L: Lente; M:

Lamina; MO: Objetiva de Microscopio; BS1 e BS2: Divisores de Feixe.

O colimador amplia e torna paralelo trajeto do feixe luz que ilumina o
microscépio. Os feixes gerados pelo divisor de feixe (BS1) interagem entre si causando
um processo de interferéncia, um é produzido interagindo com a amostra inserida no
microscopio (feixe objeto), e o outro permanence integro (feixe de referéncia), nao
interagindo com nenhum outro componente ou amostra. Esse padrao de inteferéncia
gerado pelo feixe objeto e o feixe de refréncia é gravado no CCD ao passarem pelo
segundo divisor de feixe (BS2). Para o processo de reconstru¢ao da imagem do obejeto
foi utilizado o software HOLODIG [23] que tem como um dos seus métodos, a Dupla

Propagacdo que sera descrito na proxima secao.
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3.3 METODO DE DUPLA PROPAGACAO

O software HOLODIG (Figura 3.5) que foi cedido pelo professor Francisco
Palacios Fernandez (Universidade de Oriente, Cuba), é uma ferramenta computacional
de facil implementacdo, muito poderosa para o desenvolvimento de gréaficos,
histogramas, medidas e manipulacbes em geral com imagens de hologramas. O
programa HOLODIG é constituido de varios técnicas de reconstrucdo de imagem,
sendo a técnica usada para o processamento das imagens obtidas pelo microscopio

hologréfico a técnica de Dupla Propagacao.

- HOLODIG (= =]

Fie Data Hologram Reconstruction Linnrapping ion_Fiter Tools Objects analysis Helr

IR AT BRI EEE T ER Y
= Constants (mm)———
Distance: II' Hologram image corrested
Wavelength 308t
e = |
ert. CCD pixel size
© intensity O Focsl plane
@ Phe
© Fourier Transtomm
O Convou
e eoti
® Doube propsgation

Select ROl

Figura 3.5: Imagem do software HOLODIG.
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O método de Dupla Propagacdo consiste em utilizar a distribuicdo de

intensidade (Equagdo 2.1), onde dois termos, chamados de real e virtual, no processo
da primeira propagacdo, sdo vistos em quadrantes opostos e inversos, devido a
configuracao “fora”do eixo do microscopio holografico digital. Através de processos
de filtragem na funcdo de intensidade de um holograma (Equacdo 2.8), eliminamos
assim os ruidos de fundo, a imagem virtual e ordens de difracio ndo desejaveis,
determinando-se o campo ondulatério no plano focal. A segunda propagacao é baseada
na projecdo do campo ondulatério do plano focal a uma distancia d’, onde se encontra
o plano da imagem, ap6s um tratamento sobre o holograma digital, observamos as
imagens de intensidade e fase. A seguir temos a ilustragdo da técnica de Dupla

Propagacdo, como apresentado na Figura 3.6.

Yo Yu b ¢
A A A

X X
/ 0 I/ H / X;
/ / "
/i; primeira propagacao / Segunda propagacio

«— | > < d —

Plano do holograma Plano focal Plano Imagem

Figura 3.6: Representacdo das etapas do método de Dupla Propagacao.

Para o método de Dupla Propagacdo, é suficiente uma tnica imagem para o
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processamento do holograma digital e com algumas técnicas do HOLODIG,
solucionamos problemas na recontrucdo da imagem através de tratamento numérico.
Outros métodos necessitam de mais imagens para solucionar problemas na recontrucao

da imagem [24, 25].
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Capitulo 4

PROPOSTA EXPERIMENTAL DO MHD

Neste capitulo é apresentado a montagem experimental proposta para o
desenvolvimento do MHD. Sdo apresentados detalhes sobre a implementagdo fisica do
experimento, o0s procedimentos para adaptacdo de um microscopio Optico
convencional em um microscépio hologrdfico digital.

4.1 Componentes do aparato experimental proposto.

A Figura 4.1 mostra o esquema da bancada experimental de microscopia

holografica digital do Laboratério de Optica Nao-Linear e Aplicada.

