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Summary. The paper reviews the current trends
and practices of using digital holographic microscopy
which in recent years has been increasingly used in
visualization of biological objects. Also, it is outlined
the principle of holography is the breakdown of the
laser beam into two parts: one for reference and one
of the object and then recording them overlap.

Using a digital holographic microscopy to gene-
rate three dimensional representations of samples ob-
served in a microscope provides several advantages
over confocal microscopy in terms of cost and speed
of capture that could lend it usefulness in observing
processes with timescales which are currently unable
to be observed using other three dimensional tech-
niques.
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Rezumat. In articol sunt trecute in revista ten-
dintele si practicile actuale de utilizare a microsco-
piei holografice digitale, tot mai des utilizata in ulti-
mii ani pentru vizualizarea obiectelor biologice. Este
elucidat, de asemenea, principiul holografiei, care
consta in descompunerea fascicolului laser in doua:
unul de referinta si unul de obiect si apoi Inregistrarea
suprapunerii lor.

Utilizarea microscopiei holografice digitale pen-
tru a genera imagini 3D ale probelor observate la un
microscop ofera anumite avantaje fata de microsco-
pia confocala in ceea ce priveste costul si viteza de
captare, care ar putea fi mai utile 1n procesele ce nu
pot fi observate prin folosirea altor tehnici 3D.

Cuvinte-cheie: microscopie holografica digitala,
preparate biologice.
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Istoria microscopiei holografice a inceput in
1948, cand Dennis Gabor a propus o metoda de a
evita aberatia sferica §i a Tmbunatati calitatea ima-
ginii In microscopia electronicad pentru a economisi
lentilele din sistemul experimental [1, 2]. Holografia
digitald evita prelucrarea chimica si alte proceduri
atribuite holografiei clasice si permite post-procesa-
rea digitald a hologramei inregistrate. Astfel, recon-
structia imaginii holografice, care contine informatii
despre frontul de unda al obiectului, se face numeric
cu ajutorul calculatorului si poate furniza informatii
tridimensionale ale suprafetei obiectului sau datele
grosimii optice [3, 4].

In ultimii ani, imaginile optice tridimensionale
au aparut ca un instrument de ghidaj pentru desco-
peririle stiintifice dintr-un gir de domenii, inclusiv
fizica materiei condensate, stiinta materialelor si
stiintele biologice. Tehnicile microscopiei confoca-
le permit caracterizarea cantitativa a structurii si di-
namicii diferitor sisteme. Constituirea unei imagini
tridimensionale, folosind microscopia optica, ne-
cesita o scanare mecanica printr-un esantion foarte
subtire, astfel aceste tehnici fiind limitate la anumite
procese ce se desfasoara mai lent in timp.

Actualmente, microscopia holografica digitala
se dezvolta vertiginos si are drept scop depasirea
multor obstacole in calea obtinerii unor imagini
de calitate inaltd. Un microscop holografic simplu
consta dintr-un laser, aparat de fotografiat si lenti-
le obiectiv. Laserul difuzeaza lumina pe structurile
probei microscopice, iar imaginile de pe camera in-
terfereaza intre lumina difuza si cea nestructurata.
Acest fel de imagine este numit holograma.

Pentru a vedea cum acest aparataj tehnic asigura
o imagine tridimensionala, se utilizeaza un plan co-
erent difuzand Intr-un punct idealizat al particulei.
Aceastd particula reprezintd elementul care difu-
zeaza lumina 1n proba microscopica, si ar putea fi o
nanoparticuld in solutie, de exemplu, sau o structu-
ra subcelulara. In microscopia holografica digitala,
holograma este capturata pe un aparat de fotografiat
digital, iar reconstructia se face prin trecerea luminii
inapoi prin holograma (Figura 1) [5, 6].