Figura 4.1 Montagem experimental proposta.
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A bancada é composta por um LASER de He-Ne com 4mW de poténcia e
comprimento de onda de 632,8 nm, um filtro espacial, quatro polarizadores, dois
divisores de feixes, uma lente e um microscépio 6ptico convecional. Para aquisicao das
imagens utilizamos uma camera CCD monocromatica SONY XCD-SX 910 de alta
resolucao (1280x960 pixels) conectada ao computador. A bancada experiemental esta
montada sobre uma mesa de granito que possui um sistema pneumatico para isolar o
experimentos de vibracdes externas. O software para aquisicdo e processamento das

imagens utilizado foi o software HOLODIG.

4.2 Processo de elaboracao do microscopio holografico
digital.

Para atingirmos a melhor configuracdo do MHD, foram experimentados trés
configuracGes e realizados diversos testes e mudangas na montagem, até chegarmos a
ultima que apresentou melhor desempenho na sequéncia. A Figura 4.2 mostra a

primeira montagem experimental proposta.
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Figura 4.2: Primeira montagem experimental proposta.

A primeira montagem experimental ainda ndo era uma adaptacdo de um
microscopio 6ptico convencional em um microscopio holografico digital, mas sim um
esboco de um, onde utilizamos somente os componentes Opticos de um microscopio.
Para primeira montagem experimental ndo obtivemos bons hologramas que
resultassem em imagens satisfatorias, geradas por reconstrucao holografica. A segunda
versdo ja possuia as caracteristicas de um microscopio holografico digital, mas ainda
ndo era a unido de um microscopio 6ptico com o interferometro de Mach-Zehnder.
Essa montagem apresentou algumas limitagdes quanto a estabilidade da amostra a ser
estudada, pois a base onde a amostra esta situada ficava na horizontal como mostra a

Figura 4.3, deixando a amostra sob o efeito da acdo da gravidade.
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Figura 4.3 Segunda montagem experimental proposta.

Com a segunda montagem obtivemos resultados satisfatérios, com o holograma
do objeto com o anel de interferéncia no mesmo plano que serd visto no préximo
capitulo. A experiéncia adquirida nos estudos sobre microscopia hologréfica digital e
no aperfeicoamento da nossa montagem de Microscépio convencional em um MHD,
chegamos na terceira versao da montagem, onde temos um interferémetro de Mach-

Zehnder acoplado em um microscopio convencional como mostra a Figura 4.4 .
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Figura 4.4: Terceira montagem experimental do microscopio.

Comparando a terceira montagem com a segunda, observamos algumas

mudancas relevantes tais como:
¢ O interferémetro saiu da direcdo horizontal e passou a ficar na direcao vertical

aproximando-se mais do microscopio.

¢ Ganhamos uma maior estabilidade para estudar a amostra, pois utlilizamos a

propria base do microscépio convencional.
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e Compactamos a montagem.

e A qualidade dos resultados obtidos foram melhores e serdo descritos no

préximo capitulo.

A Terceira montagem € descrita no desenho esquematico da Figura 4.1, é
composto por um filtro espacial na frente do laser de He-Ne, com o objetivo de
expandir e eliminar ruidos do feixe do laser. Ao longo do caminho tracado pelo feixe
expandido, colocamos dois polarizadores, o primeiro com a finalidade de controlar a
intensidade do feixe e o segundo para garantir a polarizacdo na direcdo horizontal do
feixe. O feixe é em seguida divido em dois (BS1), um feixe percorre o caminho de
referéncia que possui mais dois polarizadores com as mesma finalidades dos dois
primeiros e o outro feixe pecorre o caminho do objeto, onde passa por uma lente, onde
esse feixe é focalizado no espelho que conduzird a iluminacdo do objeto que passara
por uma objetiva de aumento de 10x. Os dois feixes se encontram ao passarem por um
segundo divisor de feixe (BS2), localizado na frente do CCD, gravando assim o padrao
de interferéncia entre os feixes.

Para teste de calibracdo do microscépio holografico digital, utilizamos uma

escala micrométrica apresentada pela Figura 4.5.
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Figura 4.5: Imagem da Escala micrométrica.

Com a imagem da escala micrométrica junto com o anéis de interferéncia
focalizada no mesmo plano, asseguramos a calibracdao das distancias laterais no plano,
ou seja, apos a calibracdo é possivel medir o comprimento de uma amostra de interesse.
J& para medir distancias fora do plano é necessario calibrar o microscépio com um

objeto de fase.
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Capitulo 5

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo apresentados diversos testes preliminares com uma resina
plimétrica e uma amostra de macha de tinta e os procedimentos para reconstrugdo das
imagens através do software HOLODIG.

Como resultado temos a construcdo de uma montagem experimental de
microscopio holografico digital. Utilizamos como testes para terceira montagem de
microscopio holografico digital uma mancha de tinta que apresentou um perfil
semelhante a um perfil de uma bactéria grande e a resina polimérica Estireno
Divinilbezeno Vinildirina. Observamos que o desempenho da montagem foi
satisfatorio, pois as imagens obtidas pela Terceira montagem apresentou um
desempenho superior de aproximadamente de 500x em termos de resolugdo da imagem
de um microscépio 6ptico convencional, isso ocorreu devido a microscopia holografica
nao apresentar aberracdes Opticas como as mais comumente apresentadas na
microscopia éptica convencional. Esse resultados sdo compativeis aos encontrados nas
literaturas. O préximo passo sera levanter o perfil da mancha de tinta e da resina
polimétrica.

Apresentamos agora o procedimento para reconstrucdo da imagem
holografica do polimero utilizando o software Holodig.

Apés feita a gravacdo do holograma digital da resina polimérica,
selecionamos através do software HOLODIG o holograma da resina que esta salvo em

uma pasta de imagens no computador, como mostra a Figura 5.1.
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Figura 5.1: Selecdao do holograma digital.

A seguir, selecionamos a opc¢do de reconstrucdo por fase para obter o
perfil da amostra, aplicamos em seguida o0 Método de Dupla Propagacdo e

selecionamos a imagem real, ver Figura 5.2;
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Figura 5.2: Método de Dupla Propagacao e selecao da imagem real.
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Depois de selecionarmos a imagem real, aplicamos a técnica de plano
focal para eliminar mais ruidos devido a focalizacdo do microscopio, como

mostra a Figura 5.3.
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Figura 5.3: Técnica de plano focal.
Logo éapos a técnica de plano focal, obtemos em seguida o mapa de fase da

da resina polimérica, visto na Figura 5.4.
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Figura 5.4: Mapa de fase da Resina Polimérica.
Em seguida, usamos filtros seno e co-seno que atuam diretamente no
tratamento da fase do holograma, suavizando os ruidos de fase, como

mostra a Figura 5.5.
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Figura 5.5: Imagem do holograma apos a passagem do filtro seno e co-seno.

Em seguida utilizamos unwrapping (desempacotamento), que €é um
procedimento para eliminar saltos de 27 na fase da Resina Polimérica, como mostra a

Figura 5.6.
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Figura 5.6: Imagem da Resina apds o unwrapping.

Como resultado final do procedimento de recontrucdo digital da imagem da

Resina, é possivel visualizar em 3-D a imagem.
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Figura 5.7: Visualizacao em 3-D da imagem.
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Concluimos assim as etapas para reconstrucdo da imagem atraves do
software HOLODIG. Repetimos todo o processo para a amostra de macha de tinta da

escala micrométrica, como mostra a Figura 5.8.

Mancha de
tinta

Figura 5.8: Imagem da Lamina de calibracdo do microscépio, de onde foi tirado a
mancha de tinta.
Em seguida ampliamos 10 vezes a mancha de tinta vista por um microscopio

optico convencional da marca JENA na Figura 5.9.
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Figura 5.9: Mancha de tinta vista de um microscopio convencional.
Obtemos agora a gravacao do holograma digital da mancha de tinta mais o
anel de interferéncia utilizando a terceira versao da montagem experiemental do MHD,

como mostra a Figura 5.10.

Figura 5.10: Imagem do holograma da mancha de tinta.
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E depois que o holograma passou por todo o processo de recontrucao e
filtragem para diminuir os ruidos, obtemos o perfil da mancha de tinta apresentado pela

Figura 5.11.
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Figura 5.11: Imagem do perfil da mancha de tinta.

Temos trabalhado no desenvolvimento desta técnica para o estudo de
hemacias. Conseguimos obter imagens boas das hemacias em um microscopio
convencional para utilizarmos como imagem de comparagao, mas ainda ndao obtivemos
boas imagens com o microscopio holografico digital, por esta razao ndo foi apresentada

na presente dissertacao.
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CONCLUSAO

No presente trabalho foi desenvolvida uma versdao de microscopio holografico
digital, apartir da adaptacao de um microscépio 6ptico convencional em um dos bracos
do interferometro de Mach-Zenhder. Esta versdo que foi montada e descrita na
dissertacdo é algo diferente, pois ndo encontramos na literatura algo semelhante ao
proposto por nos. A principal motivacdo foi de usar um microscopio Optico
convencional para adaptarmos em uma montagem experimental de microscopia
holografica digital. A versdao final é capaz de revelar detalhes da superficie de uma
amostra com aspecto semelhante ao encontrado nos tecidos biol6gicos.