Microscopia holografica digitald poate fi, de
asemenea, efectuatd fara utilizarea lentilelor ima-
gistice prin Inregistrarea directd a unui front de unda
difractat de un obiect mic. Astfel, holografia digitala
ofera o serie de avantaje semnificative, cum ar fi:
capacitatea de a obtine rapid holograme, disponibi-
litatea de amplitudine completa.

Pentru multe domenii de aplicare, functionarea in
timp real este importanta, dar dificila, cu utilizarea
holografiei conventionale. Holografia digitalda inlo-



Biologie

- -
Sl W M
L o

-

-
L - - -

Fig. 1. Inregistrarea (A) si reconstructia (B) imaginii tridimensionale a unui obiect [7]
(L — laser; ob — obiect; im — imagine)

cuieste procesele fizice si chimice de inregistrare cu
cele electronice, precum si procesul de reconstructie
optica cu calculul numeric. Astfel, in cazul holografiei
generate de un computer, holograma poate fi produsa
prin calcul numeric in interiorul acestuia, urmata de
imprimare sau alte iesiri la spatiul real [5].

Dezvoltarea calculatoarelor si metodelor de pre-
lucrare digitala a datelor a condus la o noua etapa
in microscopie. Astfel, problema de vizualizare 3D
a microobiectelor a fost rezolvata prin combinarea
metodelor holografice cu cele de prelucrare a ima-
ginilor digitale.

Primul microscop digital holografic care asigura
vizualizarea imaginilor 3D n timp real si masurarea
parametrilor geometrici ai obiectelor microscopice de
faza, a fost creat in baza unui microscop holografic.
Acesta integreaza microinterferometrul holografic cu
procesarea digitala a interferogramelor. In anul 1998,
folosind microscopul holografic digital, pentru prima
data a devenit posibild obtinerea imaginilor 3D a eri-
trocitelor din sangele uman (Figura 2) [8, 9, 10].

La doi ani dupa realizarea primelor holograme
plane, Leith si Upatnieks anunta procedeul de extin-
dere a imaginilor tridimensionale, respectiv obtine-

rea efectului in profunzime, de stereoscopie, in mod
obiectiv. Succesul inregistrat se datoreazd proprie-
tatilor de coerentd spatiala si temporala a radiatiilor
utilizate de laser. Astfel, un fascicul de raze parale-
le este indreptat spre o oglinda plana ce le dirijeaza
catre placa fotografica, iar celalalt fascicul iluminea-
za obiectul tridimensional ce poate fi considerat ca
este format dintr-o infinitate de puncte. O parte din
lumina reflectatd de obiect ajunge pe placa fotografi-
ca unde interfereaza cu lumina reflectata de oglinda.
Astfel, are loc formarea unei figuri de interferenta
foarte complicata, alcatuitd dintr-un ansamblu de fi-
guri circulare a fondului coerent cu undele ce vin de
la diferite puncte ale obiectului tridimensional. Dupa
developare, holograma obtinuta este iluminata cu un
fascicul luminos coerent, dar identic cu cel ce a servit
la inregistrare si imaginea obiectului tridimensional
se reconstituie punct cu punct (Figura 3) [5, 10, 11].
La inregistrarea hologramei, unda obiect i unda
de referinta trebuie sa fie reciproc coerente. Pentru a
obtine holograme de buna calitate, pe langa gradul
inalt de coerenta este necesara o intensitate luminoa-
sd buna. Inregistrarea hologramei necesiti precautii
experimentale destul de severe, cum ar fi stabilita-

B
Fig. 2. Imagini 3D a eritrocitelor individuale netratate (A) si imaginea 3D a frotiului din sdngele uman (B) obtinut
prin microscopia holografica digitala [10]
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Fig. 3. Configurarea interferometrica a microscopulul holografic digital de catre Match-Zehnder [5]
(SF — separator de fascicule; CCD — camera digitala color)

tea foarte buna a instalatiei holografice, sau rapor-
tul (invers) dintre intensitatea luminoasa a fascicu-
lului laser si timpul de expunere. Pe de alta parte,
timpul de expunere intr-o astfel de situatie depinde
de o diversitate de factori, precum: capacitatea de
reflectare a obiectului, distantele si geometria insta-
latiei adoptate, caracteristicile filmului folosit etc.
La utilizarea unor laseri in regim pulsatoriu, timpul
de expunere poate cobori la nivelul nano- sau chiar
picosecundelor, insa la utilizarea unor pulsuri laser
gigantice obiectul se incalzeste, iar proprietatile lui
si configuratia sa spatiala se modifica, astfel avand
de suferit calitatea hologramei [5, 6, 11].