Embora um grande passo tenha sido dado, o trabalho ainda ndo esta
completo. Devido a limitacdo de tempo e de recursos disponiveis ndo foi possivel
aperfeicoar a montagem para aprimorar a qualidade das imagens reconstruidas e
aplica-las nas medi¢Oes de amostras biologicas. Entretanto, os resultados obtidos até o
momento na microscopia holografica sdo satisfatorios, pois estamos desenvolvendo a
montagem e entendendo melhor os conceitos a serem estudados. Além do mais, o
trabalho para montar esse experimento, estd exigindo um estudo tedrico que
contribuirdo fortemente para o aprendizado dos conceitos ligados a esta area de

pesquisa.
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Consideramos esta ferramenta promissora para aplicacdes em estudos

biol6gicos e que tem como idéia fundamental, levantar e medir com precisdao o perfil

de amostras e com isso gerar resultados que permitam analise e possiveis diagndsticos

em patologia que ampliam o conhecimento da morfologia destes tecidos que

representem novos resultados para tratamento clinico.

O trabalho ndo acaba com a conclusdao dessa dissertacao. Pelo contrario,

apenas comecou. Dentro desse universo é possivel apresentar algumas sugestoes para

melhoria de alguns aspectos em trabalhos futuros:

Aprimorar os conhecimentos sobre o software HOLODIG, aprender

com mais detalhe a descricdo do método de dupla propagacao.
Testar o algoritmo de reconstrucdo de imagens desenvolvido pelo aluno

de doutorado Marcos Eduardo e pelo aluno de mestrado Julio Dias, que

fazem parte da equipe do Laboratério de Optica Ndo-Linear e Aplicada.
Efetivar parcerias com professores que trabalham na area de

biomedicina para analisar amostras de tecidos bioldgicos e estruturas

celulares.
Constru¢do de uma montagem mais pratica e compacta de um

microscopio holografico digital para futuras aplicagoes.
Melhorar a qualidade dos instrumentos Opticos usada na montagem

experimental.
Aplicacoes em tempo real.
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Apéndice A

DIFRACAO

A difracdo é um fenémeno caracteristico do movimento ondulatério que é
observavel quando uma onda é deformada por um obstaculo que tem dimensdes

comparaveis ao comprimento de onda da mesma [19] [26].

A.1 DIFRACAO DE FRESNEL E FRAUNHOFER

O modelo matemdtico da difracdo de Fraunhofer [27], supde que os raios
incidentes sdao paralelos e que a figura de difracdo é observada a uma distancia
suficientemente grande, de forma que os raios que chegam ao anteparo sao
efetivamente paralelos. O modelo de difracdo de Fresnel [27] ocorre quando ou a fonte
pontual das ondas incidentes ou, o ponto de observacao dos quais sao vistas, ou ambos
estdo a uma distancia finita do obstaculo. Os calculos matematicos para a difracdo de
Fresnel sdao muito mais complicados do que os calculos na difracao de Fraunhofer, mas
as idéias fisicas permanecem as mesmas.

Para uma fenda retangular, a medida que o anteparo é afastado da fenda a figura
de difracdo muda gradualmente de uma figura de Fresnel para uma figura de

Fraunhofer, como indica a Figura A.1.
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Fig.(A.1) Variacao na figura de difracdo com a variacao da distancia do ponto a

abertura[26]

A.2 FORMULACAO DE HUYGENS - FRESNEL PARA DIFRACAO

Em 1860, Maxwell identificou a luz como uma onda eletromagnética, um passo
que seria de enorme importancia para formulacdo da teoria da difracdo. Em 1882,
fazendo uso das equacdes de Maxwell e da teoria escalar [27], Gustav Kirchhoff
desenvolveu uma sélida formulagdo matematica das idéias de Huygens e Fresnel sobre
a distribuicdo da luz em um padrao de difracdao . Considere a configuracdo mostrada na
figura a seguir onde a luz incide pelo lado esquerdo da tela e deseja-se calcular o

campo de luz no ponto PO, atras da tela.
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Fig.(A.2) Difracao de Kirchhoff em uma tela plana com abertura[27]