Principiul holografiei constd in descompune-
rea fascicolului laser in doud: unul de referinta si
unul de obiect si apoi inregistrarea suprapunerii lor.
Marile avantaje ale tehnicilor de holografie digitala
sunt: dintr-o singurd holograma achizitionatd pe o
camera video (CCD sau CMOS) putem reconstrui
simultan amplitudinea si faza undei de la obiect si
detalii ale obiectului din planurile situate la distan-
te diferite de-a lungul directiei de propagare.

Spre deosebire de holografia clasica, potrivit ca-

A B

reia figura de interferenta dintre unda de referinta si
cea difractatd de obiect se Inregistra pe o placa holo-
grafica, care ulterior era developata chimic pentru a
obtine holograma, iar imaginea virtuala a obiectelor
se reconstituia experimental in montaje complexe,
holografia digitald inregistreazd holograma pe o
matrice CCD sau CMOS, evitandu-se procesele chi-
mice consumatoare de timp. Obiectele sunt recon-
struite digital, printr-un algoritm bazat pe simularea
propagarii, fiind disponibild imaginea obiectelor 1n
format electronic si oferindu-se posibilitatea com-
pararii soft cu imaginea aceluiasi obiect in diferite
situatii (Figura 4) [12].

Actualmente, se impune obtinerea imaginilor
obiectelor microscopice reale in luminad coerenta,
avantajul fiind informatia de fazd care nu se pier-
de, iar detaliile in adancime de ordinul catorva nm
sunt usor puse in evidentd. Generarea holograme-
lor pe computer pot permite obtinerea imaginilor
obiectelor virtuale folosind algoritmi specifici cu o
reconstructie experimentald utilizind un modulator
spatial de lumina [12].

Metoda datd implicd mai multe domenii stiin-
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Fig. 4. Imaginile a 10 particule intr-o picatura de emulsie vdzute la un microscop cu iluminare intensa (A),
holograma unui microscop holografic digital (B) si reconstructia hologramei ce reprezinta pozitia picaturilor date in
emulsie si proiectarea lor in pozitii plane coordonate (C) [2]
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tifice si tehnice, incluzand un ansamblu mecanic
si optic in montajele experimentale, dar si o com-
plexitate computationald data de algoritmii iterativi
folositi, de softurile specializate in filtrarea si pre-
lucrarea imaginilor. Metoda este complexa, combi-
nand optica, electronica, prelucrarea si transmiterea
informatiei (imagini, baze de date numerice).

In prezent, diagnosticul medical si monitorizarea
bolilor au o importantd deosebitd pentru medicina,
avand in vedere ca celulele biologice sunt obiecte di-
namice microscopice cu dimensiuni tridimensionale
si alte caracteristici biofizice. In cea mai mare parte
celulele biologice sunt transparente, iar imaginile cu
intensitatea luminii pe bazd conventionald nu ofera
contrast optic adecvat. Astfel, microscopia digitala
poate servi un puternic instrument de cercetare in
studiul celulelor biologice si un potential mijloc de
diagnostic medical si de monitorizare a bolilor.

Studiul a fost efectuat in cadrul proiectului bi-
lateral moldo-german (cifrul 13.820.15.10/GA) din
programul de colaborare bilaterala intre Academia
de Stiinte a Moldovei si Ministerul Federal al Edu-
catiei si Cercetarii din Germania.
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