O campo de luz, imediatamente atrds da tela, é calculado pela formulagdo de

Kirchhoff [26]:

Yeen = A1 ” é’n Cn;

)
Ujds (A1)

onde :
U: funcdo da onda incidente
G: funcao de Green
n: vetor normal a superficie do plano

Baseado nesta formulacao matematica, Kirchhoff desenvolveu duas hipéteses
sobre o efeito no campo de incidéncia da luz causado por um obstaculo colocado no
caminho de sua propagacdo. As hipoteses, também conhecidas como condicdes de

contorno de Kirchhoff [27], sdo:
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au
* Através da abertura X, os valores do campo U, assim como as derivadas N seriam

exatamente 0os mesmo na auséncia da tela.
 Aregido de S1 que encontra-se na sombra da tela, o campo U e as suas
aJ

derivadas 9N sido nulas.

A partir destas hipdteses o resultado da equacao anterior reduz-se a:

dG

)
Ve 47r” on anuj

(A.2)

Apesar destas hipéteses simplificarem o resultado, mais tarde foram provadas
ser de natureza inconsistente por Poincaré, em 1892 e, Sommerfeld em 1894. A
presenca da tela inevitavelmente perturba o comportamento do campo de distribuicao
da luz. Porém, se as dimensoes da abertura sdo grandes comparadas ao comprimento de
onda da fonte de luz, as condi¢des de contorno podem ser consideradas verdadeiras e, a
formulacdo de Kirchhoff pode ser utilizada para gerar resultados muito préximos dos
encontrados experimentalmente.

Como consequencia destes fatos, a teoria de Kirchhoff foi considerada como
uma primeira aproximacdo, sendo mais tarde modificada por Sommerfeld, que
eliminou uma das hipéteses mencionadas, e fez uso da teoria das funcoes de Green [28]
[27] para determinacdo da amplitude da luz no padrdao de difragdo. A formulacao
encontrada por Sommerfeld foi chamada primeira solucdo de Rayleigh-Sommerfeld,
sendo também conhecida como Principio de Huygens-Fresnel e, é definida

matematicamente como [17]:

(Po) =

[kp
L ” Ye ”é cosOdS
iA (A3)
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onde,

A: comprimento de onda.

k=2%
A : nimero de onda.

p: distancia entre PO e P1.

08: angulo entre o vetor normal a superficie e p.

[
L=

Fig. (A.3) Geometria de Difragao [27]

A integral na Equacdo A.3 expressa o campo difratado U(PO) como uma
superposicao das ondas esféricas divergentes exp(ikp) / p originarias das fontes
localizadas em cada um dos pontos P1 da abertura £. O comportamento da luz em X
pode ser imaginado como uma série de fontes pontuais que possuem as seguintes
propriedades [27]:

* Possuem amplitude complexa proporcional a amplitude da onda incidente. Esta
propriedade é consequencia do fato da propagacao da luz ser um fendomeno linear.
* Possuem amplitude inversamente proporcional a A.

* Possui uma defasagem de m/2 em relacdo a onda incidente. Esta defasagem esta
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representada na equacao pelo fator complexo 1/i.
» Cada fonte pontual gera um padrdao de intensidade diretamente relacionado com a

direcdo de propagacdo da onda. Esta direcdo é representada na equagdo pelo fator
cos(0).
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Apeéndice B

ESPECTRO ANGULAR

Sendo o campo elétrico em z=0, posicdo que corresponde ao plano do

holograma [27] dado por I'(n :()(O,M),O)):FO’ temos o espectro angular dado pela

transformada Fourier
_ —i (kX +/<ny )
Ak, k, 0)= [ Ty d, oy, _

A partir da equagdo (B.1) obtemos a distribuicdo de freqiiéncia especial do
campo, onde selecionamos a regidao do objeto a ser estudado, eliminando assim o termo

de ordem zero, ruidos e a imagem gémea. O resultado é a filtragem do espectro angular

Ak, ky’ O), que para um plano z arbitrario é dada por
Ak, k, k) dk ak, (B.2)
onde k= v K~k - k}z’, temos com resultado final o campo
T(xy2)= || Ak, k,k)é®* dk_ak, ©3)

O campo da equacdo (B.3) determina a intensidade e fase descrito pelas

equacoes (2.8) e (2.9).
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Apéndice C

METODO DE DUPLA PROPAGACAO

YO YH Y1
A A A

/ Xo l/ XH ]/j/ X
/ / "
/K primeira propagacao / Segunda propagacao

«— | > < d —

Plano do holograma Plano focal Plano Imagem

Fig. (C.1) Esquema do Método de Dupla Propagacao

Através do campo elétrico (B.3) gerado pelo método de espectro angular
(Apéndice de B), calculemos a intensidade, ao longo do eixo z. E possivel deduzir o

ponto maximo com valor maximo em Zmsx

(% % Zu) = D% % Zo)| (C.1)
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=d

.~ . . . Z : o
A condicdo para que z seja maximo, é “mx~ Y  ou seja, coincide com a

distancia entre o plano do holograma e o plano focal posterior da objetiva de
microscépio[29], temos a primeira propagacao.

Usando Z2=d para a equacdo (2.12) e selecionando a parte real da juncao
I(Xy) que contém somente componentes espaciais, obtemos um holograma filtrado

F(xy , que corresponde a funcdo de onda filtrada:

. 5. 9 T ey
(v, 1, 2= d) = Ag=90" )T{I xye )}
(C2)

onde I’(x,y)=R.O*, termo que produz a imagem real.

Usando a teoria de formacao de Abbe [30], descrevemos o campo T( Vil 2= d)

o

como a distribuicio de campo (suv) no plano focal posterior a objetiva de

microscopio, como:

I(v,p,z=0 z@‘fuv) =5, (UVT{O(X, ¥, AT} (C.3)

onde:

. (LL V) : coordenadas do plano focal posterior

T(O(xo, Yoo Ay f))

:distribuicdo do feixe objeto no plano ()

S¢: distancia entre objeto e a lente

f : foco da lente

A comprimento de onda
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54y = i%(liguw)}

(C.4)

O( X, ¥ A1)

A funcao ¢ a amplitude de transmissdao do objeto, com a

transformada de Fourier dada por

—ﬁ Xl Yo\

ax

T[0(%,, Af)J= || O(x, y,. A le e (C.5)

A segunda propagacao seria o calculo da funcdo de onda em uma distancia

d’qualquer, resultando na expressdo final para o campo do holograma.

T X, Y, 2=d,d) :T_l[F(V,#,ZZ d)éd\/m]

(C.6)
Escrita de outra maneira temos:
T, (x,y,z=d,d)= [ uVT[O(x, Y, Af) ]édm] -
Para uma distancia d’=d; a funcdo do campo elétrico é constituido
O(x,y,d'=d)=T;y(Xx,y,2=d d =d] (C.8)

temos entdo a amplitude e a fase do holograma através das seguintes expressoes:
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I(x,y,d) =[Re[0[ Xy ) +[1m[0(x,y.d]

(C.9)
Im| O( X,y,d
®(x,y,d) = arctan m|Of 'y ]
e[0x.y.d)] (C.10)
caso d :0, a imagem esta focalizada no plano do holograma, e se d ;to, ela é

focalizada for a do plano do holograma.
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	RESUMO
	No presente trabalho, estudamos e desenvolvemos um microscópio holográfico digital por transmissão que pode ser utilizado na análise de amostras biológicas. A microscopia holográfica digital (MHD) é baseada nos conceitos de holografia digital. Na holografia digital, o padrão de interferência é gerado pelos feixe objeto e o feixe de referência, este padrão de interferência é gravado num sensor de imagens CCD (Dispositivo de Carga Acoplada) como meio holográfico. Outra característica importante da holografia digital é o processo de reconstrução. Neste caso utilizamos programas específicos de computador, em geral baseados em conceitos clássicos de difração, que é usado para reconstruir a imagem digital do objeto. Neste processo temos a informação da intensidade e da fase do objeto. A MHD foi implementada com a introdução de um microscópio em um dos braços do interferômetro de Mach-Zender. O padrão de interferência gerado pelo feixe de referência e a imagem ampliada do objeto produzida pela objetiva de microscópio, é gravado no sensor CCD. A técnica mais utilizada para reconstruir a imagem do objeto é o Método de Dupla Propagação. Com a informação não só da intensidade, mas também da fase, é possível obter e medir com alta precisão a topografia do objeto.
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